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RESUMO

BARRETO, A. C. Estudo de marcadores de disfuncao endotelial e de
inflamacao em portadores de hipertensdao arterial pulmonar:
implicacOes terapéuticas e prognosticas. 2011. Tese (Doutorado).
Faculdade de Medicina. Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

A disfuncdo microvascular, envolvendo células endoteliais, plaquetas e
leucocitos, estd presente na hipertensdo arterial pulmonar (HAP),
associando-se a risco aumentado de trombose e menor sobrevida. Estudos
sobre disfungao microvascular sdo escassos em outras formas da doenca
que ndo a idiopatica. Os objetivos do estudo foram: caracterizar a disfungao
microvascular em diferentes formas de HAP através da dosagem de
marcadores bioquimicos, avaliando possiveis correlacbes com indices de
gravidade; investigar os efeitos da administracdo de rosuvastatina em niveis
circulantes de marcadores de disfuncdo microvascular nesses pacientes; e
investigar possivel associacdo entre o nivel plasmatico dos marcadores e
prognéstico. Foram incluidos sessenta pacientes: 14 com HAP idiopatica ou
hereditaria, e 46 com HAP associada a cardiopatia congénita (HAPCCg)
sem hipoxemia (N=18) ou com hipoxemia (N=28), com idades entre 13 e 60
anos. Foram dosados os niveis plasmaticos circulantes do antigeno do fator
de von Willebrand (VWF:Ag), ativador tecidual do plasminogénio (t-PA);
inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), fator de necrose tumoral
(TNF-a), proteina C reativa (PCR), selectina-P; interleucina-6 (IL-6); e
interleucina-10 (IL -10), na condicao basal e ap6s 30, 60 e 180 dias de
tratamento, por método imunoenzimatico. Apds randomizagao, administrou-
se placebo (N=30) ou dose Unica oral diaria (10mg) de rosuvastatina (N=30),
por seis meses. Dados demogréficos e funcionais como idade, distancia
caminhada em seis minutos, saturacao periférica de oxigénio em repouso e
apo6s esforgo, bem como hematdcrito, também foram registrados. Pacientes
com HAPCCg foram acompanhados por um periodo de 0,7 a 4,0 anos
(mediana de 3,6 anos). Na condicdo basal, excetuando-se TNF-a e PCR,
todas as proteinas apresentaram-se significantemente elevadas em relagao
aos controles (p<0,001), havendo correlacdo com indices de gravidade
clinica. No estudo com rosuvastatina, houve reducéao significante nos niveis
de selectina-P em relacdo ao placebo (p=0,037), ao longo do tratamento.
Houve melhora na saturacédo periférica de oxigénio apds seis minutos de
caminhada, no grupo estatina, em pacientes com HAPCCg com hipoxemia,
em relacdo ao placebo. Considerando-se o periodo de acompanhamento,
em portadores de HAPCCg, niveis plasmaticos persistentemente elevados
do VWF:Ag (média de quatro determinagdes), acima do nivel correspondente
ao percentil 95 dos controles (139 U/d/L) associaram-se maior risco de morte
(razdo de risco 6,56, IC 95% 1,46 a 29,4, p=0.014), sem alteracdo apos
ajustamento para variaveis demograficas, funcionais e de tratamento, a
analise multivariada. Assim, a disfuncao microvascular esta presente em
individuos com HAP idiopatica, hereditaria ou associada a cardiopatias
congénitas. Na HAP, o uso crdnico de rosuvastatina em dose baixa associa-
se a reducado do nivel circulante de selectina-P, e propicia aumento na



saturacao periférica de oxigénio ao final do exercicio, em individuos com
HAPCCg e hipoxemia. Em individuos portadores de HAPCCg, niveis
plasmaticos persistentemente elevados do vVWF:Ag sao indicativo de pior
prognaostico.

PALAVRAS-CHAVE: Hipertensdao pulmonar, cardiopatias congénitas,
disfungdo microvascular, inibidores de hidroximetilglutaril-CoA redutases,
fator de von Willebrand, selectina-P



ABSTRACT

BARRETO, A. C. Markers of endothelial dysfunction and inflammatory
mediators in pulmonary arterial hypertension: therapeutic and
prognostic implications. 2011. Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina.
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Microvascular dysfunction, involving endothelial cells, platelets and
leukocytes, is present in pulmonary arterial hypertension (PAH), and is
associated to higher risk to thrombotic complications and mortality. Most data
about microvascular dysfunction in PAH do not include other forms of the
disease beyond idiopathic PAH. The present study was planned to measure
plasma levels microvascular dysfunction markers in two different forms of
PAH, and investigate possible correlations with indices of severity of the
disease; to investigate the effects of chronic rosuvastatin administration
versus placebo on the circulating levels of these markers; and to investigate
possible associations between levels of these parameters and prognosis.
Sixty patients (aged 13 to 60 years) were included, 14 with idiopathic or
hereditary PAH, and 46 with congenital heart disease-associated PAH
(CHDPAH), in the absence (N=18) or presence (N=28) of hypoxemia.
Plasma levels of von Willebrand factor antigen (VWF:Ag), tissue-plasminogen
activator (t-PA), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), reactive C protein (RCP), P-selectin, interleukin-6 (IL-
6), and interleukin-10 (IL-10) were measured before treatment and 30, 90,
and 180 days on treatment using high-sensitivity enzyme-linked
immunosorbent assay kits. Patients were randomly assigned to placebo
(N=30) or a single oral dose of rosuvastatin (N=30), 10mg/day, for six
months. Demographic and functional data such as age, six-minute walk
distance, peripheral oxygen saturation at rest and at the end of the six-minute
walk, as well as the hematocrit, were recorded. Patients with CHDPAH were
followed-up for 0.7 to 4.0 years (median 3.6 years). At baseline, levels of all
proteins (except TNF-a and RCP) were significantly increased in patients
versus controls (p<0,001), and correlated significantly with indices of severity
of the disease. P-selectin level was lower in the rosuvastatin group compared
with placebo throughout the treatment (p = 0.037). In hypoxemic CHDPAH
patients, the peripheral oxygen saturation, at the end of the six-minute walk,
was higher in the rosuvastatin group, compared with placebo. During the
follow-up of patients with CHDPAH, an average VWF:Ag (mean of four
determinations) above the level corresponding to the 95th percentile of
controls (139 U/dL) was associated with a high risk of death (hazard ratio
6.56, 95% CI 1.46 to 29.4, p=0.014). This was not modified after adjustment
for demographic, functional and treatment-related variables in multivariate
analysis. In conclusion, microvascular dysfunction is present in individuals
with idiopathic, hereditary and the congenital heart disease-associated PAH.
The chronic use of low-dose rosuvastatin is associated to reduction of
circulating levels of P-selectin. In patients with CHDPAH with hypoxemia,
rosuvastatin also increases peripheral oxygen saturation during exercise. In



CHDPAH patients, a sustained increase in plasma vVWF:Ag is indicative of
pOoOr prognosis.

KEYWORDS: pulmonary hypertension, congenital heart disease,
microvascular dysfunction, hydroxymethyl glutaryl CoA reductase inhibitors,
von Willebrand factor, P-selectin
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1. Introdugéo

1.1. Hipertensao pulmonar: conceito

A hipertensdo pulmonar é a consequéncia hemodinamica de
alteracbes vasculares, mais arteriais que venosas, levando a reducao
luminal progressiva, cujo resultado € a elevagao da resisténcia vascular
pulmonar, com sobrecarga crescente imposta ao ventriculo venoso. O
diagnéstico é estabelecido diante da observagao, ao cateterismo cardiaco,
de pressdao meédia arterial pulmonar, em repouso e durante exercicio,
respectivamente, acima de 25 e 30 mmHg'. Algumas situacdes, entretanto,
cursam com elevacao pressorica originalmente em leito venoso e capilar.
Assim, para a caracterizacdo da doenca como hipertensao arterial
pulmonar (HAP), é necessario o registro de pressao de encunhamento nao

superior a 15 mmHg?.

1.2. Classificacao

Sendo a hipertensao pulmonar consequéncia de multiplas etiologias,
a classificacao atualmente proposta procura destacar as doencas a elas
relacionadas, tornando obrigatério o seu diagnéstico. Esta classificacao teve
sua versao atualizada em 2008, no Quarto Congresso Mundial em

Hipertensdo Pulmonar, sediado na cidade de Dana Point, nos Estados
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1. Introdugéo

Unidos da América® (Quadro 1), e compreende as seguintes categorias: 1)
HAP, na qual estdo incluidas as formas mais estudadas da doenga, do ponto
de vista etiopatogénico, clinico e terapéutico (a maioria das subcategorias
diagnésticas contidas nesse item possui caracteristicas semelhantes como,
por exemplo, os achados histopatoldgicos); 2) hipertensdo pulmonar por
doengca do coragao esquerdo, que engloba as formas de acometimento
originalmente venocapilar (inclui-se nessa categoria a disfungcao ventricular
esquerda, tanto na sua forma sistdlica como diastdlica, e as lesdes
valvares); 3) hipertensdao pulmonar por doencas pulmonares e/ou hipdxia,
reunindo as enfermidades respiratdrias cronicas que podem cursar com
alteracdes hemodinamicas; 4) hipertensdo  pulmonar  crénica
tromboembdlica, essencialmente  relacionada a  episddios de
tromboembolimo. Ressalte-se que, mesmo na primeira categoria (HAP),
lesdes trombéticas (trombose in situ) podem ser encontradas na circulacao
pulmonar; 5) hipertensdo pulmonar com mecanismos multifatoriais nao
esclarecidos, estando incluidos nesse item disturbios hematolégicos,

sistémicos e metabdlicos.
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Quadro 1. Classificacao atual da hipertensao pulmonar

1.

1.1.
1.2,

Hipertensao arterial pulmonar (HAP)

HAP idiopatica
Hereditaria

1.2.1. BMPR2
1.2.2. ALK1, endoglina (com ou sem telangiectasia hemorragica hereditaria)

1.2.3. Desconhecida

1.3. Induzida por drogas e toxinas
1.4. Associada a
1.4.1. Doencas do tecido conectivo

1.4.2. Infecgao pelo HIV

1.4.3. Hipertenséo portal

1.4.4. Cardiopatias congénitas

1.4.5. Esquistossomose

1.4.6. Anemia hemolitica crénica

1.5.

Hipertensdo pulmonar persistente do recém-nascido

1. Doenga veno-oclusiva pulmonar e/ou hemangiomatose capilar pulmonar

2.1.
2.2.
2.3.

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

5.1.
5.2.

5.3.
5.4.

Hipertensao pulmonar por doeng¢a do coracao esquerdo

Disfungéo sistélica
Disfungéo diastélica
Doenga valvar

Hipertensao pulmonar por doengas pulmonares e/ou hipdxia

Doenga pulmonar obstrutiva crénica

Doenga pulmonar intersticial

Outras doengas pulmonares com padrao restritivo e obstrutivo misto
Distarbios respiratérios do sono

Distarbios com hipoventilagéo alveolar

Exposigdo cronica a altitudes elevadas

Anormalidades de desenvolvimento

Hipertensao pulmonar crénica tromboembolica

Hipertensao pulmonar com mecanismos multifatoriais nao esclarecidos

Distarbios hematolégicos: disturbios mieloproliferativos, esplenectomia
Disturbios  sistémicos:  sarcoidose, histiocitose pulmonar de células de
linfangioleiomiomatose, neurofibromatose, vasculite

Langerhans:

Distarbios metabolicos: doenga de depésito do glicogénio, doenga de Gaucher, disturbios da tiredide

Outros: obstrucdo tumoral, mediastinite fibrosante, insuficiéncia renal cronica em didlise




5

1. Introdugéo

1.3. Disfuncao microvascular

Substancias produzidas pelo endotélio e em sua proximidade sao
responsaveis pela manutencdo do equilibrio do tébnus vascular, e por
eventos que inibem a proliferacdo celular e induzem a apoptose,
favorecendo um estado de vasodilatacdo e inibicdo da trombose. A
disfungdo endotelial pode ser entendida como um conjunto de alteragdes
nesses mecanismos reguladores, trazendo como consequéncia a tendéncia
a vasoconstricao, proliferagao celular, supressao da apoptose e trombose.

Disfuncdo microvascular ¢ um conceito mais amplo em relacdo a
disfuncdo endotelial, incluindo a participagdo patolégica de outros
elementos, como por exemplo, leucdcitos, plaquetas e substancias
presentes na circulacdo. Assim, ao longo do texto, o termo disfungdo
endotelial estara relacionado a situacbes que envolvem o desequilibrio
funcional e bioquimico especificamente do endotélio, e disfungcéo
microvascular aquelas com envolvimento de componentes além deste.

Ha tendéncia no sentido de se dar preferéncia ao termo disfungéo
microvascular em relacdo a disfungdo endotelial, talvez por sua maior
abrangéncia.*® Varias condicdes patolégicas cursam com desequilibrio na
regulacdo da microcirculacdo. No diabetes do tipo 2, a hiperglicemia
favorece o aumento do estresse oxidativo (reduzindo a biodisponibilidade de
substancias vasodilatadoras) e a liberacdo de mediadores inflamatorios e

moléculas de adesdo. De forma semelhante, na hipertensdo arterial
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sistémica, estudos sugerem que haja producdo exagerada de anion
superéxido e déficit na geracao de substancias vasodilatadoras, favorecendo
um estado de vasoconstricdo.® Na nefropatia cronica, a retencdo de
substancias toxicas e alteracées metabdlicas podem induzir a expressao de
moléculas inflamatérias e de adesao, e o estresse oxidativo, sendo a doenca
considerada um “estado de inflamacdo sistémica”.” Na aterosclerose, ha
evidéncias de que a disfungdo microvascular ocorre precocemente,
funcionando como ponte entre os fatores de risco cardiovascular e a
aterogénese. Além do déficit na producdo de vasodilatadores, ha o
envolvimento de mecanismos inflamatérios e imunol6gicos, com células T e
macréfagos contribuindo para a formacdo da placa aterosclerética, e
lipoproteinas de baixa densidade reconhecidas como autoantigenos.®

Na HAP, a disfungcdo microvascular se caracteriza pela “perturbacao”
do equilibrio do endotélio e conseqliente interacdo com elementos

9-13

circulantes (celulares ou nao), nao estando restrita, em absoluto, as

alteracdes que ocorrem na regido mais interna dos vasos.

1.4. Hipertensao arterial pulmonar

A primeira categoria da hipertensdao pulmonar, como citado
anteriormente, € a mais exaustivamente estudada. Define-se HAP pela

presenca de pressao média em artéria pulmonar com valores superiores a
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25 mmHg, resisténcia vascular pulmonar acima de 3 unidades Wood, e
pressdo de encunhamento igual ou inferior a 15 mmHg.? Pacientes
classificados nessa categoria podem pertencer a cinco subcategorias
(Quadro 1), que incluem diagnésticos antes considerados préximos do ponto
de vista fisiopatolégico, e até mesmo histopatoldgico.' Entretanto, sabe-se
atualmente que tais diagnosticos sdo distintos em varios aspectos. Assim,
por exemplo, ha a forma associada a cardiopatias congénitas, cuja evolucao
leva a hipoxemia progressiva, por inversao de fluxo sanguineo pelo defeito
cardiaco, das cavidades direitas para a esquerda. Por outro lado, ha a HAP
associada as doencas do tecido conectivo, enfatizando-se os portadores de
esclerose sistémica. Nestes, tanto os mecanismos proliferativos encontrados
na HAP, como a fibrose em si, podem concorrer para 0 aumento da pressao
intravascular.'® Outra forma importante da doenca, principalmente no Brasil,
€ a relacionada a doencas infecto-parasitarias, como a infeccao pelo virus
HIV e a esquistossomose. Ambas tém apresentacado clinica e achados
histolégicos semelhantes a forma idiopatica'®, tornando imperativa uma
investigacao clinica rigorosa. Além disso, a hipertensédo portal, por si, pode
cursar com HAP.

A HAP é considerada hereditaria em pacientes com historico familial
ou componente genético presente. Este se encontra bem estabelecido, com
heranca autossémica dominante, penetrancia de 10 a 20% e antecipacao
genética."” O gene que codifica o0 BMPR2 (bone morphogenetic protein
receptor 2) encontra-se com mutagdo em 70% dos pacientes com histérico

familial para HAP."®' Este gene é um receptor da familia TGF-B
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(transforming growth factor), cujo funcionamento normal esté relacionado a
efeitos antiproliferativos e pro-apoptéticos. O mau funcionamento do receptor
levaria a perda desses efeitos, com progressivo remodelamento dos vasos.
A avaliacao dos familiares de um portador da doenca é enfaticamente
recomendada, principalmente nos casos de pacientes pediatricos, em vista
da ‘antecipacdo genética’. Esta se caracteriza pelo inicio da doenca em
idades mais precoces nas sucessivas geragdes, com carater mais agressivo.
Quando, apés minuciosa avaliacdo diagnostica, nenhuma doencga ou fator
desencadeante é encontrado, a HAP é considerada idiopatica.

Quanto a doenca veno-oclusiva e a hemangiomatose capilar
pulmonar, ambas sdo formas histopatolégicas de apresentagdo, nao
necessariamente se encontrando de maneira isolada. Assim, ha pacientes
portadores de doenca veno-oclusiva com apresentacdao familial. Por outro
lado, a hemangiomatose capilar pode estar associada a outras doencas,
como cardiopatias congénitas e a forma hereditaria da HAP. Assim, a
classificacdo diagnéstica (com destaque para a HAP) tem sido util, até o

presente, na orientacao do tratamento.

1.4.1. Aspectos epidemioldgicos

A HAP é uma doenca rara, com incidéncia em elevacao ao longo dos

ultimos anos como conseqiéncia da melhora em seu diagnoéstico. Estima-se
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que ocorra em torno de 15 casos por milhdo de pessoas.®® A forma
idiopatica afeta mais mulheres que homens, numa propor¢cao de 1,7:1,
sendo mais comum entre a terceira e quarta décadas da vida.?®?' Atinge,
anualmente, cerca de seis casos por milhdo em todo o mundo.?® Antes do
advento das novas drogas disponiveis, a expectativa de vida para essa
forma da doenca era inferior a trés anos, e menos de dez meses em
criancas.?"?® Dados sobre pacientes com hipertensdo portal secundaria a
esquistossomose indicam que a prevaléncia de HAP nesses casos é em
torno de 12%.22 A prevaléncia da HAP em cardiopatias congénitas
(HAPCCg), na Europa e América do Norte, varia entre 1,6 e 12,5 casos por
milhdo de adultos, 25 a 50% destes, portadores da sindrome de
Eisenmenger.?* Na América Latina e no Brasil, em 4reas ndo endémicas
para esquistossomose, as formas idiopatica e associada as cardiopatias
congénitas aparecem, no total de casos de HAP, com porcentagens que
variam entre 30% e 50%, sendo, portanto, as mais prevalentes. Em regides
endémicas, porém, a forma associada a esquistossomose aproxima-se de

40% dos casos.?®

1.4.2. Mecanismos envolvidos

O aumento do ténus vascular e o remodelamento da parede arterial e

arteriolar pulmonar séo o resultado da acao de mecanismos complexos, que
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incluem fatores genéticos, celulares, moleculares, inflamatérios e
tromboéticos. O avango no conhecimento desses mecanismos,
principalmente com relagdo a alteragbes genéticas e ao equilibrio entre
vasoconstricao e vasodilatacdo, permitiu uma compreensdo mais ampla do
desenvolvimento da doenca, assim como melhora no tratamento a ser
oferecido. A seguir, sdo descritos os principais mecanismos envolvidos na

génese da doenca.

1.4.2.1. Desequilibrio entre vasodilatadores e

vasoconstritores

Substéancias produzidas no endotélio sdo os principais reguladores do
tbnus vascular pulmonar, além de interferir em eventos que promovem
proliferacéo celular e apoptose. A disfuncao endotelial na HAP se caracteriza
pela perda do equilibrio na producdo desses reguladores, resultando em
constricdo e obstrucao progressiva dos vasos pulmonares. O 6xido nitrico,
produzido nas células endoteliais através da enzima Oxido nitrico sintase
endotelial, € um vasodilatador potente, e também exerce funcao
antiproliferativa.?® Sua sinalizagéo é mediada principalmente via GMP ciclico
(monofosfato de adenosina ciclico), cuja degradacdo ocorre por conta da
enzima fosfodiesterase-5.2” Pacientes com HAP tém biodisponibilidade de

oxido nitrico diminuida, provavelmente devido expressao reduzida da enzima
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|28 29,30

oxido nitrico sintase endotelial® ou inibicado de sua atividade enzimatica.
Outra substancia relevante é a prostaciclina, que além de vasodilatador, tem
acao antiproliferativa nas células musculares lisas dos vasos pulmonares, e
antiplaquetaria.®’ Pacientes com HAP tém expressdo reduzida da
prostaciclina.*?

Por outro lado, h4 o aumento de vasoconstritores como a serotonina®

34 citados mais adiante, e a endotelina-1. Esta é

e o0 tromboxane Ao,
produzida predominantemente pela célula endotelial, com acdo mitogénica e
inflamatéria sobre as células musculares lisas*>*’. A ligagéo da endotelina-1
aos seus receptores aumenta os niveis de calcio intracelular e outras
moléculas sinalizadoras, resultando em vasoconstricido prolongada e
proliferacdo.®® Com efeito, antagonistas de receptores de endotelina tém
sido utilizados como ferramenta terapéutica na HAP.

Algumas proteinas-quinase intracelulares foram identificadas como
tendo papel no controle do ténus vascular em musculo liso. A via da RhoA/
rho-quinase exerce papel no processo de vasoconstricdo por inibir a
fosfatase de cadeia leve da miosina. Esta, em condicdes fisiologicas,
promoveria vasodilatacdo. Além disso, a rho-quinase também participa da
vasoconstricdo provocada por varios agentes envolvidos na patogénese da
HAP, como a serotonina, endotelina-1 e tromboxane A..%® Assim sendo,

inibidores de rho-quinase tém sido propostos como droga no tratamento da

HAP.
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1.4.2.2. Disfuncao dos canais i6nicos

Nas células musculares lisas arteriais pulmonares, o aumento do
célcio intracelular, com despolarizagdo da membrana, resulta em
vasoconstricao.*’ Alteracdes na expressdo, ou fungdo reduzida de canais
ibnicos, poderiam levar a aumento sustentado do calcio intracelular.
Verificou-se que células musculares lisas de pacientes com HAP idiopatica
apresentam expressao reduzida do RNAm correspondente as subunidades
dos canais K,.*' Isto levaria a um decréscimo nas correntes de potassio,
permitindo a entrada de calcio na célula, com vasoconstricdo pulmonar
sustentada. Ha também a hip6tese da participacdo de mecanismos “redox”
na célula muscular lisa, levando a vasoconstricdo. Em condicdes normais, a
geracao de espécies reativas de oxigénio pelas mitocondrias manteria um
“estado oxidado” do citosol, com canais de potassio permanecendo abertos.
Em modelos de hipertensdo pulmonar induzida por hipéxia, o transporte de
elétrons mitocondrial estd diminuido, bem como a geracdo de espécies
reativas de oxigénio, resultando em condicdo ‘“reduzida” do citosol,
fechamento dos canais de potassio e despolarizacdo da membrana celular.*?
Outra linha de investigacao sugere o envolvimento do citocromo P450 na
vasoconstricdo pulmonar, pois em modelos animais, sua inibicao acarreta

reducdo nas correntes de potassio.*?
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1.4.2.3. Alteracoes em receptores da familia TGF-8,

favorecendo proliferacao celular

A presenca de mutagdo genética e/ou histérico familial, caracteriza a
forma hereditaria da HAP. Nesses casos, como citado anteriormente,
encontram-se mutagdes no gene que codifica o BMPR2*%*** membro da
superfamilia TGF-f3. Este receptor faz parte de um complexo heterodimérico
na superficie celular, que se liga a citocinas como TGF-B, BMP e ativina,
propagando a sinalizagdo para o interior.*> Em condicdes fisiologicas, esta
envolvido no processo de diferenciacdo celular e apoptose®. A sinalizacdo
defectiva pode levar a perda da fungcdo normal, com susceptibilidade a
proliferacdo celular e a supressdo da apoptose em musculo liso vascular
pulmonar.*” Mais raramente, sdo encontradas mutagdes na quinase ativina-
simile do tipo 1 (ALK-1), ou na endoglina, também membros da familia TGF-
B, relacionados a HAP que se manifesta na telangiectasia hemorragica

hereditaria.*®

1.4.2.4. Plaquetas e serotonina

Sugere-se que pacientes com HAP apresentam ativacao plaquetaria

endodgena. Isto se deve a observacao de reducdo no numero de plaquetas
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circulantes, e niveis elevados de B-tromboglobulina®, substancia liberada na
fase de secrecdo. Esta ativacdo favoreceria a formacdo de agregados
celulares na circulacdo™, trombose, e também promoveria a liberacdo de
agentes mitogénicos e vasoconstritores como o tromboxane Az.3* Também
sao liberados fatores de crescimento como PDGF (platelet derived growth
factor), EGF (endothelial growth factor) e TGF-B, todos com potencial efeito
mitogénico em células musculares lisas vasculares, fibroblastos e células
endoteliais.”’

A serotonina, ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), componente dos granulos
densos das plaquetas, apresenta-se com niveis plasmaticos elevados em
pacientes com HAP idiopatica.®® Nas células musculares lisas dos vasos
pulmonares, a ligacdo da serotonina ao transportador 5-HTT inicia eventos
envolvendo a formacao de espécies reativas de oxigénio e a ativacédo da via
das MAPP quinases, resultando na expressdao de genes envolvidos em
hipertrofia e proliferagdo celular.’® A ligagdo ao seu receptor, 5-HTR, induz a
liberacdo de calcio intracelular, a partir do reticulo endoplasmatico, e
consequente vasoconstricdo.> As células endoteliais de pacientes com HAP
geram mais serotonina. Além disso, em portadores de HAP idiopatica, as
células musculares lisas arteriais pulmonares tém expressdo aumentada do
5-HTT, com proliferagdo mais rapida em resposta & serotonina.>* Alguns
individuos com HAP idiopatica grave apresentam polimorfismo na regiao
promotora do gene que codifica o 5-HTT, com aumento de sua expressdo.>
O achado de niveis plasmaticos elevados de serotonina em individuos com

HAP idiopatica, mesmo apds transplante pulmonar,®® sugere sua
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participacdao como elemento causal no processo de remodelamento vascular

pulmonar.

1.4.2.,5. Trombose

O endotélio vascular pulmonar produz substancias com funcdes
antitromboéticas, antiaderentes e anticoagulantes. Na HAP, a perda
progressiva dessas fungdes leva a predominancia dos mecanismos que
facilitam a coagulacdo e a adesado celular, e inibem a fibrindlise. A
trombomodulina, o ativador tecidual do plasminogénio (t-PA), seu inibidor
(PAI-1), a selectina-P e o antigeno do fator de von Willebrand (VWF:Ag), séo
substancias de origem endotelial que se encontram alteradas na HAP. Os
niveis plasmaticos de trombomodulina, um proteoglicano de superficie
envolvido na inativacao dos fatores V e VIII da coagulacédo sanguinea, estao
reduzidos na HAP.***” Pacientes com HAPCCg e hipoxemia, portadores da
assim chamada sindrome de Eisenmenger (descrita mais adiante),
apresentam caracteristicamente disfuncdo endotelial com acentuada
tendéncia a trombose. A hipdxia promove a liberacdo de moléculas de
adesdo, como o fator de von Willebrand e a selectina-P, a partir dos
corplsculos de Weibel-Palade, nas células endoteliais.®® A hipdxia também

1 ,59

induz a expressao do RNAm e da proteina do PAI- além de suprimir a

expressdo da trombomodulina.®® H& relato de ocorréncia de trombose
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arterial pulmonar em 35% dos pacientes com a sindrome de Eisenmenger.®’
Além disso, niveis plasmaticos aumentados do fator de von Willebrand

parecem ter implicagdes prognésticas.®?

1.4.2.6. Inflamacao

A HAP é uma complicacdo encontrada em varias doencas
inflamatdrias, como o lupus eritematosus sistémico e a esclerodermia,®
além de estar associada a enfermidades de carater imune, como a infecgao
pelo virus da imunodeficiéncia humana®® e a sindrome POEMS.** O achado
de niveis plasmaticos elevados de citocinas inflamatérias, como a
interleucina-1 e interleucina-6, em pacientes com HAP idiopatica,® reforca o
carater inflamatério da doenca. Além disso, ha elevacdo de quimiocinas

como a fractalcina,®® MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos)®”

e
RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and
secreted).®® Esta, além de exercer fungéo no recrutamento de leucdcitos,
induz a ativagdo da endotelina-1, aumentando sua atividade mitogénica e
vasoconstritora.’® Pacientes com a forma idiopatica da doenga também
apresentam niveis elevados de anticorpos antinucleares,’® e prevaléncia de

alelos de antigeno de histocompatibilidade presentes em doencas

autoimunes.”!
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1.4.3. Hipertensao arterial pulmonar idiopatica, hereditaria e

associada a cardiopatias congénitas

Ha semelhancas e diferencas entre a HAP idiopatica, hereditaria e a
forma associada a cardiopatias congénitas. Em pacientes com a forma
hereditaria, observa-se transmissdo autossdmica dominante, penetrancia de
10 a 20% e antecipagdo genética, como citado anteriormente. Mutagoes
podem ocorrer no gene que codifica o BMPR2, além de outros dois
membros da familia TGF-B (ALK-1 e endoglina). Por outro lado, na
HAPCCg, o envolvimento genético parece menos evidente até o momento.

Quanto a histopatologia, a HAP idiopatica e a hereditaria se
assemelham a forma associada a cardiopatias congénitas. Em fases iniciais
da doenca observa-se hipertrofia das células da camada média das
arteriolas pulmonares, com aumento de sua espessura, seguindo-se a
proliferagéo intimal e oclusdo da luz do vaso. Em situagdes mais avangadas,
desenvolvem-se as lesdes mais complexas, como as plexiformes e
angiomatéides.”?”® Além disso, pode ocorrer a formacao local de trombos
(trombose in situ). Além de acometerem artérias pulmonares periféricas,
lesGes tromboticas oclusivas também podem ocorrer nos grandes ramos
hilares. Na forma idiopatica, estudos comprovam a presenca de componente
inflamatério nas lesdes vasculares.”® Entretanto,0 envolvimento deste na

HAPCCg ainda nao esta bem esclarecido.””"®
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Do ponto de vista clinico, tanto as formas idiopatica e hereditaria
como a associada a cardiopatias congénitas, podem ter inicio em qualquer
idade, sendo mais comum na terceira e quarta décadas de vida. A evolucao
natural da doenga, porém, tem carater distinto.” Pacientes com HAPCCg
apresentam evolucao mais insidiosa. Nestes, a progressao da doencga cursa
com elevacado da resisténcia vascular pulmonar a niveis suprasistémicos.
Ocorre entdo, inversdao do fluxo sanguineo, pelo defeito cardiaco, das
cavidades direitas para a esquerda. A partir dai, instala-se a hipoxemia
cronica, provocando consequéncias como hiperviscosidade sanguinea e
maior risco para sangramentos e trombose, incluindo eventos
cerebrovasculares.®’®" Apesar de poder ocorrer hipoxemia em idades mais
precoces, geralmente a sintomatologia surge na idade adulta. Assim, muitos
pacientes portadores de HAPCCg ainda ndo desenvolveram a sindrome de
Eisenmenger. A HAPCCg, portanto, ndo pode ser entendida como sinénimo
de sindrome de Eisenmenger. Em geral, e reconhecidamente com excegoes,
0os pacientes com cardiopatia congénita tém sobrevida mais longa em
relacdo a todas as outras formas de HAP, com relato de sobrevida de mais
de 70% em 20 anos.®? Nas formas idiopéatica e hereditaria, a sintomatologia
tem progressdo rapida. Os pacientes evoluem para faléncia ventricular
direita progressiva e sobrevida reduzida. Estudos em pacientes com HAP
idiopatica acompanhados em sua historia natural relatam sobrevida de 77%,
69% e 35%, em um, dois e trés anos, respectivamente.”

Na HAPCCg, os defeitos cardiacos promovem aumento cronico de

fluxo e pressdo nos vasos pulmonares, sendo estas, alteracdes
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hemodinamicas reconhecidamente desencadeadoras do processo de lesao
vascular. A correcao precoce do defeito cardiaco pode possibilitar a melhora
das alteracdes até sua involucdo completa. Este fato confere a HAPCCg a
caracteristica Unica, dentro da categoria HAP, de possibilidade de restituicao
da completa normalidade mediante tratamento apropriado. Nao ha relatos,
porém, de reversao das lesbes vasculares em pacientes com as formas

idiopatica ou hereditaria, mesmo apos a instituicao de tratamento especifico.

1.5. Desenvolvimento de novos recursos terapéuticos

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na doenca tem
possibilitado o desenvolvimento de recursos terapéuticos mais especificos.
Sao disponiveis atualmente medicamentos que pertencem a trés classes
farmacologicas distintas, com acdo vasodilatadora e provavelmente
antiproliferativa: os prostanéides, os antagonistas de receptor de endotelina
e os inibidores da enzima fosfodiesterase-5. Pesquisas seguem em
andamento, no sentido do desenvolvimento de novos recursos
farmacologicos. Algumas moléculas encontram-se ainda em fase inicial de
investigacao, porém outras deverdao ser muito brevemente disponibilizadas

para uso.
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1.5.1. Prostandides

O epoprostenol € um analogo da prostaciclina, administrado na forma
intravenosa e considerado o tratamento padrdo-ouro para pacientes com
HAP. Sua infusdo continua tem fungao antiplaquetaria,® reduz a resisténcia
vascular pulmonar e aumenta o débito cardiaco, melhorando assim, a
capacidade fisica e a sobrevida.®® Devido & breve estabilidade do
epoprostenol, custo elevado e dificuldades na administracdo intravenosa
continua, prostandides com outras formas de uso tém sido desenvolvidos. O
treprostinil, aprovado para uso nos Estados Unidos e Unido Européia, é
administrado de forma subcutadnea com infusdo continua. Estudos clinicos
comprovam sua eficacia em pacientes com HAP idiopatica, associada a
doencas do tecido conectivo e a cardiopatias congénitas, com melhora nos
sintomas, capacidade fisica e indices hemodinamicos.®* A forma inalatéria
iloprosta, aprovada para uso nos Estados Unidos, Europa, Australia e Brasil,
mostrou-se eficaz em melhorar variaveis hemodinamicas e capacidade fisica
de pacientes portadores de HAP idiopatica, hereditaria, associada a doencas
do tecido conectivo e a doenca tromboembdlica cronica.®®> A beraprosta,
analogo de administracdo oral, € aprovada para uso apenas no Japao.
Estudos relatam melhora na capacidade fisica de pacientes com as formas
idiopatica, associada a cardiopatias congénitas e associada a colagenoses.
Sua eficacia, porém, se mantém apenas nos primeiros meses de

tratamento.®®
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1.5.2. Antagonistas de receptores de endotelina

A bosentana é o principal representante dessa classe de
medicamentos. E antagonista de receptores ETa e ETg de endotelina, o mais
potente vasoconstritor endégeno que se conhece, com agdo mitogénica
comprovada.®*®” Estudos clinicos realizados em pacientes com HAP
idiopatica, associada a doenca do tecido conectivo,®” e a cardiopatias
congénitas,®® demonstraram eficadcia no tratamento, com melhora na
capacidade fisica e nos indices hemodinamicos. Além disso, estudo
realizado em pacientes com a forma idiopatica e associada a esclerodermia,
em seguimento de 3 anos, relatou melhora na sobrevida.®® A sitaxsentana e
a ambrisentana sdo antagonistas seletivos de receptores ETa de endotelina,
com estudos demonstrando efeitos benéficos na capacidade funcional e

variaveis hemodinamicas dos pacientes.*®*’

1.5.3. Inibidores da enzima fosfodiesterase-5

A base racional para a inibicdo da enzima fosfodiesterase-5, em
células musculares lisas de vasos pulmonares, é a maior disponibilizagdao do
nucleotideo monofosfato de adenosina ciclico (GMP ciclico), com acéao

miorelaxante, e efeitos antimitogénicos.® A sildenafila, representante mais
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estudado desta categoria de drogas, teve eficacia demonstrada para uso em
HAP idiopatica, associada a doencas do tecido conectivo e a cardiopatias
congénitas. Além de melhora na capacidade funcional e nos indices
hemodinamicos apés 12 semanas,” ha relatos de efeito benéfico mais
sustentado. Estudos ndo controlados, realizados na Unidade Clinica de
Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias Congénitas do Adulto (InCor —
HCFMUSP), sugerem que a resposta terapéutica pode ser mantida por
periodos mais longos, como um a dois anos.*** Semelhantemente, a
tadalafila melhora a capacidade fisica e as alteragcdes hemodinamicas em

cerca de 50% dos pacientes.*

1.5.4. Novas perspectivas de tratamento medicamentoso

Varias linhas de pesquisa clinica para tratamento da HAP estédo
atualmente em curso, bem como estudos com drogas utilizadas em modelos
animais, com boas perspectivas de eficacia. Drogas antiproliferativas, ja
utilizadas no tratamento do cancer, como inibidores de tirosina-quinases, sao
potenciais medicamentos para o tratamento da HAP.?” Entretanto, estdo
associadas a risco elevado de eventos adversos graves. Estudo recente com
o imatinibe, inibidor da atividade tirosina-quinase ligada ao receptor do
PDGF, mostrou reversao do remodelamento vascular pulmonar em modelo

animal.®® Em pacientes com HAP grave, j4 em uso de drogas aprovadas
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para a doenga, sua associacao promoveu melhora na capacidade fisica e
indices hemodinamicos.*® Semelhantemente, o uso do inibidor de rho-
quinase fasudil foi seguido de discreta melhora hemodinamica em
pacientes.'® Em fase final de desenvolvimento encontra-se o riociguat,
droga de administracao oral, que estimula diretamente a enzima guanilato-
ciclase. Exerce seu efeito vasodilatador de forma independente e sinérgica
ao 6xido nitrico, com melhora nos parametros hemodinamicos, em estudo
preliminar.'®’

Encontram-se em investigacao clinica os inibidores de recaptacao da
serotonina, como a fluoxetina, sugerindo-se reducédo no risco de morte.' O
uso do imunossupressor micofenolato mofetil tem se demonstrado util na
prevencdo da indugdo de hipertensdo pulmonar, em modelo animal.'® O
dicloroacetato, um inibidor da piruvato desidrogenase quinase mitocondrial,
foi capaz de restaurar o metabolismo oxidativo em células musculares lisas
de vasos pulmonares, em modelos animais, demonstrando efeito
antiproliferativo e pré-apoptético.'®

Outra classe de drogas, relacionada a modulacao da fungao endotelial
e angiogénese, é a das estatinas. Estudos em modelo animal demonstram
efeitos antiproliferativos e pré-apoptéticos da sinvastatina, em lesbées de
vasos pulmonares.'®'% Observacdes preliminares, com pequeno ndmero
de pacientes, sugeriram eficacia, com melhora na capacidade fisica e
indices hemodinamicos.'® Entretanto, em estudo recente com pacientes
portadores de vérias formas de HAP, a associagdo de sinvastatina ao

tratamento convencional foi seguida apenas de discreta e transitéria redugao
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na massa ventricular direita e nos niveis plasmaticos do NT-pr6 BNP. Nao se
observou, porém, melhora na capacidade fisica, indices hemodinamicos e

parametros laboratoriais adicionais.'®

1.6. Marcadores de disfuncao microvascular em HAP

Na HAP, a disfuncdo microvascular estd demonstrada. Isto se
comprova por alteragées nos niveis circulantes de substancias produzidas e
liberadas pelo endotélio, quando ativado. Entre elas estdo a
trombomodulina,”” o ativador tecidual do plasminogénio (t-PA), seu inibidor
(PAI-1), a selectina-P,*” o fator de von Willebrand,®* o éxido nitrico® e a
prostaciclina.®* Com relagdo as plaquetas, estudos realizados na Unidade
Clinica de Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias Congénitas do Adulto (InCor
— HCFMUSP) tém sugerido a ocorréncia de um estado de ativacao
endégena cronica.***® Quanto aos elementos inflamatérios, ha varias
evidéncias de sua presenca e participacdo na HAP.5%68110

As trés classes de drogas atualmente usadas no tratamento da HAP,
ou seja, os analogos da prostaciclina, os antagonistas de receptores de
endotelina e os inibidores da enzima fosfodiesterase-5, tém efeitos sobre a
disfuncdo microvascular (endotelial). Algumas das drogas mencionadas
anteriormente como ‘em desenvolvimento’, também possuem esta

propriedade. Sendo a disfungdo microvascular um evento importante na
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vasoconstricdo e no processo de remodelamento vascular pulmonar, é justo
propor que esteja relacionada também ao progndéstico. Neste sentido,

passaria a ser alvo de intervengdes terapéuticas.

1.7. Prognédstico em HAP

Por tratar-se de doenca de carater agressivo e de prognostico
reservado, sem tratamento especifico até ha poucos anos, o surgimento de
terapéutica especifica trouxe nova perspectiva, tanto para pacientes, quanto
para clinicos que lidam com a doenga em sua pratica didria. Atualmente,
recomenda-se que sejam estabelecidas estratégias de tratamento que, além
de otimiza-lo, podem estar associadas a melhor sobrevida. E importante
salientar que as metas relacionadas ao tratamento foram estabelecidas, em
sua maioria, para pacientes com a forma idiopatica, hereditaria, associada a
doencas do tecido conectivo, e ao uso de anorexigenos, devendo haver
cuidado ao extrapola-las para outras formas da doenca. Espera-se que o
tratamento proposto promova a melhora funcional, o incremento da pressao
sistémica como expressdao de aumento no débito cardiaco, e a reducao nas

alteragdes hemodinamicas ligadas a circulagao pulmonar.
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1.7.1. Marcadores funcionais

Estudos sugerem que a classe funcional seja um preditor de
mortalidade, com risco elevado de ébito para pacientes em classe Il ou
IV.""" Assim, o paciente com resposta favoravel ao tratamento deve
apresentar melhora, para classe funcional | ou Il, ou se manter em classe Il
durante a evolucdo da doenca. Estudos demonstram que pacientes com
bom desempenho no teste de seis minutos de caminhada apresentam maior
sobrevida.''®*'"® O alcance da distancia de 380 metros, no curso do
tratamento, esta relacionado a melhor prognéstico. De forma semelhante,
medidas de pressao arterial sistélica durante esforco acima de 120 mmHg, e
consumo de oxigénio acima de 10,4 mL/min/Kg, ao exame
esgoespirométrico, foram associados a melhor sobrevida."'*'"® Medidas
hemodinamicas, como pressao de atrio direito igual ou inferior a 10 mmHg, e
indice cardiaco igual ou superior a 2,5 L/min/m? sdo recomendados por
alguns como meta durante o tratamento''®. Entretanto, os resultados de
estudos que correlacionam valores hemodinamicos e sobrevida ainda sao
contraditérios.?'"” Dados ecocardiograficos, como a area do atrio direito, o
indice de desempenho do ventriculo direito (indice Tei) e a excursao sistélica
do plano do anel tricuspide (TAPSE), sdo sugeridos como preditores de

sobrevida em pacientes com HAP."'®
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1.7.2. Marcadores bioldgicos

Paralelamente as variaveis funcionais, esforcos tém sido feitos na
caracterizacdo de ‘marcadores biolégicos’, e sua importancia prognéstica na
HAP. Considera-se um elemento biolégico como marcador, quando suas
alteracdes estao associadas a eventos importantes, como morte, sendo essa
associacao comprovada por estudos prospectivos. Diversas substancias
circulantes, alteradas em pacientes com HAP, tém sido sugeridas como
potenciais marcadores bioldgicos, com significado diagnéstico e progndstico.
Sao substancias relacionadas a disfuncdo endotelial e plaquetaria,
insuficiéncia cardiaca, inflamagdo, estresse oxidatvo e lesdo de
cardiomiocitos. Apresentam-se, a seguir, as substancias circulantes que tém
sido melhor caracterizadas como marcadores biolégicos em HAP.

Os peptideos natriuréticos atrial (ANP) e cerebral (BNP) séao
substancias liberadas dos cardiomiocitos em resposta a sobrecarga

ventricular, pressérica ou volumétrica.'™®

Em estudo com pacientes
portadores de HAP idiopatica, o nivel plasmatico do BNP foi preditor
independente de mortalidade.'® De forma semelhante, o nivel de seu
fragmento N-terminal (NT pr6-BNP) também apresenta correlagdo com a
sobrevida.'?' E o marcador mais utilizado atualmente na prética clinica, tanto
para avaliar gravidade da doenca, como resposta a terapéutica. As

troponinas, proteinas reguladoras dos filamentos de actina no musculo

cardiaco, sao liberadas com o rompimento da membrana do cardiomidcito. O
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nivel plasmatico elevado de troponina, em pacientes com hipertensao
pulmonar, associou-se a pior prognostico.'®® Esta observacdo pode estar
relacionada ao fato dessa proteina indicar isquemia miocardica e, por
consequéncia, um grau mais avancado da doenca.

O acido urico plasmatico representa o produto final de oxidagdo no
metabolismo das purinas. Varios estudos demonstram a relagdo entre a
elevacao de seus niveis e a gravidade da HAP, sendo considerado marcador
independente de mortalidade.’””® O GMP ciclico, produzido pela enzima
guanilato-ciclase, € um marcador indireto da acao biolégica do éxido nitrico e
de peptideos natriuréticos, como o ANP e BNP. A excrecao urinaria de GMP
ciclico correlaciona-se com os niveis plasmaticos de tais peptideos.'?*
Estudos demonstram que pacientes com HAP idiopatica apresentam
excregao urinaria elevada de GMP ciclico, havendo correlagao inversa com
o indice cardiaco e saturacdo venosa de oxigénio. Sugere-se, portanto, que
possa ser um indicador do estado hemodinamico do paciente.'® Outro
marcador importante é a endotelina-1, cujos niveis plasmaticos
correlacionam-se com indices hemodindmicos e variaveis clinicas em
HAP. 1%

O dimero D é um produto da degradacao da fibrina, sendo portanto
utilizado como marcador de fibrindlise. Seu nivel plasmatico tem sido
utilizado como indicativo, de maneira indireta, da ocorréncia de trombose
e/ou coagulacao intravascular. Estudos em pacientes com HAP idiopatica
demonstram relagao direta dos niveis plasmaticos de dimero D com a classe

funcional e pressdo média em artéria pulmonar. Por outro lado, ha relacao
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inversa com a saturacado de oxigénio em repouso, distancia caminhada em
seis minutos, e sobrevida.'?"1?8

Outra substancia com participagdo em mecanismos relacionados ao
recrutamento de plaquetas e a trombose na HAP é o fator de von Willebrand,
sintetizado por células endoteliais e megacariécitos. Essa proteina exerce
funcao de adesao e agregacao plaquetaria em locais de dano vascular. Além
de ser utilizado como marcador de disfun¢c&o endotelial, observacdes iniciais
sugerem que niveis plasmaticos elevados do fator de von Willebrand, em
pacientes com HAP idiopatica e associada a cardiopatia congénita,
correlacionam-se com a sobrevida. Em um estudo retrospectivo, foram
analisados pacientes portadores de HAP idiopatica, hereditaria e associada
ao uso de anorexigenos, por um periodo de oito anos. Houve associacao
significante entre niveis elevados do fator de von Willebrand e menor
sobrevida.'® Na Unidade Clinica de Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias
Congénitas do Adulto (InCor — HCFMUSP), estudos foram realizados em
pacientes portadores de HAP idiopatica e associada a cardiopatias

congénitas 52130131

A elevacdo dos niveis plasmaticos do fator de von
Willebrand pareceu estar associada a menor expectativa de vida, embora

com um numero pequeno de pacientes, acompanhados por apenas um ano.
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1.8. Resumindo algumas questoes nao resolvidas...

Diante do que foi exposto, alguns problemas ndo suficientemente
esclarecidos podem ser resumidos. Seria importante a caracterizacdo da
disfuncao microvascular em formas especificas de apresentacdao da HAP. A
forma idiopatica tem sido estudada mais exaustivamente, mas ha relatos
ainda escassos sobre o comportamento de marcadores bioldégicos nas
outras subcategorias diagndsticas. O agrupamento de todas elas sob a
designacao de HAP facilita planejamentos terapéuticos, mas dificulta a
compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos. Além disso,
apesar da aparente associacdo entre sucesso terapéutico e melhora nos

123182134 3] atrelamento

marcadores bioquimicos que tém sido estudados,
ndao tem sido investigado suficientemente com drogas moduladoras da
funcdo endotelial, que nao apresentam acao primariamente vasodilatadora.
Finalmente, caberia interrogar sobre a existéncia de associacdo entre
disfuncdo microvascular e prognéstico, em termos de sobrevida. Ha estudos
iniciais, conforme mencionado, envolvendo casuisticas mistas, isto &,

pacientes enquadrados em diferentes subcategorias diagnésticas. Estudos

em doencas especificas sao necessarios, neste sentido.
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2.1. Objetivo geral

Caracterizar, através de marcadores bioquimicos, a disfungao
microvascular em portadores de HAP, procurando verificar eventuais
associagdes com variaveis funcionais e com o prognostico, assim como o
possivel efeito de intervencao farmacolégica com acao nao primariamente

vasodilatadora.

2.1.1. Objetivos especificos

1. Caracterizar a disfungdo microvascular em pacientes com HAP
subdivididos em grupos, de acordo com a apresentacdo clinica.
Relacionar, nos mesmos pacientes, 0s niveis circulantes de
marcadores de disfungdo endotelial e de inflamagéo, a variaveis

funcionais;

2. Verificar o possivel efeito da administragdo oral crénica de estatina

sobre marcadores de disfuncao endotelial e de inflamacao;
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3. Investigar possivel associacdo entre a magnitude da disfuncao
microvascular, caracterizada pelo nivel circulante de marcadores, € 0

prognostico com respeito a sobrevida.



3. METODOS
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3.1. Casuistica

Foram incluidos no estudo pacientes com idade superior a oito anos,
em acompanhamento ambulatorial na Unidade Clinica de Cardiologia
Pediatrica e Cardiopatias Congénitas do Adulto (InCor — HCFMUSP). Todos
0s pacientes eram portadores de HAP. Foram admitidos no estudo pacientes
com as formas idiopatica, hereditaria ou associada a cardiopatias
congénitas. Dentre estes, pacientes com defeitos cardiacos, operados ou
nao, foram incluidos. A confirmacao da doenca foi feita através de uma série
de procedimentos diagnésticos, constantes do prontuario dos pacientes,
incluindo testes laboratoriais, métodos de imagem e estudo hemodinamico.
Assim, foram descartadas outras causas da doenca, incluidas na categoria
HAP, como por exemplo, pelo virus HIV, esquistossomose, ou associada a
doengas do tecido conectivo. Também foram excluidas causas de
hipertensédo pulmonar de outras categorias, que nao HAP (categorias de 2 a
5, Quadro 1), como por exemplo, doencas do coragdo esquerdo,
respiratérias crbénicas ou tromboembdlicas. Quanto a caracterizagao
hemodinamica do paciente como portador de HAP, foram incluidos no
estudo aqueles com pressdo média em artéria pulmonar superior a 30
mmHg, e pressdao de encunhamento nao superior a 15 mmHg. Todos os
pacientes encontravam-se estaveis do ponto de vista clinico, em seguimento
ambulatorial. Portanto, os pacientes incluidos apresentavam-se em classe

funcional Il ou Ill. Nao houve admissao de pacientes em classe funcional IV,
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isto €, em situacdo de emergéncia, ou durante periodo de internacao por
instabilidade clinica. Os pacientes encontravam-se sob tratamento
convencional, em uso de anticoagulante oral (varfarina), medicacao
anticongestiva e/ou uso de oxigénio inalatério domiciliar. Além disso, na
época do inicio do estudo (julho de 2005), ainda ndo havia no Brasil
regulamentacado especifica para disponibilizacdo de medicamentos para
HAP. Assim sendo, apenas alguns pacientes encontravam-se em uso de
vasodilatador especifico. Pacientes em tratamento com o inibidor de
fosfodiesterase-5 sildenafila, haviam participado de estudo anterior,
aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo — CAPPesq, sob o registro de numero 851/02. A entrada dos

pacientes foi feita de forma consecutiva.

3.1.1. Grupos de pacientes considerados no estudo

Visando cumprir o objetivo de se analisar o quadro de disfuncao
microvascular em diferentes formas da doenca, os pacientes foram
subdivididos em trés grupos, de acordo com a apresentacao clinica: grupo A,
pacientes portadores de HAP idiopatica, HAP hereditaria e HAP associada a
cardiopatia congénita corrigida; grupo B, portadores de HAP associada a

cardiopatia congénita sem hipoxemia; e grupo C, portadores de HAP
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associada a cardiopatia congénita com hipoxemia (Sindrome de
Eisenmenger). Para fins de direcionamento aos grupos, considerou-se
hipoxemia valores de saturacdo periférica de oxigénio (SpO.) inferiores a
90%. Os pacientes classificados como grupo B apresentavam critérios
clinicos, anatdmicos ou hemodinamicos, isoladamente ou em associacao,

que caracterizavam obstaculo para o tratamento cirdrgico.

3.1.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos do processo de selecao pacientes com diagnésticos
além dos citados acima. Também foram excluidos pacientes nas seguintes
situagdes: classe funcional 1V; internados, sob cuidados intensivos e/ou com
necessidade de medidas de suporte cardiocirculatério; com mais de duas
visitas mensais ao pronto-socorro em sua histéria recente, isto é, com
doenca muito instavel. Além disso, pacientes portadores de trombose
pulmonar extensa, confirmada por exame angiotomografico constando do
prontuario, foram excluidos. Outro critério que impossibilitou a entrada do
paciente foi a incapacidade, por qualquer razdo, de realizacdo de testes de
acompanhamento, como o teste de caminhada de seis minutos. A segunda
etapa das investigacoes, apds as analises na condi¢cao basal, correspondeu
a verificacdo dos efeitos de estatina comparativamente ao placebo. O

desenho desta etapa foi feito de forma a incluir apenas individuos que
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completarem seis meses de tratamento. Assim sendo, esta passou a
constituir critério de exclusado das investigacées como um todo. Em outras
palavras, pacientes que, por quaisquer razdes, nao completassem o periodo
inicial de seis meses, nao seriam considerados posteriormente, por exemplo,

na analise de sobrevida.

3.1.3. Aspectos éticos e aprovacao por comités cientificos

Somente foram incluidos os pacientes que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. No caso de menores de 18 anos, a
autorizacao para participagao foi feita por seu responsavel legal. O estudo foi
aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica do Instituto do Coragéo, sob o
registro SDC 2613/05/033, assim como pela Comisséo de Etica para Analise
de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, sob o registro CAPPesq 380/05. Os
recursos financeiros requisitados para compra dos testes imunoenzimaticos
foram solicitados e concedidos pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do

Estado de Sao Paulo - FAPESP, sob o registro de niumero 05/05320-5.
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3.1.4. Tamanho amostral

O numero de pacientes incluidos foi decidido com base em uma das
etapas propostas, qual seja, o estudo randomizado com a utilizacdo de
estatina. Assim sendo, para se demonstrar diferenca da ordem de 0,4
desvio-padrao ou superior, com poder de 0,8 e nivel de significancia de 0,05,
estabeleceu-se como necessario um total de 72 pacientes, considerando-se

a possibilidade de perda ou nao aproveitamento em torno de 20%.

3.2. Desenho geral das investigacoes

3.2.1. Caracterizacao geral dos marcadores bioquimicos

A primeira parte correspondeu a andlise dos marcadores
bioguimicos, na fase inicial do estudo (condicao basal), caracterizados nos
pacientes como um todo, assim como nos grupos subdivididos, de acordo
com a apresentagdo clinica. Também foi feita analise dos dados
demograficos e funcionais. Além disso, verificaram-se possiveis associacdes
entre os niveis plasmaticos dos marcadores bioquimicos, e variaveis clinicas

de gravidade e prognoéstico. Assim, os niveis plasmaticos dos marcadores
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foram correlacionados a idade, SpO. em repouso e apéds esforco, e
hematocrito, bem como a distancia caminhada no teste de seis minutos.
Esta etapa, portanto, correspondeu a investigacdo descritiva de carater

transversal.

3.2.2. Efeito de estatinas sobre marcadores de disfuncao

microvascular

Na segunda parte foi feita a andlise do possivel efeito da intervencao
terapéutica com estatina, sobre marcadores de disfuncao microvascular.
Paralelamente, varidveis clinicas como a distancia caminhada em seis
minutos e a SpO. em repouso e apds esforco foram registradas. Esta etapa
consistiu de investigacao de carater prospectivo e randomizado, havendo
controle por placebo. Os mesmos pacientes foram acompanhados durante
seis meses, sendo feitas determinagcbes sequenciais dos marcadores,

conforme detalhado mais adiante.
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3.2.3. Analise de sobrevida

A partir do término da etapa anterior, 0s mesmos pacientes
mantiveram-se em acompanhamento ambulatorial trimestral, em uso de
estatina. Na ultima parte do estudo, foi considerado o periodo total de
acompanhamento, desde o inicio (condicdo basal), através da fase de
investigacao do possivel efeito de estatina (primeiros seis meses), até a
ultima visita ambulatorial. De forma temporal, este periodo foi estabelecido
como tendo inicio em julho de 2005 e término em setembro de 2009.
Durante o periodo de quatro anos, foram registrados os 6bitos. Assim sendo,
fez-se a andlise da possivel associacdo entre alteracbes nos niveis
plasmaticos dos marcadores bioquimicos, e a sobrevida. Esta etapa
consistiu, portanto, na investigacdo de carater prospectivo longitudinal de

coorte.

3.3. Especificacoes sobre o estudo do possivel efeito de estatina

A droga usada no estudo foi a rosuvastatina. Trata-se de medicagao
amplamente utilizada, disponivel comercialmente. Optou-se pelo uso da
rosuvastatina porque, além de ser de Ultima geracao na época do inicio do

estudo, preenchia critérios de hidrofilicidade (com menor possibilidade de
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efeitos sistémicos), apropriados para o tipo de paciente presente no estudo.
Apo6s determinacdes laboratoriais basais de seguranga, 0s pacientes
passaram a receber rosuvastatina, com administragdo diaria de 10 mg, por
via oral, ou placebo. Na auséncia de efeitos colaterais ou modificagbes
enzimaticas significantes, o tratamento foi mantido durante todo o periodo de
estudo.

O processo de randomizacao (nested-case control design) foi feito
como segue. Inicialmente, de maneira consecutiva, 0os pacientes foram
organizados em pares. Cada par deveria ter ambos o0s pacientes com
caracteristicas A, B ou C. No caso de tratamento com sildenafila, ambos os
pacientes do par deveriam estar sob uso da droga. Deveriam também ser
semelhantes quanto a idade, com diferenca ndo superior a dez anos. No
caso de pacientes do grupo C, deveriam estar equilibrados quanto a
gravidade da hipoxemia, com nao mais que dez pontos percentuais de
diferenga. Com relacdo a Sindrome de Down, também deveria estar
presente nos dois pacientes do par. Tendo sido constituidos os pares,
procedeu-se a randomizacao, através da qual um dos elementos foi
direcionado para o uso de rosuvastatina (Quadro 2).

Os procedimentos de diagnéstico funcional, quais sejam, classe
funcional, teste de seis minutos de caminhada e saturacao periférica de
oxigénio, assim como as andlises laboratoriais gerais e especificas
(descritas adiante), foram realizados na condicao basal e, sequencialmente,

aos 30, 90 e 180 dias de tratamento.
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Todos os pacientes foram supervisionados por consultas médicas
mensais até o final desta etapa do estudo. Durante essas consultas,
fornecia-se a medicacdo e solicitava-se ao paciente a devolucdo da
embalagem entregue no més anterior, com o intuito de se aferir a adeséo ao
tratamento. Também era feita a avaliacdo da condicdo clinica, e realizado
questionamento sobre eventos adversos, incluindo sintomas sugestivos de
rabdomidlise. Ao final do periodo de 180 dias, todos os pacientes em uso de
placebo foram convertidos para estatina até a conclusdo (término do

seguimento do ultimo paciente).

Quadro 2. Desenho da etapa do estudo para analise do possivel efeito

de estatina sobre marcadores bioquimicos
/ A\ / B\ /\
Sildenafila Ng im N3 im N& im
e — /\ /\ /\ /\ / \ /\
P E P E P E P E P E P E

Placebo/ Estatina

Grupo diagnéstico

Numero de

Pacientes estimado 5 5| 5 5 7 7 4 4 10 10 5 5 (Total=72)
Medidas repetidas Mi M2 M3 M4
L G

Pré+ratamento 30d 90d 180d
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3.4. Procedimentos de diagnéstico funcional e laboratorial geral

Além dos dados demogréficos, como procedéncia, idade e género, foi
analisada a capacidade funcional dos pacientes. A classe funcional foi
baseada nos critérios propostos pela New York Heart Association,
adaptados para a hipertensdo pulmonar pela Organizagdo Mundial de
Saude.”™® Também foi registrada a distancia obtida no teste de caminhada

de seis minutos,'®

com a caracterizacdo do grau de dispnéia, ao final,
utilizando-se a escala de Borg."®” A saturacdo periférica de oxigénio, por
oximetria de pulso, também foi registrada, antes e apds o término do teste. A
avaliacdo funcional foi feita nos quatro momentos especificados
anteriormente, isto €, na condicao basal e apés 30, 90 e 180 dias.

O exame ecocardiografico com Doppler foi realizado em todos os
pacientes para confirmagao ou exclusdo de cardiopatia estrutural. Também
foram estimadas a pressdo sistdlica em artéria pulmonar, através da
velocidade do fluxo sistélico de regurgitacao tricuspide, e a pressdao média,
através da regurgitacdo pulmonar.’® Foram realizadas determinacées
hematoldgicas através de coleta de sangue periférico, particularmente do
hematdcrito, analisado por contador eletrébnico automatizado. Resultados

superiores a 60% foram repetidos e analisados por contagem manual, a fim

de se evitar possiveis erros de leitura.
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3.4.1. Determinacoes de seguranca

A segunda parte do estudo correspondeu a verificacdo do efeito da
rosuvastatina sobre marcadores de disfuncao microvascular. Sabe-se que as
estatinas possuem potencial toxicidade hepatica, assim como acometimento
de musculatura esquelética, com eventos como mialgia e até rabdomidlise.
Assim, foram realizados testes laboratoriais de seguranca para controle da
funcdo hepatica, com determinagdes plasmaticas de enzimas (AST,
aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; yGT,
gamaglutamil-transferase). Além disso, para a verificacdo de ocorréncia de
rabdomidlise, foram avaliados o0s niveis plasmaticos de CPK
(creatinofosfoquinase). Os testes de seguranca foram realizados
simultaneamente as determinagdes bioquimicas, ou seja, na condicdo basal

(inicio do seguimento) e aos 30, 90 e 180 dias de acompanhamento.
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3.5. Procedimentos laboratoriais especificos - marcadores

bioquimicos

3.5.1. Coleta de sangue venoso periférico

A amostra sanguinea foi obtida através de puncgao venosa periférica,
utilizando-se escalpe de numeros 19G ou 21G. A coleta foi feita de forma
lenta e suave, a fim de se evitar fragmentacao celular durante o processo.
Todo o material foi coletado em citrato de sodio a 3,8% (1:10 volumes). Além
disso, o valor do hematdcrito foi obtido simultaneamente para posterior
correcao das concentracoes plasmaticas das proteinas em estudo (detalhes

a seqguir).

3.5.2. Separacao e estocagem do plasma

O plasma foi separado, através de centrifugacao, e estocado a -80°C
até o uso. As amostras foram descongeladas uma Unica vez, sendo

descartadas apos 0 uso.
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3.5.3. Processamento das amostras

Todas as determinagdes bioquimicas com amostras de plasma foram
feitas através de testes imunoenziméticos (enzyme-linked immunosorbent
assays, ELISA), com ‘kits’ disponiveis no comércio. As amostras foram
sempre processadas em duplicata, sendo os resultados obtidos mediante

comparagao com curva padrao.

3.5.4. Correcao levando-se em conta o hematdcrito

Todos os resultados correspondentes aos marcadores bioquimicos
foram revistos em relacao ao nivel do hematdcrito, sendo feitas as corregoes
apropriadas. Tome-se como exemplo, um paciente com hematdcrito de 40%.
Em tubos contendo 0,75 mL de anticoagulante, seriam coletados 6,75 mL de
sangue total do paciente. Apds centrifugacdo, o volume plasmatico,
equivalente a 60% da amostra, neste caso, e no qual se encontraria o
marcador bioquimico, seria de 4,05 mL. Acrescido da quantidade de
anticoagulante, o volume total de plasma passaria a 4,8 mL. Para eliminacao
do efeito de diluicdo, aplicar-se-ia um fator de correcao obtido da relacéao
entre o volume total (4,8 mL) e o volume sem anticoagulante (4,05 mL),

neste caso, 1,185. Em resumo, em um individuo com hematécrito de 40%, a
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concentragdo encontrada de determinado marcador seria multiplicada por
1,185. Assim sendo, para cada valor de hematdcrito, foi calculado um fator

de corregdao, como demonstrado a seguir:

Fator de correcao= [volume de sangue total x 1/hematdcrito] + [volume de anticoagulante]

[volume de sangue total x 1/hematdcrito]

Assim, a concentragao final de um determinado marcador no plasma
foi equivalente aquela obtida pelo teste, multiplicada pelo fator de correcao.
Nos individuos que apresentaram hematdcrito aumentado (portanto, com
volume de plasma menor), o fator de correcdo foi proporcionalmente

superior.

3.5.5. Controles

Os mesmos procedimentos de coleta e processamento foram feitos
em voluntarios saudaveis, a saber, doadores de sangue dentro dos limites
de idade dos pacientes. Para cada um dos testes bioquimicos, um numero

minimo de 28 controles foi selecionado.
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3.5.6. Especificacoes sobre os ‘kits’ para as determinacoes

bioquimicas

Todas as determinagdes bioquimicas foram realizadas através de
testes imunoenzimaticos de alta  sensibilidade (enzyme-linked
immunosorbent assays, ELISA). As dosagens de selectina-P, TNFa, IL-6 e
IL-10 foram realizadas em ‘kits’ da R&D Systems Inc., Minneapolis, MN,
Estados Unidos. As dosagens do vVWF:Ag, t-PA e PAI-1 foram obtidas com
‘kits’ da Diagnostica Stago, Asniéres, Franca. Quanto as dosagens da
proteina C reativa, foram realizadas em ‘kits’ da American Diagnostica Inc.,

Greenwich, Connecticut, Estados Unidos.

3.5.7. Cronograma das coletas

As amostras foram coletadas na condicdo basal visando a descrigéo
geral do comportamento da disfuncao microvascular nos pacientes. Também
foram efetuadas coletas ap6és 30, 90 e 180 dias de seguimento,
fundamentalmente em funcao do estudo do possivel efeito da estatina sobre
marcadores bioquimicos. Todas as determinagdes foram utilizadas

posteriormente na analise de sobrevida.
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3.6. Procedimentos de quantificacao

3.6.1. Forma de apresentacao dos dados

Em RESULTADOS, sao apresentados dados nominais, assim como
variaveis categoricas e continuas. Conforme a existéncia ou nao de
aderéncia a distribuicdo normal (Gaussiana), os resultados correspondentes
as variaveis continuas sao apresentados em média ou mediana, como
medidas de tendéncia central, e desvio-padrao ou limites, como medidas de
dispersdao. Quando mostrados sob a forma de graficos, os resultados de

variaveis com distribuicao nao Gaussiana sao expostos em box-plots.

3.6.2. Procedimentos realizados na situacao de entrada no

estudo

Na condicdo basal, as comparacdes entre pacientes e controles,
quanto aos marcadores bioquimicos, foram feitas com a utilizacao do teste t
de Student ou do teste de Mann-Whitney, respectivamente, para variaveis
com e sem distribuicdo normal. As comparacdes envolvendo grupos de

pacientes em relacdo aos controles foram feitas com o uso de analise de
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variancia, complementada com o procedimento de Dunnet para
comparagbes multiplas. No caso de variaveis com distribuigdo nao
Gaussiana, as comparacdes foram feitas por meio do teste de Kruskal-
Wallis, complementado com o procedimento de Dunn. Ainda na situagéo de
entrada no estudo, as possiveis associagdes entre marcadores bioquimicos
e variaveis demograficas e funcionais foram analisadas mediante a obtencao
do coeficiente “r’ de Pearson (variaveis com distribuicdo normal) ou do
coeficiente “rs” de Spearman (sem distribuicdo normal). Em todos os testes,

adotou-se o valor 0,05 como nivel de significancia.

3.6.2.1. Estudo crénico comparativo do efeito estatina em

relacao ao placebo

Inicialmente, os grupos estatina e placebo foram comparados entre si,
na condicdo basal (entrada no estudo), visando a verificacdo de possiveis
dessemelhancas, com o objetivo de se determinar a efetividade do
procedimento de randomizagao. Foram utilizados os testes t de Student, ou
de Mann-Whitney. A seguir, procedeu-se a comparagao, propriamente dita,
dos tratamentos (estatina versus placebo). Para tanto, foram ajustados
modelos lineares gerais, com dois fatores (tipo de tratamento e tempo, 30,
90 e 180 dias), havendo medidas repetidas em um deles (tempo). No caso

de variaveis com distribuicao ndo Gaussiana, o teste de Mann-Whitney foi
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empregado para comparacdes entre os tipos de tratamento nos tempos
considerados. Em todos os testes adotou-se o valor 0,05 como nivel de

significancia.

3.6.3. Sobrevida e fatores modificadores

Os marcadores bioquimicos foram analisados quanto ao possivel
impacto na sobrevida dos pacientes. Devido ao numero reduzido de
individuos com diagndsticos de HAP idiopatica e hereditaria, a andlise de
sobrevida foi efetuada somente no grupo com HAPCCg. A possivel
influéncia de cada marcador bioquimico na sobrevida foi analisada
considerando-o tanto na forma de variavel continua como de variavel
categorica, isto €, com niveis circulantes acima ou abaixo de determinado
valor. Tais valores de ‘corte’ foram estabelecidos como sendo os niveis
correspondentes aos percentis (superiores) 90 e 95 no grupo controle. Além
disso, a possivel influéncia de cada marcador bioquimico na sobrevida foi
avaliada de trés formas: o0 seu nivel na condicao basal, e os niveis médio e
maximo de quatro determinacdes (basal, 30, 90 e 180 dias). De forma
descritiva e comparativa, curvas de sobrevida foram analisadas com a
utilizacdo do procedimento de Kaplan-Meier, sendo as diferengas avaliadas
pelo teste log-rank (Mantel-Cox). Modelos de regressao foram ajustados no

sentido de se caracterizar os marcadores bioquimicos como possiveis
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fatores de risco para o evento fatal. Cada variavel bioquimica foi analisada
mediante ajustamento de modelo de regressao (Cox, analise multivariada),
com procedimentos do tipo stepwise, nos quais variaveis demograficas,
funcionais e relacionadas a tratamentos foram testadas como possiveis
fatores de interferéncia. Niveis de significancia de 0,05 e 0,10 foram usados
respectivamente para a inclusdo e exclusdo de potenciais interferentes. A
seguir, em andlise bivariada, o ‘candidato a fator de risco’ (variavel
bioquimica) foi testado juntamente com cada um dos possiveis interferentes
mencionados, sendo calculada a razdo de chances (e seu intervalo de
confianga de 95%) para o evento fatal, antes e apdés o ajustamento.
Modificagdes na razdo de chances (apds ajustamento) superiores a 20%
(em relacdo ao valor prévio ao ajustamento) foram consideradas como
indicativas de interferéncia significante. Nesta situacao, o fator de risco em

andlise (bioquimico) nao pode ser aceito como tal.



4. RESULTADOS
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4.1. Resumo das alteracoes encontradas

Os achados da presente investigagdo podem ser resumidos como
segue:

Na primeira parte do estudo, a analise da disfungdo microvascular,
através da dosagem plasmatica de marcadores bioquimicos, demonstrou
que os niveis de seis das oito proteinas estudadas apresentaram-se
significantemente elevados em relagcdo aos controles. Analisando-se os
pacientes com HAP como um todo, foram as seguintes as proteinas cujos
niveis se mostraram alterados (p<0,001): VWF:Ag (16% em relacao aos
controles), t-PA (45%), PAI-1 (46%), selectina P (68%), IL-6 (63%) e IL-10
(107%). Houve correlagdo entre 0 aumento nos niveis desses marcadores e
variaveis clinicas de gravidade e progndéstico. Assim por exemplo, o nivel
plasmatico do t-PA relacionou-se de maneira direta com o hematécrito
(r=0,43; p=0,0006) e inversa com a SpO. (r=-0,27; p=0,0348); o nivel do seu
inibidor, o PAI-1, relacionou-se de maneira inversa com a distancia
caminhada no teste de seis minutos (r=-0,35; p=0,0062).

Na segunda parte do estudo, com relacdo ao possivel efeito da
rosuvastatina sobre os niveis circulantes dos marcadores bioquimicos,
observou-se diferenca significante para um deles, qual seja, a selectina P.
Partindo-se de niveis basais semelhantes nos grupos rosuvastatina e
placebo, a concentracdo da selectina P, nos trés momentos de verificacao

considerados ao longo do tratamento (30, 90 e 180 dias), esteve em média
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24% inferior no grupo estatina (p=0,037). Esse resultado pode representar
efeito ndo apenas na disfuncdo endotelial, mas também na propriedade de
recrutamento de células inflamatérias. Com respeito ao t-PA, houve uma
tendéncia a reducdo em relacao ao placebo (16,6% em média), embora a
diferenca ndo tenha sido estatisticamente significante (p=0,094). Além disso,
0 uso de rosuvastatina promoveu melhora na SpO. apds esfor¢o, nos
pacientes portadores de cardiopatias congénitas com hipoxemia, em relacao
ao grupo placebo.

Na terceira parte do estudo procurou-se verificar, em portadores de
HAPCCg, o possivel impacto das alteragcdes bioquimicas (marcadores de
disfuncdo microvascular) na sobrevida, considerando-se um periodo de
acompanhamento de quatro anos. Niveis plasmaticos elevados de um entre
os oito marcadores estudados, qual seja, o VWF:Ag, estiveram relacionados
a pior prognéstico. Especificamente, a sobrevida cumulativa para pacientes
com niveis superiores ao percentili 95, observado nos controles, foi
significantemente menor quando comparada a individuos com niveis
menores (p=0,0046). O risco de evolucao para 6bito, neste caso, foi 6,56
vezes superior (intervalo de confianca de 95% 1,46 a 29,40 vezes). Este
risco ndo sofreu alteracao significativa quando outros fatores potencialmente
interferentes foram incluidos no modelo estatistico (variaveis demograficas,
funcionais e relacionadas a tratamentos recebidos).

Assim, o presente estudo revelou, em pacientes com HAP,
notadamente os portadores de cardiopatias congénitas em presenca de

hipoxemia crénica, anormalidades em marcadores bioquimicos relacionados
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a disfuncdo microvascular, potencialmente passiveis de melhora com uso
cronico de estatina. Os dados ainda sugerem que tais anormalidades se

revestem de valor prognéstico.

4.2. Analise descritiva

4.2.1. Caracterizacao geral da populacao estudada

Foram incluidos no estudo 60 pacientes, acompanhados no
Ambulatério da Unidade Clinica de Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias
Congénitas do Adulto do Instituto do Coragdo — HCFMUSP. Os dados
demograficos, os diagnésticos, e variaveis clinicas e laboratoriais dos
pacientes encontram-se detalhados na Tabela 1. Os pacientes foram
numerados de acordo com a ordem de inclusdo no estudo, sendo trinta e
seis do sexo feminino. A idade variou de 13 a 60 anos (mediana de 33
anos), a maioria encontrando-se entre a segunda e quarta décadas de vida.
Todos os pacientes eram portadores de HAP, sendo subdivididos em trés
grupos de acordo com o diagnéstico clinico: grupo A, pacientes portadores
de HAP idiopatica (N=10), HAP hereditaria (N=3) e HAP associada a
cardiopatia congénita corrigida (N=1); grupo B, portadores de HAP

associada a cardiopatia congénita sem hipoxemia (N=18); e grupo C,
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portadores de HAP associada a cardiopatia congénita com hipoxemia
(N=28). Nos grupos de pacientes portadores de cardiopatias congénitas, os
principais diagndsticos foram comunicagdo interventricular (N=19) e
comunicacao interatrial (N=15). Em menor niUmero encontrou-se a dupla via
de saida do ventriculo direito (N=1), persisténcia do canal arterial (N=4),
defeito do septo atrioventricular forma total (N=2), e transposicao das
grandes artérias associada a comunicagdo interatrial e comunicacao
interventricular (N=1). Outras associacbes presentes foram comunicacao
interatrial e comunicagcdo interventricular (N=2), e comunicagao
interventricular com persisténcia do canal arterial (N=2).

Com relacdo a avaliagdo da capacidade funcional, os pacientes
apresentaram-se em sua maioria em classe funcional Il (N=50), estando o
restante em classe Ill. Todos foram submetidos ao teste de caminhada de
seis minutos, registrando-se a distancia caminhada em metros, e a SpO2 em
repouso, e apos o término do teste. A distancia caminhada teve média de
415 m (com DP de 105,7 m). A maioria dos pacientes foi capaz de caminhar
400 m ou mais (N=39). Estabelecendo-se como critério de gravidade a
marca de 380 m'%, 19 pacientes ndo estiveram aptos a atingi-la, e dois
destes caminharam menos de 200 m (pacientes de numero 43 e 45 da
Tabela 1). A SpO, teve média de 90,7% (com DP de 5,15%) ao repouso, e

de 75,9% (DP de 15,8%) apds esforco.
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A pressao sistélica arterial pulmonar, estimada pela regurgitacao
tricispide ao exame ecocardiografico, foi aferida na maioria dos pacientes,
variando de 46 a 141 mmHg (com mediana de 97,5 mmHg). O hematdcrito

teve média de 52,9% (com DP de 15,7%).
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Tabela1- Dados demograficos, diagnostico e variaveis clinico-
laboratoriais da populacao estudada (N=60)

Numero Paciente Género Idade Diagnéstico  Grupo*  Classe DC6M  SpO;basal SpO,apés- PSAP**  Hematdcrito

(anos) funcional (m) (%) esforgo (%) (mmHg) (%)

FRS M 35 CIV C I 510 89 62 60 65

2 JCs M 39 CIv (¢} I 472 88 69 123 62
3 RKE M 35 DVSVD C ] 457 89 66 Al
4 RM M 38 Clv (¢} I 450 88 76 65 67
5 MNKR F 50 Clv C ] 440 88 72 74 53
6 MSPL F 52 CIA C 1 372 85 65 120 67
7 Al M 26 DSAVT C ] 210 83 Al 72
8 PAMB M 19 DSAVT C ] 252 86 78 86 68
9 MACOA F 47 CIA (¢} n 231 83 65 86 52
10 SAVS F 41 CIA (¢} I 436 86 67 92 58
11 RSR F 53 CIA (¢} I 405 83 54 93 53
12 TCMS F 40 CIA C ] 277 86 56 80 54
13 LNR M 41 Clv C ] 433 81 40 89 68
14 MN F 44 Clv C ] 357 89 79 110 51
15 ARS F 23 Clv B ] 525 93 70 100 41
16 JNA M 25 PCA B ] 405 95 Al 141 79
17 AKD F 21 HAP hereditaria A ] 462 97 95 126 40
18 DED M 18 HAP hereditaria A ] 420 98 97 97 52
19 CAS F 32 CIA B ] 520 96 91 107 44
20 ZRF F 28 CIA B ] 454 95 78 11 42
21 ANS F 40 HAP idiopatica A ] 600 95 93 100 44
22 RPTF F 36 CIA corrigida A 1 378 96 96 96 42
23 AVNS M 49 HAP idiopatica A ] 482 96 83 70 50
24 EBM M 36 HAP hereditaria A 1 390 94 80 88 43
25 DGM F 15 CIACIV B ] 399 94 79 102 37
26 DCS F 15 PCA B ] 294 95 94 43
27 CASJ M 13 HAP idiopatica A ] 474 96 93 87 42
28 CABS F 14 HAP idiopatica A ] 378 95 91 93 40
29 AF F 23 Clv B ] 333 93 62 123 46
30 DPS F 20 CIA B I 336 96 84 82 45
31 CBMS F 60 CIv (¢} I 403 84 63 55
32 ouJ M 55 CIA (¢} I 307 88 90 70 46
33 ccc F 21 CIv B I 354 95 90 107 40
34 NBS F 19 PCA B ] 420 94 75 58
35 ACS M 27 CIv (¢} I 588 88 62 74 58
36 JLSC M 30 CIv (¢} I 505 87 44 75 69
37 APMN F 39 PCA B ] 447 94 87 140 47
38 GDN M 36 CIA (¢} I 427 89 68 119 55
39 DvVS M 33 CIv B I 630 90 85 120 45
40 EBS F 31 CIA C 1 294 88 74 90 44
41 JAN F 48 HAP idiopatica A ] 483 97 97 100 45
42 MCS F 38 HAP idiopatica A ] 457 98 98 62 41
43 LFMPC F 41 Clv C 1 168 88 82 48 47
44 TADB F 37 Clv C ] 483 86 66 115 45
45 CCS F 52 CIA C 1 126 82 79 89 47
46 CA F 57 CIA (¢} n 227 80 65 98 65
47 ESC F 33 Clv B ] 441 92 82 115 44
48 MCAS F 23 CIACIV C 1 294 79 31 51
49 VIS M 32 HAP idiopatica A | 588 93 80 103 51
50 ZPGS F 28 HAP idiopatica A I 462 97 96 60 32
51 FBO M 33 TGA/CIA/CIV (¢} I 352 83 66 127 58
52 KCM F 23 CIA (¢} I 504 87 60 56 54
53 FMDS M 29 HAP idiopatica A ] 402 97 97 11 47
54 JLAS M 38 HAP idiopatica A ] 462 94 84 95 45
55 CFM F 19 CIV/PCA B ] 532 96 84 100 41
56 FTL M 30 DVSVD C 1 546 87 63 120 65
57 DMN F 45 Clv B ] 462 90 Al 45
58 MDT M 38 CIA B ] 525 92 82 46 52
59 L F 26 Clv B I 450 96 92 93 45
60 JBS M 31 Clv B ] 441 94 7 115 52

CIA, comunicagéo interatrial; ClIV, comunicagéao interventricular; DC6M, distancia caminhada em seis minutos; DSAVT, defeito do septo
atrioventricular forma total; DVSVD, dupla via de saida do ventriculo direito; F, feminino; HAP, hipertenséo arterial pulmonar; M, masculino;
PCA, persisténcia do canal arterial; PSAP, pressao sistdlica em artéria pulmonar; SpO,, saturagéo periférica de _oxigénio; TGA,
transposi¢do das grandes artérias; *Categorias diagnésticas no estudo, conforme descrito em “CARACTERIZACAO GERAL DA
POPULACAO ESTUDADA”. **os dados ausentes nao foram estimados devido & auséncia de regurgitagao tricispide
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4.2.2. Acompanhamento ambulatorial e tratamento

Os pacientes foram incluidos no estudo durante seu seguimento
ambulatorial, com avaliacdo hemodindmica previamente a inclusdo. Todos
0s pacientes apresentaram pressdo média arterial pulmonar acima de 30
mmHg e pressao de encunhamento abaixo de 15 mmHg, caracterizando a
HAP.

O tratamento ao qual eram submetidos a época da entrada no estudo
(julho de 2005) incluia o uso de oxigénio inalatério domiciliar, em caso de
hipoxemia (SpO. inferior a 90%), anticoagulagdo oral com varfarina, e
medicacdo anticongestiva. Alguns pacientes estavam em uso de
vasodilatador especifico (sildenafila) por fazerem parte de protocolo de
pesquisa prévio. Além do tratamento medicamentoso, durante as consultas
ambulatoriais eram controlados rigorosamente parametros clinicos como
classe funcional, frequéncia cardiaca, pressao arterial sistémica, SpO,, bem
como o hematécrito. Pacientes com hematécrito elevado (acima de 65%),
em geral com sintomas decorrentes da hiperviscosidade sanguinea (piora
do cansaco, cefaléia, tontura e artralgia) eram submetidos a procedimento
de hemodiluicdo. Nestes, o controle de ferro sérico e sua reposicao, se

indicada, tornavam-se obrigatorios.
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4.3. Analise inferencial — Parte 1

4.3.1. Caracterizacao bioquimica da disfuncao microvascular

Foi realizada a analise da disfuncdo microvascular nos 60 pacientes,
através da dosagem plasmatica de marcadores bioquimicos. Além da
analise dos pacientes como um todo, também foi observado o
comportamento desses marcadores nos grupos especificos, ou seja, grupos
A, B e C, comparando-os a um grupo controle. Resultados individuais
encontram-se dispostos nos anexos 1 a 8. Também foram verificadas
possiveis correlagdes entre esses marcadores e variaveis clinicas.

Foram obtidos os niveis plasmaticos de conhecidos marcadores de
disfungdo endotelial, como vWF:Ag, t-PA, PAI-1 e selectina-P. Como
mediadores inflamatérios, foram analisados TNF-a, PCR, IL-6 e IL-10.
Conforme se verifica na Tabela 2, os niveis plasmaticos do VWF:Ag, t-PA,
PAI-1, selectina-P, IL-6 e IL-10 foram significantemente superiores aos

controles.
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Tabela 2 - plasmatico marcadores de disfuncao
microvascular nos pacientes

Marcador Pacientes (N=60) Controles Valor de p
VWF:Ag (U/dL) 122,2 (22,9) 105,24 (24,71) 0,0008
t-PA (ng/mL) 8,57 (3,96) 5,91 (1,71) <0,0001
PAI-1 (ng/mL) 24,1 (9,69;134,7) 16,5 (5,23;42,9) <0,0001
Selectina-P (ng/mL) 42,8 (23,0) 25,5 (10,3) <0,0001
TNF-a (pg/mL) 0,72 (0,11;5,61) 0,60 (0,08;2,86) 0,1761
PCR (mcg/mL) 6,48 (0,18;11,8) 4,14 (0,67;9,91) 0,4911
IL-6 (pg/mL) 1,47 (0,37;10,6) 0,90 (0,29;8,48) 0,0003
IL-10 (pg/mL) 1,95 (0,04;11,9) 0,94 (0,003;3,32) 0,0001

IL-6, interleucina-6; IL-10, interleucina-10; PAI-1, inibidor do ativador do plasminogénio; PCR, proteina C reativa; TNF-a, fator de
necrose tumoral; t-PA, ativador do plasminogénio tecidual; vVWF:Ag, antigeno do fator de von Willebrand.
Valores de VWF:Ag, t-PA e selectina-P estdo expressos em média e desvio padrdo; PAI-1, TNF-a, PCR, IL-6 e IL-10 estdo
expressos em mediana, e limites inferior e superior

Todos os marcadores de disfungdo microvascular supracitados foram

analisados nos diferentes grupos e comparados aos controles. Sao

apresentados adiante dois tipos de analise para cada um dos marcadores.

No primeiro grafico, os pacientes com cardiopatia congénita estdo em

categoria Unica e no segundo grafico, sdo analisados separadamente.

4.3.1.1.

O nivel

plasmatico do vWF:Ag em

fator de von Willebrand

Determinacdao do nivel plasmatico do antigeno do

todos os pacientes foi

significantemente superior em relacao ao grupo controle (p=0,0008), como
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demonstrado no Gréafico 1. Na analise por grupos, também houve diferenca

global significante (p=0,0032). No teste de mudultiplas comparagdes, os

pacientes portadores de cardiopatia congénita apresentaram niveis

plasmaticos significantemente elevados.
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p=0,0008

Controle Total Grupo A Grupos Be C

Nivel plasmatico do antigeno do fator de von Willebrand
(VWF:Ag) nos diferentes grupos, comparativamente aos
controles. O grupo total representa o conjunto dos 60
pacientes; grupo A, todos os pacientes sem comunicacoes
intracardiacas; os grupos B e C representam os pacientes
com cardiopatia congénita. Os resultados estao expressos
em média e desvio padrao.

TCorrespondente ao teste de Dunnet (multiplas
comparacoes)

Quando a analise foi feita com os pacientes portadores de cardiopatia

congénita subdivididos em grupos B e C, ou seja, sem e com hipoxemia,

também houve diferenca global significante em relacao aos controles (p=
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0,0038). O teste de multiplas comparacdes revelou aumento significante no

nivel plasmatico do vVWF:Ag no grupo de pacientes com hipoxemia (Grafico

2).
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Controle Grupo A Grupo B Grupo C

Nivel plasmatico do antigeno do fator de von Wilebrand
(VWF:Ag) nos diferentes grupos diagndsticos, comparati-
vamente aos controles. O grupo A representa todos os
pacientes sem comunicac6es intracardiacas; grupo B,
pacientes com cardiopatia congénita sem hipoxemia
(Sp02290%); e grupo C, pacientes com cardiopatia
congénita com hipoxemia (Sp02<90%). Os resultados
estao expressos em média e desvio padrao.
'Correspondente ao teste de Dunnet (multiplas
comparacoes)
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4.3.1.2. Determinacao do nivel plasmatico do ativador

tecidual do plasminogénio

O nivel plasmatico do t-PA nos pacientes como um todo foi

significantemente superior em relacdo ao grupo controle (p<0,0001), como

demonstrado no Grafico 3. Na analise por grupos também houve diferenca

global significante (p<0,0001). No teste de mudultiplas comparagdes, os

pacientes portadores de cardiopatia congénita apresentaram niveis

plasmaticos significantemente elevados.
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Grafico 3- Nivel plasmatico do ativador tecidual do plasminogénio (t-

PA) nos diferentes grupos, comparativamente aos
controles. O grupo total representa o conjunto dos 60
pacientes; grupo A, todos os pacientes sem comunicacoes
intracardiacas; os grupos B e C representam os pacientes
com cardiopatia congénita. Os resultados estao expressos
em média e desvio padrao.

'Correspondente ao teste de Dunnet (multiplas
comparacoes)



67

4. Resultados

Quando a analise foi feita com os pacientes portadores de cardiopatia

congénita subdivididos em grupos B e C, ou seja, pacientes sem e com

hipoxemia, também houve diferenca global significante em relacdo aos

controles (p<0,0001). O teste de multiplas comparagdes revelou aumento

significante no nivel do t-PA no grupo de pacientes com hipoxemia (Grafico

4).
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Grafico 4 -

Controle Grupo A Grupo B Grupo C

Nivel plasmatico do ativador tecidual do plasminogénio (t-
PA) nos diferentes grupos diagndsticos,
comparativamente aos controle. O grupo A representa
todos os pacientes sem comunicacoes intracardiacas;
grupo B, pacientes com cardiopatia congénita sem
hipoxemia (Sp02290%); e grupo C, pacientes com
cardiopatia congénita com hipoxemia (Sp0:<90%). Os
resultados estao expressos em média e desvio padrao.
'Correspondente ao teste de Dunnet (multiplas
comparacoes)
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4.3.1.3. Determinacao do nivel plasmatico do inibidor do

ativador do plasminogénio

O nivel plasmatico do PAI-1 nos pacientes como um todo foi
significantemente superior em relacao ao grupo controle (p<0,0001), como
demonstrado no Grafico 5. Na analise por grupos, também houve diferenca
global significante (p=0,0001). No teste de mudultiplas comparagdes, os
pacientes portadores de cardiopatia congénita apresentaram niveis

significantemente elevados.
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Grafico 5- Nivel plasmatico do inibidor do ativador do plasminogénio
(PAI-1) nos diferentes grupos, comparativamente aos controles. O
grupo total representa o conjunto dos 60 pacientes; grupo A, todos os
pacientes sem comunicacoes intracardiacas; os grupos B e C
representam os pacientes com cardiopatia congénita. Os resultados
estao apresentados em forma de ‘box-plots’.

'Correspondente ao teste de Dunn (multiplas

comparacoes)
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Quando a analise foi feita com os pacientes portadores de cardiopatia

congénita subdivididos em grupos B e C, ou seja, pacientes sem e com

hipoxemia, também houve diferenca global significante em relacdo aos

controles (p<0,0001). O teste de multiplas comparagdes revelou aumento

significante no nivel plasmatico do PAI-1 no grupo de pacientes com

hipoxemia (Grafico 6).
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Grafico 6 - Nivel plasmatico do inibidor do ativador do plasminogénio

(PAI-1) nos diferentes grupos diagndsticos,
comparativamente ao grupo controle. O grupo A
representa todos os pacientes sem comunicacoes
intracardiacas; grupo B, pacientes com cardiopatia
congénita sem hipoxemia (Sp0:290%); e grupo C,
pacientes com cardiopatia congénita com hipoxemia
(Sp02<90%). Os resultados sao apresentados em forma de
‘box-plots’.

'Correspondente ao teste de Dunn (multiplas
comparacoes)
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4.3.1.4. Determinacao do nivel plasmatico da selectina-P

O nivel plasmatico da selectina-P nos pacientes como um todo foi

significantemente superior em relacao ao grupo controle (p<0,0001), como

demonstrado no Gréafico 7. Na analise por grupos, também houve diferenca

global significante (p=0,0001). No teste de mudultiplas comparagdes, os

pacientes portadores de cardiopatia congénita apresentaram niveis

plasmaticos significantemente elevados.
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p< 0,017
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Nivel plasmatico da selectina-P nos diferentes grupos,
comparativamente aos controles. O grupo total representa
o0 conjunto dos 60 pacientes; grupo A, todos os pacientes
sem comunica¢des intracardiacas; os grupos B e C
representam os pacientes com cardiopatia congénita. Os
resultados estdao expressos em média e desvio padrao.
TCorrespondente ao teste de Dunnet (multiplas
comparacoes)
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Quando a analise foi feita com os pacientes portadores de cardiopatia

congénita subdivididos em grupos B e C, ou seja, sem e com hipoxemia,

também houve diferenga global significante em relacdo aos controles

(p<0,0001).

O teste de multiplas comparacdes revelou aumento significante

no nivel plasmatico da selectina-P no grupo de pacientes com hipoxemia

(Grafico 8).
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p< 0,011
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Nivel plasmatico da selectina-P nos diferentes grupos
diagnosticos, comparativamente aos controles. O grupo A
representa todos o0s pacientes sem comunicacoes
intracardiacas; grupo B, pacientes com cardiopatia
congénita sem hipoxemia (Sp02:290%); e grupo C, pacientes
com cardiopatia congénita com hipoxemia (Sp02<90%). Os
resultados estao expressos em média e desvio padrao.
'Correspondente ao teste de Dunnet (multiplas
comparacoes)
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4.3.1.5. Determinacao do nivel plasmatico do fator de

necrose tumoral

O nivel plasmatico do TNF-a nos pacientes como um todo, e na

andlise por grupos, nao apresentou diferenga significante em relagdo ao

grupo controle, como se observa no Grafico 9.
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Grafico 9- Nivel plasmatico do fator de necrose tumoral (TNF-a) nos

diferentes grupos, comparativamente aos controles. O
grupo total representa o conjunto dos 60 pacientes; grupo
A, todos os pacientes sem comunicacoes intracardiacas;
os grupos B e C representam os pacientes com cardiopatia
congénita. Os resultados estao apresentados em forma de
‘box-plots’.
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Quando a analise foi feita com os pacientes portadores de cardiopatia
congénita subdivididos em grupos B e C, ou seja, sem e com hipoxemia,
também nao houve diferenca significante em relagdo aos controles (Grafico

10).
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Grafico 10 - Nivel plasmatico do fator de necrose tumoral (TNF-a) nos
diferentes grupos diagnosticos, comparativamente aos
controles. O grupo A representa todos os pacientes sem
comunicacoes intracardiacas; grupo B, pacientes com
cardiopatia congénita sem hipoxemia (Sp02290%); e grupo
C, pacientes com cardiopatia congénita com hipoxemia
(Sp02<90%). Os resultados estao apresentados em forma
de ‘box-plots’.
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4.3.1.6. Determinacao do nivel plasmatico da proteina C

reativa

O nivel plasmatico da PCR no total de pacientes, e na analise por
grupos, ndo apresentou diferenca significante em relacdo ao grupo controle,

como se observa no Grafico 11.
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Grafico 11 - Nivel plasmatico da proteina C reativa (PCR) nos diferentes
grupos, comparativamente aos controles. O grupo total
representa o conjunto dos 60 pacientes; grupo A, todos os
pacientes sem comunicacoes intracardiacas; os grupos B
e C representam os pacientes com cardiopatia congénita.
Os resultados estao apresentados em forma de ‘box-plots’.
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Quando a analise foi feita com os pacientes portadores de cardiopatia
congénita subdivididos em grupos B e C, ou seja, sem e com hipoxemia,

também nao houve diferencga significante (Gréafico 12).
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Grafico 12 - Nivel plasmatico da proteina C reativa (PCR) nos diferentes
grupos diagnosticos, comparativamente aos controles. O
grupo A representa todos os pacientes sem comunicacoes
intracardiacas; grupo B, pacientes com cardiopatia
congénita sem hipoxemia (Sp02290%); e grupo C,
pacientes com cardiopatia congénita com hipoxemia
(Sp02<90%). Os resultados estao apresentados em forma
de ‘box-plots’.

4.3.1.7. Determinacao do nivel plasmatico da interleucina-6

O nivel plasmatico da IL-6 em todos os pacientes foi significantemente

superior em relagdo ao grupo controle (p=0,0003), como demonstrado no
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Grafico 13. Na anadlise por grupos, também houve diferenca global

significante (p=0,0014). No teste de mlltiplas comparagdes, os pacientes

portadores de cardiopatia congénita apresentaram niveis plasmaticos

significantemente elevados.
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Grafico 13 - Nivel plasmatico da interleucina-6 (IL-6) nos diferentes

grupos, comparativamente aos controles. O grupo total
representa o conjunto dos 60 pacientes; grupo A, todos os
pacientes sem comunicacoes intracardiacas; os grupos B
e C representam os pacientes com cardiopatia congénita.
Os resultados estao apresentados em forma de ‘box-plots’.
'Correspondente ao teste de Dunn (multiplas
comparacoes).



77

4. Resultados

Quando a analise foi feita com os pacientes portadores de cardiopatia

congénita subdivididos em grupos B e C, ou seja, sem e com hipoxemia,

também houve diferenga global significante em relacdo aos controles

(p=0,0026). O teste de multiplas comparagdes revelou aumento significante

no nivel plasmatico da IL-6 no grupo de pacientes com hipoxemia (Grafico

14).
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Grafico 14 - Nivel plasmatico da interleucina-6 (IL-6) nos diferentes

grupos diagnosticos, comparativamente ao grupo
controle. O grupo A representa todos os pacientes sem
comunicacoes intracardiacas; grupo B, pacientes com
cardiopatia congénita sem hipoxemia (Sp0,290%); e grupo
C, pacientes com cardiopatia congénita com hipoxemia
(Sp02<90%). Os resultados estao apresentados em forma
de ‘box-plots’.

'Correspondente ao teste de Dunn (multiplas
comparacoes)
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4.3.1.8. Determinacao do nivel plasmatico da interleucina-10

O nivel plasmatico da IL-10 nos pacientes como um todo foi

significantemente superior em relacao ao grupo controle (p=0,0001), como

demonstrado no Grafico 15. Na andlise por grupos, também houve diferenca

global significante (p=0,0007). No teste de mudultiplas comparagdes, os

pacientes portadores de cardiopatia congénita apresentaram niveis

plasmaticos significantemente elevados.
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Grafico 15 - Nivel plasmatico da interleucina-10 (IL-10) nos diferentes

grupos, comparativamente aos controles. O grupo total
representa o conjunto dos 60 pacientes; grupo A, todos os
pacientes sem comunicacoes intracardiacas; os grupos B
e C representam os pacientes com cardiopatia congénita.
Os resultados estao apresentados em forma de ‘box-plots’.
'Correspondente ao teste de Dunnet (multiplas
comparacoes)
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Quando a analise foi feita com os portadores de cardiopatia congénita
subdivididos em grupos B e C, ou seja, sem e com hipoxemia, também
houve diferenca global significante em relacdo aos controles (p=0,0019).
Diferencas individuais, entretanto, nao foram revelados pelo teste de

multiplas comparacoées (Grafico 16).
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Grafico 16 - Nivel plasmatico da interleucina-10 (IL-10) nos diferentes
grupos diagndsticos, comparativamente ao grupo
controle. O grupo A representa todos os pacientes sem
comunicacoes intracardiacas; grupo B, pacientes com
cardiopatia congénita sem hipoxemia (Sp0,290%); e grupo
C, pacientes com cardiopatia congénita com hipoxemia
(Sp02<90%). Os resultados sao apresentados em forma de
‘box-plots’.
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4.3.2. Correlacao dos marcadores de disfuncao microvascular

com variaveis clinicas de gravidade e progndstico

Os marcadores de disfuncdo microvascular foram analisados em
relagdo as variaveis clinicas que estao implicadas em critérios de gravidade,
como idade, SpO. em repouso e apos esforco, e hematécrito, bem como de
valor progndstico, como a distancia caminhada em seis minutos. Obteve-se
correlacao positiva do VWF:Ag (r= 0,28 e p= 0,0325) e da PCR (rs= 0,29 e
p= 0,0259) com a idade. Em repouso, tanto o t-PA (r= -0,29 e p= 0,0259)
como a selectina-P (r= -0,26 e p= 0,0435) estiveram relacionados de
maneira inversa com a SpO.. Entretanto, somente o t-PA relacionou-se, de
maneira significante, a SpO, ap6s esforco fisico (r=-0,27 e p= 0,0348). Além
disso, tanto o t-PA como a selectina-P relacionaram-se de maneira direta
com o nivel do hematécrito (respectivamente, r= 0,43 e p= 0,0006, e r= 0,53
e p< 0,0001). Finalmente, o PAI-1 mostrou-se inversamente relacionado a

distancia caminhada em seis minutos (rs=-0,35 e p= 0,0062).
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4.4. Analise inferencial — Parte 2

4.4.1. Efeitos da intervencao terapéutica sobre a disfuncao

microvascular e variaveis clinicas

Foi analisado o efeito da intervencao terapéutica com rosuvastatina
sobre as variaveis clinicas e os marcadores de disfungdo microvascular.
Procedeu-se a randomizagdo dos pacientes, como descrito em METODOS.
Os pacientes foram incluidos de forma sequencial, aos pares, levando-se em
consideragao caracteristicas como idade, SpO., presenca de sindrome, uso
de vasodilatador especifico (sildenafila), entre outras. Na Tabela 3, pode-se
observar o efeito da randomizacado, com caracteristicas semelhantes entre
0s pacientes selecionados para uso de estatina ou placebo, em relacao a
variaveis clinicas e aos marcadores de disfungdo microvascular. Nao houve

diferenca significante entre os dois grupos, na etapa pré-tratamento.
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Tabela 3 - Dados dos grupos placebo e rosuvastatina na condicao

basal
Placebo (N=30) Rosuvastatina (N=30)

Idade (anos) 33,7 (11,1) 34,7 (12,3)
Distancia caminhada em 6 minutos (metros) 415 (110) 416 (103)
SpO: repouso (%) 91 (4) 90 (6)
SpO: pos-esforgo (%) 78 (12) 74 (17)
VWF:Ag (UrdL) 122,02 (23,79) 122,34 (22,35)
t-PA (ng/mL) 9,00 (4,04) 8,14 (3,89)
PAI-1 (ng/mL) 23,94 (9,69;134,71) 24,53 (9,85;103,28)
Selectina-P (ng/mL) 45,70 (26,81) 39,93 (18,50)
TNF-a (pg/mL) 0,71 (0,11;5,61) 0,82 (0,12;5,54)
PCR (mcg/mL) 6,28 (0,18;10,95) 6,23 (0,36;11,80)
IL-6 (pg/mL) 1,46 (0,40;10,58) 1,51 (0,37;10,55)
IL-10 (pg/mL) 2,23 (0,04;11,88) 1,67 (0,04;5,94)

IL-6, interleucina-6; IL-10, interleucina-10; PAI-1, inibidor do ativador do plasminogénio; PCR, proteina C reativa; SpO,, saturagao
periférica de oxigénio; TNF-a, fator de necrose tumoral; t-PA, ativador do plasminogénio tecidual; vVWF:Ag, antigeno do fator de von
Willebrand.

Valores do VWF:Ag, t-PA e selectina-P expressos em média e desvio padrao; valores do PAI-1, TNF-a, PCR, IL-6 e IL-10 expressos
em mediana, e limites inferior e superior

Os pacientes foram tratados com rosuvastatina por via oral, na dose
de 10 mg, uma vez ao dia, ou placebo, por um periodo de 180 dias. A
medicacdo, em embalagens com 30 comprimidos, era fornecida durante
avaliacdo mensal (mais precisamente, a cada 28 dias). Nessa mesma
avaliagdo, eram realizados o0s questionamentos sobre aderéncia ao
tratamento, eventos adversos e estado clinico do paciente. Solicitava-se aos
pacientes a devolucdo da embalagem fornecida no més anterior, com o
objetivo de confirmar a aderéncia ou ndo ao uso da medicacdo. Apos a
avaliacao, o paciente realizava o controle habitual da anticoagulagdo e do

hematocrito, quando indicado.
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No momento da entrada no estudo, e ao completar 30, 90 e 180 dias,
além da avaliacao supracitada, o paciente foi submetido a coleta de amostra
sanguinea para a determinacdo dos marcadores bioquimicos. Também foi
realizado o teste de caminhada de seis minutos, com registros da SpO; e
frequéncia cardiaca, no repouso e apds o término do exercicio.

Todos os pacientes completaram o tempo de tratamento estabelecido,
comparecendo as consultas mensalmente, e informando sobre a aderéncia
ao tratamento. A falha na tomada de dois ou mais comprimidos ao més
ocorreu em 7% das vezes. Em relacdo aos eventos adversos, quatro
pacientes apresentaram sintomas como mialgia ou dor em articulagdes
(pacientes de numero 3, 13, 21 e 41, Tabela 1), porém exames laboratoriais
realizados por medidas de precaucao, ao longo do tratamento, néao
demonstraram alteracado. Por outro lado, seis pacientes (de numero 1, 19,
27, 29, 54 e 60) apresentaram alteracdo nos exames supracitados, porém
com auséncia de sintomas, e normalizacdo dos exames nas medidas
subsequentes. Assim, ndo houve indicacdo de reducdo ou suspensao da

medicacdo em nenhum dos pacientes. Nao houve 6bitos nesse periodo.

4.4.1.1. Efeito do tratamento sobre as variaveis clinicas

A analise comparativa dos grupos placebo e rosuvastatina (N=30 em

cada grupo) nao mostrou diferenca significante na distancia caminhada em
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seis minutos ou na SpO: (repouso e apds esforco) ao longo dos seis meses
de observacéao. Entretanto, nos 28 pacientes portadores de HAP associada a
cardiopatia congénita com hipoxemia (grupo C), os 14 pacientes tratados
com rosuvastatina apresentaram melhora significante (p=0,0129) nos niveis
de SpO. apds esforco, em relacdo aos 14 tratados com placebo (p=0,6106)

(Grafico 17).

Placebo (N=14) Estatina (N=14)
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Grafico 17 - Saturacao periférica de oxigénio (Sp0O.) apos esforco, nos
28 pacientes com cardiopatia congénita com hipoxemia
(SpO2< 90%), nas condicoes pré-tratamento e apés 180
dias de uso de rosuvastatina.
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4.4.1.2. Efeito do tratamento sobre os marcadores de

disfuncao microvascular

Os niveis plasmaticos de todos os marcadores, obtidos em diferentes
tempos, ou seja, apdés 30, 90 e 180 dias, foram analisados
comparativamente entre 0s grupos rosuvastatina e placebo. Resultados

individuais encontram-se dispostos nos anexos 9 a 16.

4.4.1.2.1. Efeito do tratamento sobre o nivel plasmatico

do antigeno do fator de von Willebrand

A andlise do nivel plasmatico do vVWF:Ag ndo demonstrou diferenca

significante entre os grupos de tratamento (grafico 18).
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Nivel plasmatico do antigeno do fator de von Willebrand
(VWF:Ag). A esquerda, todos os pacientes com
hipertensao arterial pulmonar (N=60, quadrado cheio) em
relacao aos controles (N=38, quadrado vazio). No restante
do grafico, grupos rosuvastatina (N=30, circulos cheios) e
placebo (N=30, circulos vazios), na condicdo pré-
tratamento e ao longo deste. Os resultados estao
apresentados em média e desvio padrao.
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4.4.1.2.2. Efeito do tratamento sobre o nivel plasmatico

do ativador tecidual do plasminogénio

No periodo de tratamento, houve tendéncia a reducdo no nivel
plasmatico do t-PA (p=0,094), no grupo rosuvastatina, comparativamente ao

placebo (grafico 19).
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Grafico 19 - Nivel plasmatico do ativador tecidual do plasminogénio (t-
PA). A esquerda, todos os pacientes com hipertensao
arterial pulmonar (N=60, quadrado cheio) em relacao aos
controles (N=38, quadrado vazio). No restante do grafico,
grupos rosuvastatina (N=30, circulos cheios) e placebo
(N=30, circulos vazios), na condicao pré-tratamento e ao
longo deste. Os resultados estao apresentados em média e
desvio padrao.
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4.4.1.2.3. Efeito do tratamento sobre o nivel plasmatico

do inibidor do ativador do plasminogénio

A andlise do nivel plasmatico do PAI-1 ndo demonstrou diferenca

significante entre os grupos de tratamento (grafico 20).
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Grafico 20 - Nivel plasmatico do inibidor do ativador do plasminogénio
(PAI-1). A esquerda, todos os pacientes com hipertensio
arterial pulmonar (N=60, quadrado cheio) em relacao aos
controles (N=39, quadrado vazio). No restante do grafico,
grupos rosuvastatina (N=30, circulos cheios) e placebo
(N=30, circulos vazios), na condicao pré-tratamento e ao
longo deste. Os resultados estao representados como
mediana, e limites inferior e superior.
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4.4.1.2.4. Efeito do tratamento sobre o nivel plasmatico

da selectina-P

A analise da selectina-P plasmatica mostrou diferenca entre os grupos
de tratamento (p=0,037), com niveis significantemente inferiores no grupo

rosuvastatina em relagdo ao placebo (grafico 21).
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Grafico 21 - Nivel plasmatico da selectina-P. A esquerda, todos os
pacientes com hipertensao arterial pulmonar (N=60,
quadrado cheio) em relacao aos controles (N=31, quadrado
vazio). No restante do grafico, grupos rosuvastatina (N=30,
circulos cheios) e placebo (N=30, circulos vazios), na
condicao pré-tratamento e ao longo deste. Os resultados
estao apresentados em média e desvio padrao.



90

4. Resultados

4.4.1.2.5. Efeito do tratamento sobre o nivel plasmatico

do fator de necrose tumoral

A andlise do nivel plasmatico do TNF-a nao mostrou diferenga entre

0S grupos rosuvastatina e placebo no curso do tratamento (grafico 22).
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Grafico 22 - Nivel plasmatico do fator de necrose tumoral (TNF-a). A
esquerda, todos os pacientes com hipertensao arterial
pulmonar (N=60, quadrado cheio) em relacao aos controles
(N=28, quadrado vazio). No restante do grafico, grupos
rosuvastatina (N=30, circulos cheios) e placebo (N=30,
circulos vazios), na condicao pré-tratamento e ao longo
deste. Os resultados estao representados como mediana,
e limites inferior e superior.
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4.4.1.2.6. Efeito do tratamento sobre o nivel plasmatico

da proteina C reativa

Quando analisado o nivel plasmatico da PCR, ndo se demonstrou

diferenca entre os grupos rosuvastatina e placebo, no curso do tratamento

(gréfico 23).
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Nivel plasmatico da proteina C reativa (PCR. A esquerda,
todos os pacientes com hipertensao arterial pulmonar
(N=60, quadrado cheio) em relacao aos controles (N=32,
quadrado vazio). No restante do grafico, grupos
rosuvastatina (N=30, circulos cheios) e placebo (N=30,
circulos vazios), na condicao pré-tratamento e ao longo
deste. Os resultados estao representados como mediana,
e limites inferior e superior.



92

4. Resultados

4.4.1.2.7. Efeito do tratamento sobre o nivel plasmatico

da interleucina-6

A anadlise do nivel plasmatico da IL-6 ndao demonstrou diferenca

significante entre os grupos de tratamento (gréafico 24).

1271 |7 ]

10 1 T

IL-6 (pg/mL)
»

0 T -| T 1
Basal 30 dias 90 dias 180 dias

Grafico 24 - Nivel plasmatico da interleucina-6 (IL-6). A esquerda, todos
os pacientes com hipertensao arterial pulmonar (N=60,
quadrado cheio) em relacao aos controles (N=35, quadrado
vazio). No restante do grafico, grupos rosuvastatina (N=30,
circulos cheios) e placebo (N=30, circulos vazios), na
condicao pré-tratamento e ao longo deste. Os resultados
estao representados como mediana, e limites inferior e
superior.
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4.4.1.2.8. Efeito do tratamento sobre o nivel plasmatico

da interleucina-10

A andlise do nivel plasmatico da IL-10 ndo demonstrou diferenca

significante entre os grupos de tratamento (grafico 25).
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Grafico 25 - Nivel plasmatico da interleucina-10 (IL-10). A esquerda,
todos os pacientes com hipertensao arterial pulmonar
(N=60, quadrado cheio) em relacao aos controles (N=32,
quadrado vazio). No restante do grafico, grupos
rosuvastatina (N=30, circulos cheios) e placebo (N=30,
circulos vazios), na condicao pré-tratamento e ao longo
deste. Os resultados estao representados como mediana,
e limites inferior e superior.
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4.5. Analise inferencial — Parte 3

4.5.1. Periodo de acompanhamento ambulatorial

A terceira parte do estudo corresponde ao seguimento ambulatorial
dos pacientes. A partir da entrada na etapa anterior do estudo (comparacao
do tratamento com estatina versus placebo), e incluindo o periodo de 180
dias daquele, os pacientes se mantiveram em acompanhamento de forma
prospectiva e sistematizada. Os pacientes que fizeram parte do grupo com
estatina permaneceram em uso da medicacdo, e aqueles do grupo placebo
passaram a utiliza-la a partir de entdo. O seguimento ambulatorial dos
pacientes transcorreu do periodo de julho de 2005 até setembro de 2009. Ao
longo desse periodo, foi iniciado o programa da Secretaria de Estado da
Saude de Sao Paulo — SES-SP, com a finalidade de fornecer medicacao
especifica para HAP. Sendo assim, alguns pacientes foram incluidos nesse
programa, passando a utilizar os medicamentos sildenafila (inibidor da
enzima fosfodiesterase-5) e bosentana (antagonista do receptor da
endotelina-1) de forma isolada ou em associacao. A evolugcao dos pacientes
com HAP idiopatica, hereditaria ou associada a cardiopatia congénita
corrigida (grupo A) e dos pacientes com HAP associada a cardiopatia
congénita nao submetidos a tratamento cirurgico (grupos B e C), é analisada

a sequir.
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4.5.1.1. Pacientes com HAP idiopatica, hereditaria ou

associada a cardiopatia congénita corrigida

Os 14 pacientes desse grupo foram acompanhados por um periodo
de 0,7 a 3,8 anos (mediana 3,5 anos). Os retornos ambulatoriais eram
trimestrais ou mensais, de acordo com a necessidade. Todos se mantiveram
sob medidas de tratamento geral, com anticongestivos e anticoagulacao
oral. Alguns pacientes ja estavam em uso de medicacao especifica para
HAP quando da entrada no estudo (pacientes de numero 17, 18, 21, 22, 23 e
24, Tabela 1). Cinco dos demais (pacientes de numero 28, 42, 49, 53 e 54,
Tabela 1) foram incluidos no programa e iniciaram o uso de drogas para
HAP.

A maioria dos pacientes permaneceu estavel durante o periodo de
acompanhamento. Apenas trés apresentaram piora da classe funcional:
pacientes de numero 22, 24 e 49 da Tabela 1. Este Ultimo desenvolveu
trombose pulmonar bilateral apesar da anticoagulacao oral, evoluindo de
classe funcional | para lll. Houve trés oObitos no grupo. Os pacientes de
namero 22 e 24 da Tabela 1 (citados anteriormente) apresentaram piora
progressiva da classe funcional e foram introduzidos em lista de espera para
transplante pulmonar, tendo ambos evoluido para 6bito antes (paciente de
numero 24) ou depois (paciente de numero 22) do procedimento. O paciente

de numero 18 da Tabela 1, apesar de evolucao estavel, em classe funcional
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Il, faleceu em outro Estado, ndo tendo sido possivel a obtencdo de dados

concretos sobre o ébito.

4.5.1.2. Pacientes com HAP associada a cardiopatia

congénita

4.5.1.2.1. Aspectos descritivos do seguimento e

sobrevida

Os 46 pacientes com cardiopatia congénita ndo operada, que fizeram
parte da etapa anterior, sendo 18 e 28, respectivamente, sem e com
hipoxemia (Sp02<90%), foram acompanhados com vistas a andlise de
sobrevida. Devido a randomizacdo na etapa anterior, 23 pacientes usaram
placebo e 23, estatina, nos primeiros seis meses. O tempo de seguimento foi
de 0,7 a 4 anos (mediana 3,6 anos). Os dados demograficos e funcionais de
entrada no estudo, que foram levados em conta na analise de sobrevida,

encontram-se resumidos na Tabela 4.



97

4. Resultados

Tabelad - Dados demograficos e funcionais dos pacientes
portadores de HAP associada a cardiopatia congénita, nao

operados (N=46)

Idade (anos) 33,5 (15,0; 60,2)*
Género : masculino 29:17

Sem hipoxemia: com hipoxemia 18:28
Classe funcional (Il : 1) 38:08
Presséo sistélica arterial pulmonar (mmHg) 97 ( 25)T
Pressdo média arterial pulmonar (mmHg) 52 (17)T
Saturacéo periférica de oxigénio em repouso (%) 89 (79; 96)*
Saturacéo periférica de oxigénio ap6és esforgo (%) 71 (31; 94)*
Distancia caminhada em seis minutos (metros) 402 (112)T
Hematécrito (%) 52 (37; 79)*

‘Dados expressos em mediana, e limites inferior e superior
"Dados expressos em média e desvio padrao

A maioria dos pacientes encontrava-se em classe funcional Il na
entrada, permanecendo estavel durante o tempo de seguimento.
Semelhantemente ao grupo anterior, os retornos ambulatoriais eram
trimestrais ou mensais, de acordo com a necessidade, sendo 0s pacientes
mantidos sob medidas de tratamento geral, com anticongestivos e
anticoagulagao oral. Dois pacientes ja estavam em uso de droga especifica
para HAP quando da entrada no estudo (pacientes de numero 19 e 20,
Tabela 1). Dezenove pacientes foram incluidos no programa da Secretaria
de Estado da Saude de Sao Paulo — SES-SP, para iniciar o uso de
medicamento especifico para HAP, por piora da classe funcional (pacientes
de numero 9, 11, 26, 30, 40, 43, 45 e 46, Tabela 1) ou da hipoxemia

(pacientes de numero 2, 3, 6, 10, 12, 14, 16, 38, 48, 52 e 56, Tabela 1).
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Sete pacientes evoluiram para 6bito, sendo quatro por insuficiéncia
cardiaca direita (pacientes de numero 9, 11, 44 e 46, Tabela 1) e trés por
trombose arterial pulmonar (pacientes de numero 26, 36 e 39, Tabela 1). Em
relacdo a capacidade funcional nos demais, apenas o paciente de numero
40 apresentou piora ao final do estudo, em relacdo a condicdo basal. No
grafico 26, encontra-se a curva de sobrevida correspondente aos 46

pacientes desse grupo.
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Grafico 26 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos pacientes com
HAP associada a cardiopatia congénita, nao operados. Ao
final do quarto ano de seguimento, a sobrevida alcancada
foi de 85%. (+) representa casos censurados.
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4.5.1.2.2. Variaveis com possivel impacto na sobrevida

As variaveis clinicas e sobretudo as funcionais, apresentadas na
Tabela 4, foram testadas. Além disso, o uso de drogas especificas para
HAP, assim como o tempo de tratamento, foram levados em consideracao
na andlise de sobrevida. Considerando que 23 pacientes haviam usado
estatina no periodo inicial do estudo, esta variavel foi também investigada de
forma categoérica. Nao houve, porém, associacao significante entre essas
variaveis e a sobrevida.

Os niveis plasmaticos dos marcadores de disfungao endotelial
(VWF:Ag, t-PA, PAI-1 e selectina-P) se mostraram significantemente
elevados em comparagao aos controles, no inicio do estudo estatina versus
placebo, assim permanecendo nas determinacdes feitas ao longo dos seis
meses de tratamento. Semelhantemente, os marcadores inflamatérios IL-6 e
IL-10 apresentaram elevacao significante de seus niveis plasmaticos em
relagdo aos controles. Na Tabela 5, estdao apresentados os resultados das
determinagdes bioquimicas realizadas ao longo dos seis meses iniciais (fase
do estudo com estatina). Os dados referentes ao grupo controle estdo
representados em mediana, e limites inferior e superior; também sao
fornecidos os valores correspondentes aos percentis superiores 90 e 95,
utilizados como nivel de “corte” na andlise de sobrevida. Quanto aos
pacientes, sdo apresentados resultados correspondentes ao momento de

entrada no estudo (valor basal), assim como o valor médio das quatro



100

4. Resultados

determinagdes feitas ao longo dos seis meses. Observa-se, de forma
semelhante aos valores basais, que o nivel plasmatico de seis das proteinas
foi aumentado. Verifica-se ainda que o nivel plasmatico de IL-10 esteve
elevado em relacdo ao TNFa, o que sugere uma resposta de citocinas

predominantemente do tipo Th2.

Tabela5- Niveis plasmaticos dos marcadores de disfuncao

microvascular em comparacao aos controles

VWF:Ag t-PA PAI-1 Selectina-P PCR TNF-a IL-6 IL-10
U/dL ng/mL ng/mL ng/mL mcg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL
Controles Mediana 109 5,58 16,46 24,79 4,14 0,6 0,9 0,94
Minimo 62 2,87 5,23 8,82 0,67 0,08 0,29 0,003
Maximo 147 10,25 42,88 53,96 9,91 2,86 8,48 3,32
Percentil 90 135 8,5 35,28 39,66 9,45 2,25 6,57 2,37
Percentil 95 139 9,7 41,15 49,84 9,76 2,86 8,02 2,58
Pacientes Mediana 123 7,82 24,53 43,12 6,50 0,70 1,44 1,94
(valor basal)  Minimo 73 3,01 9,69 10,71 0,18 0,11 0,37 0,04
Maximo 177 23,93 134,71 136,94 11,80 5,61 10,58 11,88
Pacientes Mediana 125 7,72 25,25 42,70 6,04 0,84 1,80 1,89
(valor médio”)  Minimo 60 4,11 10,54 11,51 0,23 0,13 0,34 0,42
Maximo 197 21,67 127,55 138,12 13,00 5,93 8,67 6,24
Valor basal vs controles’ ~ 0,0025  <0,0001  <0,0001 <0,0001 0,4961  0,3492 0,0006 0,0003
Valor médio vs controles’ 0,005  <0,0001  <0,0001 <0,0001 0,5355  0,2244 <0,0001 0,0002

IL-6, interleucina-6; IL-10, interleucina-10; PAI-1, inibidor do ativador do plasminogénio; PCR, proteina C reativa; TNF-a, fator de
necrose tumoral; t-PA, ativador do plasminogénio tecidual; VWF:Ag, fator de von Willebrand.

*Valor médio das quatro determinagdes obtidas ao longo do tratamento (condigdes basal, 30 dias, 90 dias e 180 dias)

Sa0 apresentados os valores de ‘p'.
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Analisando-se possiveis associacbes entre o0s marcadores
bioguimicos e a sobrevida, observou-se que o nivel plasmatico médio do
VWF:Ag (obtido das quatro determinagdes) teve impacto significante. Niveis
acima do valor correspondente ao percentil 95 dos controles (139 U/dL)
associaram-se a menor sobrevida (p=0,0140, regressao de Cox), com risco
de evolucao para o6bito 6,56 vezes superior (IC 95% 1,46 - 29,40). Nove
pacientes apresentaram tais niveis, com quatro evolugdes para Obito.
Adotando-se como nivel de ‘corte’ o percentil 90 dos controles (135 U/dL),
também se verificou que niveis plasmaticos acima desse valor tinham
impacto na sobrevida (p=0,0404),com risco de evolugdo para 6ébito 4,79
vezes superior (IC 95% 1,07 - 21,44). Onze pacientes apresentaram tais
niveis, também com quatro evolucbes para ébito. Nos graficos 27 e 28,
respectivamente construidos levando-se em conta os percentis 95 e 90
observados em controles, sdo apresentadas curvas de sobrevida cumulativa
(Kaplan-Meier) para pacientes abaixo e acima dos valores de ‘corte’

mencionados.
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Grafico 27 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier de pacientes com
HAP associada a cardiopatia congénita, em funcao do nivel
médio do antigeno do fator de von Willebrand (VWF:Ag,
condicoes basal, 30, 90 e 180 dias). Valores acima de 139
U/dL, correspondente ao percentil 95 dos controles,
associaram-se a menor tempo de sobrevida (média de 3,01
anos), comparados a valores iguais ou inferiores (média de
3,8 anos). (+) representa casos censurados.
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Grafico 28 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier de pacientes com
HAP associada a cardiopatia congénita, em funcao do nivel
médio do antigeno do fator de von Willebrand (VWF:Ag,
condicoes basal, 30, 90 e 180 dias). Valores acima de 135

U/dL, correspondente ao percentil

95 dos controles,

associaram-se a menor tempo de sobrevida (média de 3,19
anos), comparados a valores iguais ou inferiores (média de
3,82 anos). (+) representa casos cen-surados.

Valores analisados em um Unico momento, como por exemplo, na

condicdo basal, ou o valor mais elevado das quatro determinacdes, nao

tiveram impacto na sobrevida. A analise do vVWF:Ag como variavel continua

também ndo demonstrou associacdo significante. Em relacdo aos niveis

plasmaticos dos outros marcadores, quer analisados como variaveis

categoricas ou continuas, ndo houve associagdo com a sobrevida.
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Tendo sido verificada a associacao dos niveis plasmaticos do VWF:Ag
com o risco de evolugao para 6bito, o passo seguinte foi analisar o efeito de
variaveis potencialmente interferentes sobre esse risco. A Tabela 6 mostra o
risco de evolucao para ébito associado a niveis médios elevados de VWF:Ag
(acima dos percentis 90 e 95 dos controles), apos ajustamento para cada
uma das varidveis potencialmente interferentes. Observa-se que o risco nao
€ alterado de maneira expressiva pela adicdo, no modelo estatistico, de

qualquer uma das variaveis em questao.

Tabela6 - Risco de evolucao para oObito em presenca de niveis

plasmaticos médios elevados do vWF:Ag

N RC (IC 95%)* Valordep RC (IC 95%) Valor de p
Sem ajustamento 46 4,79 (1,07- 21,44) 0,040 6,56 (1,46- 29,40) 0,014
Com ajustamento para:
Idade 46 4,23 (0,86- 20,70) 0,075 5,94 (1,23- 28,75) 0,027
Género 46 4,71 (1,03- 21,57) 0,046 6,73 (1,41- 32,17) 0,017
Apresentacao clinica® 46 4,67 (1,01- 21,68) 0,049 6,39 (1,41- 28,95) 0,016
Classe funcional 46 5,06 (1,12- 22,91) 0,035 6,61 (1,47- 29,79) 0,014
SpO; repouso 46 4,51 (1,00- 20,37) 0,050 5,75 (1,26- 26,34) 0,024
SpO, pds-esforgo 46 4,83 (1,07- 21,78) 0,040 6,41 1,42- 28,83) 0,015
Distancia caminhada em seis minutos 46 4,98 (1,09- 22,86) 0,039 6,86 (1,49- 3,51) 0,013
Hematdcrito 46 4,87 (1,08- 21,89) 0,039 6,58 (1,47- 29,52) 0,014
Terapia especifica para HAP 46 4,70 (1,04- 21,13) 0,044 6,88 (1,52- 31,16) 0,012
Duragéo do tratamento® 46 4,85 (1,08- 21,75) 0,039 5,75 (1,27- 26,05) 0,023
Presséo sistdlica arterial pulmonar§ 46 4,88 (1,09- 21,89) 0,038 8,45 (1,72- 41,43) 0,009
Estatina' 46 5,30 (1,16- 24,20) 0,031 7,71 (1,65- 35,95) 0,009

HAP, hipertensao arterial pulmonar; IC, intervalo de confianga; RC, razdo das chances; SpO2, saturagdo periférica de oxigénio;
VWF:Ag, antigeno do fator de Von Willebrand

*Razao das chances (intervalo de confianca de 95%) associada a um valor médio do VW F:Ag (de quatro determinacdes obtidas nas
condigdes basal, 30 dias, 90 dias e 180 dias) acima do nivel correspondente ao percentil 90 dos controles;

'Razao das chances (intervalo de confianga de 95%) associada a um valor médio do VW F:Ag (de quatro determinacdes obtidas nas
condigdes basal, 30 dias, 90 dias e 180 dias) acima do nivel correspondente ao percentil 95 dos controles;

*Pacientes com hipoxemia (SpO2 <90%) versus sem hipoxemia;

S0 tratamento especfifico para HAP incluiu a bosentana, sildenafila, ou a combinagéo de ambos;

lusada nos primeiros seis meses de estudo.
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Assim sendo, dentro dos limites das variaveis analisadas, o nivel
médio do VWF:Ag obtido de quatro determinacdes feitas ao longo de 180

dias, foi considerado como indicador independente de sobrevida.

4.6. Analise sobre a vida (sem ferramentas estatisticas)

Este item tem como objetivo demonstrar que estudos clinicos, além
de permitirem avancos no conhecimento cientifico relacionado a inUmeras
doencas, também podem fornecer rico material do ponto de vista humano.
Para tanto, basta apenas que o pesquisador esteja disposto a OUVIR as
informacdes que o sujeito da pesquisa tem a dizer, demonstrando interesse
e atengdo. Longe de ser apenas um estudo bioquimico ou terapéutico, com
coletas e mais coletas de amostras sanguineas, analisadas em mais de
10.000 tubos de ensaio, para toda a equipe este é um estudo sobre a
pessoa com HAP. Conviver com esses individuos excepcionais, que
suportam o peso de ouvir, desde a mais tenra idade, que séo portadores de
‘DOENCA GRAVE, INCURAVEL E PROGRESSIVA’, e vivem intensamente
cada dia, permite ao pesquisador concluir que a vida é bela,
independentemente de seu estado de salde fisica ou financeira. E o ‘estado
de espirito’ que conta. Estes sujeitos tém filhos, maridos, esposas, sogras,
empregos, chefes... e ainda tém que freqlientar mensalmente o hospital para

o controle da anticoagulagao (“fazer TP”, como diz a maioria). Extrapolaram
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em muitos anos a expectativa de vida que outros estipularam, demonstrando
que a sobrevida pode sim, ter ‘correlagdo positiva’ com a felicidade e a
vontade de viver. Acompanha-los nos ultimos cinco anos nos fez conhecer
com mais profundidade cada um deles. Alguns sao mais falantes, e adoram
contar detalhes do dia a dia. Outros sao timidos, a vida é quase um mistério.
Para um grupo seleto, a consulta era sempre uma terapia, da qual saiam
aliviados e com um sorriso aberto.

Das estérias de cada um, ouvidas ao longo desses cinco anos,

algumas foram ‘significantemente’ mais marcantes e sao relatadas a seguir.

JCS, apds algum tempo do término do estudo, iniciou o uso de
sildenafila. Teve uma melhora tado expressiva que, orgulhoso, voltou a
trabalhar. Desde que iniciou a medicagdo, nao mais necessitou de
hemodiluicbes ou corregcdes do hematdcrito para dosagem do INR (o que
significa uma picada a menos na coleta). Fez “luzes” no cabelo.

RKE submete-se a hemodiluicbes quase mensais, tao elevado é seu
hematécrito. Nada porém impediu que vivesse a vida. E casado, trabalha
como contador, ja fez varios concursos publicos e tem um otimismo de dar
inveja. Acompanhado no InCor desde os 7 anos de idade (hoje tem 41), ja
participou de quase todos os protocolos de pesquisa em HAP em nossa
Unidade.

MNKR iniciou seu acompanhamento no Hospital das Clinicas em

1970, quando tinha apenas 16 anos e recebeu o diagnostico de HAP, o que

contraindicava a corregao cirurgica de sua cardiopatia congénita. Porém,
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apesar de ter 40 anos de diagnéstico, ser fumante, portadora de enfisema
pulmonar e ja ter sobrevivido a trés episédios de hemoptise e tuberculose,
além de ter hipotireoidismo e transtorno bipolar, ndo apresenta hipoxemia
importante, é ativa, “namora bastante” e... teve uma filha! Estd sempre de
bem com a vida. Tao bem, que se recusa a usar medicacao vasodilatadora
para HAP.

Al tem Sindrome de Down. Ao contrario da maioria dos pacientes com
a sindrome, é timido, calado. Adora musica e tem “todos os lancamentos de
CD”, segundo sua mae. Sempre veio impecavelmente vestido as consultas.
Nunca faltou a uma coleta de TP (mensal, com hemodiluicdo). Mudou-se
para o sul do pais ha cerca de dois anos.

Fazendo par com Al, esta o PAMB. Oposto ao colega de coleta, € um
comediante, carinhoso, falante, noveleiro, dancarino. Sempre nos trazia
desenhos que rabiscava como sinal de afeto. Ao final do teste de
caminhada, imitava Michael Jackson dando um rodopio (com o gritinho
caracteristico no final). Continua assiduo nas consultas, TP’s e
hemodiluicbes, gracas ao seu pai e sua avé (a mae trabalhava e nao pode
acompanha-lo com freqtiéncia). Apés o nascimento de minha primeira filha,
deu-me de presente um boneco verde, para que ela também pudesse saber
que ele gostava de mim.

SAVS é classe funcional Ill, “muito roxa” (como se refere a si mesma),
em tratamento combinado de vasodilatadores em doses maximas, mas

conseguiu ter dois filhos e é uma feliz avé de 2 netos.
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RSR era uma pessoa doce e agradavel, que adorava contar estérias
de sua vida. Nos ultimos anos, porém, estava abatida por estar em estado
terminal. Frequentadora assidua do pronto-socorro, vinha de Boituva para o
InCor mensalmente. Deu-me um chaveirinho de lembrancga, que guardo até
hoje.

TCMS ¢é zen. Usa florais e chas. Tem voz suave e apelido com nome
de flor. Mas o medo da evolucado da doenca, sendo mae de uma unica filha,
a fez ter ataques de panico durante o periodo de estudo. Conversas e mais
conversas durante a madrugada nao surtiram efeito. Foi durante uma crise
de panico no hospital, quando pudemos demonstrar que era de fundo
emocional, que ela mudou de vida. Com o auxilio da medicagdo e a
consequente melhora da classe funcional e da hipoxemia, passou a sair
mais a noite e cantar em karaokés. Tornou-se cantora profissional e gravou
um CD de MPB. Irradiando felicidade, € um exemplo de pessoa que “nao é
doente, e sim, apenas tem uma doencga”.

MN adotou a Vitéria, que nao poderia ser filha de mais ninguém.
Fisica e emocionalmente semelhantes, ambas sdo portadoras da mesma
cardiopatia congénita. Porém, MN prometeu dar a filha a chance de cura que
nao teve. Vitoria foi operada no inicio do ano de 2011, gracas a sua mae.
Com a promessa cumprida, MN ja era uma pessoa feliz, mas descobriu que
poderia ser mais ainda, como mae.

AKD era uma ‘aborrecente’ no inicio do estudo. Vinha com a mae,

que denunciava suas estripulias. Hoje € uma mulher casada e responsavel,
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que trabalha como professora. Tem estudo genético positivo para a mutagcao
no BMPR2, assim como o irmao DED.

Conhecemos DED aos 14 anos, no pronto-socorro. Iniciou 0 uso de
sildenafila no protocolo piloto, em 2002. Tinha uma namorada de 24 anos. A
melhora de sua classe funcional com a droga foi espantosa. Convenceu a
mae a autorizar seu casamento aos 15 anos, ja que nao sabia quanto tempo
iria viver, e queria saber como era ser casado. Apesar de saber do risco de
ter um filho com a mutacdo, e de ter percebido sozinho a chamada
‘antecipacao genética’ na familia (pai e tios falecidos na quarta década de
vida, e ele e a irma diagnosticados por volta dos 15 anos), acabou por
decidir ser pai. Nascido com a mutacéao, seu filho esta em acompanhamento
no InCor, até agora sem surgimento da doenca. Durante viagem ao sul do
pais para apresentar seu filho a familia, contam que teve episédio de
palpitagdo, sendo levado a um hospital proximo. Faleceu aos 18 anos,
casado e pai do Matheus.

CAS nem era cianética quando sua enorme artéria pulmonar
comprimia o tronco da artéria coronaria descendente anterior. Foi submetida
a revascularizacdo do miocardio aos vinte e pouco anos. E tao feliz e
otimista que até irrital Sempre traz chocolates e paes de mel em épocas
festivas. E adora dar gravatas para o seu médico preferido, o Dr. Antdnio
Augusto.

ZRF tornou-se amiga de CAS por causa do estudo (€ o seu par). Sao
tdo amigas até hoje que dividem as “tarefas” no dia da consulta: uma marca

a consulta de retorno, enquanto a outra vai a farmacia. Fazem controle de
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anticoagulagcdo no mesmo dia. JA se passaram seis anos e continuam
melhores amigas. Também foi revascularizada pelo mesmo motivo na
segunda década de vida... coisas do destino.

ANS estava sempre de bom humor, apesar de ter uma vida dificil.
Tinhas sincopes por baixo débito cardiaco, e o marido tinha sincopes por
convulsdes. Melhorou das sincopes com vasodilatador. O filho deu-lhe uma
neta para sustentar. O marido a abandonou. Continuou de bom humor, mae
feliz e avo feliz. Faleceu em 2010, no primeiro episddio de descompensacgao
cardiaca em oito anos de tratamento.

RPTF era a mais otimista. Com cardiopatia congénita operada
tardiamente, ja tinha HAP. Encaminhada ao InCor por piora da classe
funcional, foi participante do estudo piloto com sildenafila em 2002. Tinha
uma filha que era uma princesa. Apesar do divorcio, ocorrido porque o
marido “ndo aguentava mais essa doencga”, tinha muita vontade de viver.
Com a esperanca e certeza de que faria um transplante pulmonar, seguiu
sua vida da forma mais otimista possivel. Faleceu no pés-operatério
imediato do transplante. Segundo a familia, partiu feliz, pois seu desejo se
tornou realidade.

AVNS tem medo de sangue. Que sacrificio foram as quatro coletas!
Apesar do medo de agulhas, fez curso de acupuntura para tentar descobrir
um meio ndo medicamentoso de melhorar a doenga. Casado, trabalha, e diz
ter melhorado com o uso das agulhas...

Dona Joana é mae de EBM. Perdeu duas filhas com HAP (aos 11 e

14 anos, com evolugcdo da doenca para 6ébito em poucos meses). Ele (o
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paciente) teve diagnostico aos 33 anos. Era tratado pela mde com um
cuidado extremo, que Ihe garantiram mais seis anos de vida. Ela estava ao
seu lado 24h por dia, checando a tomada de cada comprimido, controlando
sua alimentacéo rica e saudavel, e posicionando o cateter de oxigénio atras
da orelha na hora de dormir. Seu pai, sempre grato, me ofereceu um
papagaio de presente, que tive de recusar por razbes Obvias. Apos seis
anos, faleceu enquanto aguardava o transplante  pulmonar.
Lamentavelmente ndo pude estar ao seu lado, pois estava em licenca
maternidade.

DGM era calma, tinha voz mansa, uma atipica adolescente bem
resolvida. Mas a mae... Santo Deus! Ansiosa, falava alto, sem pausas,
interrompia as consultas inUmeras vezes para contar de suas doencas.
DGM conheceu seu pai verdadeiro no Rio de Janeiro durante o estudo.
Abandonou o tratamento ha alguns anos. Acho que se mudou para o Rio...

DCS era também uma adolescente calma e timida. Apesar de jovem,
evoluiu com piora da classe funcional rapidamente, porém estabilizou-se
com o uso de vasodilatador. Quem falava dos sintomas era o pai, pois para
ela tudo sempre estava bem. Teve morte subita em casa com o pai, ‘Seu’
Aguinaldo.

CASJ era um moleque, moleque mesmo. Nao queria fazer controle da
anticoagulagéo, nao gostava de vir as consultas e fazia ‘cara feia’. Durante o
estudo, aos 14 anos, aprendeu a dirigir 0 caminhdo do pai e se achava
adulto. Hoje é um jovem adulto, seguro de si, e ri ao se lembrar da época de

moleque...
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A mae de CABS era telefonista. Para falar com ela no emprego era
um sacrificio, pois as colegas de trabalho ndo entendiam que se queria falar
com ela, ndo com a empresa. Também era uma mae que nao deixava a filha
falar, queria falar tudo sozinha. Devia ser reflexo do emprego.

AF sempre deu muito trabalho. Em todas as consultas referia queixas
sem muito sentido e ndo seguia nenhuma orientacdo da equipe médica ou
do planejamento familiar. Ap6s o estudo, engravidou duas vezes e teve
aborto espontaneo. Disse que vai continuar tentando, apesar do risco.

‘Seu’ OLJ era saxofonista da banda da igreja. Abandonado pela
esposa, sustentava uma filha problematica. Apds interromper o
acompanhamento clinico por anos, retornou em junho de 2011, informando
que esta morando no interior de Sdo Paulo e a filha estd com saudades.
Continua tocando saxofone na banda da igreja local.

CCC é uma adolescente assustada. A mae é segura, firme, e Ihe da
bons conselhos. Mas ela s6 acredita que a mae esta certa se a ‘doutora’
assim o disser. Ha seis anos ela tenta, sem sucesso, convencer a ‘doutora’ a
se converter a igreja evangélica a qual pertence, e traz trimestralmente
mensagens divinas escritas de préprio punho, para tentar a conversao.

GDN ¢ o tipico paciente dificil. Muito dificil. Reclama de tudo desde a
entrada no consultério até o final da consulta. Apesar de ter melhorado a
classe funcional e a saturacdo periférica de oxigénio, fala que esta pior.
Reclama até hoje, de tudo.

ESC ¢ casada e sempre quis ter filhos. Seu marido, porém, sempre

respeitou a orientacdo da anticoncepcao, pois estava ciente dos riscos.
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Optaram pela adocado. Descendente de orientais, ESC viajou, com
hipoxemia e sem oxigénio inalatério, até o Japao (!!!) para adotar duas
irmas. Elas estdo com trés anos, e a mae esta esgotada e feliz.

VIS era o paciente que ditava o proprio tratamento. Em classe
funcional I/ll, dizia que “era uma pessoa normal, entdo seu INR tinha de ser
normal”. Estabeleceu que o valor do INR deveria estar entre 1,0 e 1,3. Ha
trés anos, teve trombose pulmonar extensa, passando a apresentar classe
[1/IV. Continuou insistindo no INR normal, com extensdo da trombose
pulmonar e piora da classe funcional. Faleceu em casa, ha cerca de um ano.

KCM também é cliente antiga do InCor. Ja tinha HAP quando iniciou
seu acompanhamento. Seu irmao também ¢é portador de cardiopatia
congénita, mas corrigida cirurgicamente, a tempo de evoluir bem. Nao
esperava ter filhos, quando surgiu uma oportunidade de adocdo. Também
esta esgotada fisicamente e feliz.

JLAS é um dos raros casos de boa evolugdo da doenga, com
progressao lenta. Seu problema se restringia aos laudos médicos: “a doutora
nao sabe fazer laudo médico, ndo coloca o cdédigo certo de aposentar e
conseguir passe de 6nibus”. E mais: “ndo da pra colocar no laudo que eu
sou meio cego?” Nao era a doutora que nao sabia fazer laudo, ele é que nao
tinha a doenca certa...

FTL esta no InCor desde a infancia. Era o “doentinho” da familia que
nao sobreviveria muito. Esta com quase 40 anos. Durante as internagdes no
pronto-socorro por hemoptise elogiavam seus desenhos. Gostou do oficio e

hoje é pintor profissional, tendo exposto sua arte em varios locais de
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destaque. Sua mae tem deficiéncia visual e outras doengas de maior
gravidade, e é ele quem a acompanha em todas as consultas e exames

atualmente. E um exemplo de bom filho.
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5.1. Consideracoes gerais sobre os dados observados

Fazendo-se um resumo das principais observacgdes, identifica-se, em
primeiro lugar, uma mostra de 60 pacientes portadores de HAP, com
caracteristicas diagnoésticas que refletem as etiologias encontradas no
ambulatério da Unidade Clinica de Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias
Congénitas do Adulto (InCor — HCFMUSP), em suas exatas proporgoes. A
exemplo do que se observa em outras instituicdes devotadas ao manejo de
doencas cardiovasculares no pais,?® a proporcdo de pacientes com HAPCCg
que nao tiveram suas anomalias corrigidas precocemente é trés a quatro
vezes superior em relacéo a forma idiopatica da doenca. Esta foi exatamente
a observacao neste estudo, e reflete a importdncia das cardiopatias
congénitas como elemento associado a HAP no adolescente e no adulto em
NOsSso meio.

No presente estudo, o tamanho amostral foi estabelecido
fundamentalmente visando a segunda etapa das investigacdes, isto é, a
andlise comparativa entre estatina e placebo. Neste sentido, ndo houve a
preocupacao de se estabelecer um numero apropriado de pacientes por
grupo (A, B e C) a fim de possibilitar uma andlise comparativa. A idéia inicial
foi simplesmente fazer uma apreciacdo geral do comportamento dos
marcadores bioquimicos nos pacientes que haveriam de ser entao,
subsequentemente, expostos a estatina ou ao placebo. Sendo conhecido o

fato de que os pacientes com a forma idiopatica da doenca e aqueles com
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HAP associada a anomalias cardiacas congénitas corrigidas estariam em
menor numero na amostra (devido as proporgdes encontradas no
ambulatério e ao carater consecutivo de entrada no estudo), ja era previsto
que a analise desse grupo (A), individualmente, ficaria prejudicada tanto na
caracterizacdo inicial como no seguimento. Assim sendo, os objetivos
primeiro e terceiro puderam ser melhor explorados nos pacientes com
HAPCCg.

Feitas essas observacgdes, o que se verificou, fundamentalmente, foi a
alteracdo em seis dos oito marcadores plasmaticos analisados, com niveis
circulantes apontando na dire¢ao da ocorréncia de disfungao endotelial com
a participacdo de componentes inflamatérios. Pelas razbes expostas, as
alteracdes foram evidentes nos grupos B e C (pacientes com HAPCCg nao
operados). Além disso, houve associacao significante entre as alteracdes em
algumas proteinas e variaveis clinicas como o nivel do hematdcrito, a
saturacao periférica de oxigénio e a distancia caminhada no teste de seis
minutos. Em conjunto, essas verificagcbes sugerem um certo “atrelamento”
entre a disfuncdo microvascular que ocorre na HAP e a gravidade clinica
com que se apresentam o0s pacientes. A presenca do componente
inflamatério, notadamente na HAPCCg, constitui observacao ainda escassa
na literatura.

Ainda a titulo de resumo dos achados, na segunda parte do estudo,
verificou-se que o uso cronico da rosuvastatina exerceu influéncia
significante sobre um dos marcadores bioquimicos sob verificacdo, qual

seja, o nivel circulante da selectina-P. Houve tendéncia a modificagcdo do
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nivel plasmatico do t-PA. E oportuna esta verificagdo com apenas oito
marcadores analisados, ja que muitas vezes esta pesquisa é realizada com
um grande nimero de “candidatos”.’®® Ressalte-se ainda o fato de que a
observacao foi feita com uso de dose relativamente baixa de estatina (usada
rotineiramente para o tratamento de dislipidemias), inferiores as que
poderiam ser utilizadas, por exemplo, com finalidade de modulacdo da
resposta imune.'®"'* Nos pacientes do grupo C, o uso da rosuvastatina
também pareceu associar-se a melhora na saturagcdo de oxigénio medida
apoés a realizacao de esforgo fisico.

Na terceira parte do estudo, foi verificada associagao significante
entre os niveis circulantes da proteina do fator de von Willebrand e a
sobrevida de pacientes com HAPCCg. Especificamente, observou-se que a
elevacao persistente (valor médio de quatro observacdes) do VWF:Ag no
plasma esteve associada a reducdo da expectativa de vida. O nivel
plasmatico maximo (quatro observacdes) nao foi preditivo de pior
prognostico. Assim, neste grupo de individuos (HAPCCg), a persisténcia de
niveis mais elevados de vVWF:Ag pareceu necessaria para a caracterizacao
da condicao de risco. Esta observacéo foi feita com a inclusdo, nos mesmos
modelos utilizados, de um grande numero de variaveis consideradas como
possiveis interferentes. Portanto, o vVWF:Ag plasmatico foi caracterizado
como marcador independente de progndstico nesse grupo de individuos, até

onde os dados permitiram afirmar.
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5.2. A disfuncao microvascular na HAP e possibilidades de

modificacao através de intervencoes terapéuticas

Nao se sabe se a disfuncdao microvascular, entendida em seu aspecto
“endotélio e elementos circulantes”, tem papel inicial/deflagrador em relagcéao
a vasculopatia pulmonar. E possivel que alguns dos seus componentes
sejam iniciais no processo, como a producdo defectiva de 6xido nitrico e

prostaciclina,?®30-%

ou o contato de elementos circulantes com a parede do
vaso, decorrente de lesdo endotelial (propriamente dita) por fatores
mecanicos."® Por outro lado, parece ndao haver dividas quanto a
importancia da disfuncdo microvascular (agora entendida em sua
multiplicidade de componentes) na progressao da vasculopatia pulmonar. A
expressdo aumentada de endotelina e seus receptores,'*'* tromboxane-

Az%* PAI-1," fator tissular,'*®'*° citocinas, ™' moléculas de adesao'? "%

e fatores peptidicos de crescimento,” ' e reduzida de

trombomodulina'®®16°

e outros proteoglicanos, sdao apenas alguns dos
multiplos fatores que concorrem para a vasoconstricao, proliferacao celular,
recrutamento de elementos circulantes e trombose em modelos
experimentais de hipertensédo pulmonar, assim como na doeng¢a humana.

A caracterizacao clinica/bioquimica da disfungdo microvascular, no
presente estudo, ndo € absolutamente inédita com respeito a HAP, uma vez

que estudos anteriores, conforme mencionado, j& chamaram a atencao para

este aspecto. H& referéncias inclusive a melhora no perfil de marcadores
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biol6gicos ocorrendo de maneira paralela a estabilizacdo clinica, mediante
tratamentos especificos, particularmente com epoprostenol por via

intravenosa.'®!1%4

Este estudo contribui de forma particular para a
caracterizagdo do problema, sobretudo na forma associada as cardiopatias
congénitas, sua relacdo com variaveis de gravidade clinica, como o
hematdcrito e a saturacao de oxigénio, e reforca evidéncias de participacao
de elementos inflamatérios, um aspecto ainda pouco explorado.””® Neste
sentido, embora com o0 uso de restrito niumero de marcadores, as
observacdes sugerem a presencga de resposta inflamatéria do tipo Th2 em
HAPCCgq, a se julgar pelo nivel plasmatico aumentado de IL-10 em relacao
ao TNF-o. De maneira interessante, verificacbes experimentais
recentemente publicadas parecem também apontar na direcdo da
participacao de resposta tipo Th2 no processo de remodelagem arterial
pulmonar.'®®

Um aspecto que merece comentario € a relacdao entre disfuncao
microvascular (notadamente endotelial) e hipdxia. Este fato requer atencao,
em virtude do numero de pacientes, no estudo, apresentando-se com
hipoxemia crénica. A hipoxia promove uma série de alteragcées envolvendo o
endotélio e componentes circulantes, incluindo o recrutamento de células
inflamatdrias via selectina-P, moléculas de adesado intracelular (ICAM),
quimiocinas (interleucina-8/NAP-1) e fator ativador de plaquetas (PAF), entre
outros mecanismos.'®® "% A hipéxia também possui efeito pré-coagulante,
mediante expressdo génica do fator tissular e ativacdo do fator X em

superficie endotelial.""'2 O efeito pré-coagulante é amplificado pela
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supressdo da expressdo génica da trombomodulina,'”®

um proteoglicano
implicado na ativacdao da proteina C e inativagcao dos fatores V e VIl da
coagulacdo. Por outro lado, a hipdxia possui efeito inibitério sobre a
fibrindlise, através da inducdo da expressdo génica do PAI-1.*® Em
condicoes de hipoxia, os corpusculos de Weibel-Palade, em células
endoteliais, sdo mobilizados em direcdo a membrana plasmatica, a qual se
unem com a abertura de poros de secrecdo.'” Trés dos marcadores
analisados no presente estudo (a selectina-P, o fator de von Willebrand e o
t-PA) sdo armazenados nos corpusculos de Weibel-Palade e liberados
mediante hipéxia.®® Dois deles estao implicados com a ades&o de leucdcitos
e plaquetas (respectivamente, a selectina-P e o fator de von Willebrand).
Estas observacdes permitem inferir sobre o papel da hipdxia na deflagracao
e agravamento da disfuncdo microvascular, com  alteragées
microcirculatérias na direcao da vaso-oclusdo. Neste sentido, em portadores
de HAPCCg com diminuicdo na saturacao periférica de oxigénio (grupo C no
presente estudo), justifica-se especular sobre a sequéncia “hipdxia-
disfuncdo microvascular-piora da hipoxemia”, associada a faléncia
ventricular direita e progressivo aumento do shunt de direita para esquerda.
Este “ciclo vicioso” poderia, especulativamente, ser quebrado por
intervengdes, por exemplo, sobre mecanismos envolvidos no processo de
disfungao endotelial/microvascular.

Diferentemente dos modelos experimentais, em que as condicdes
podem ser até certo ponto controladas, as relagdes entre hipdxia/hipoxemia,

disfuncdo microvascular e resposta a intervengdes terapéuticas sao mais
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dificeis de se demonstrar no cenario mais complexo da doenga clinica em
humanos. Apesar disso, no presente estudo, foram observadas correlacdes
entre os niveis circulantes de t-PA e selectina-P, e a intensidade da
hipoxemia, assim como a elevagao do hematdcrito. O nivel plasmatico do
VWF:Ag, entretanto, ndo guardou relacdo com essas variaveis, embora
tenha refletido a gravidade clinica, em termos de risco de evolucdo para
Obito. Por outro lado, a administracdo de rosuvastatina associou-se a
reducao significante do nivel plasmatico de selectina-P, e a melhora da
saturacao periférica de oxigénio, apds esforco, em pacientes do grupo C.

A possibilidade de se modular, através de intervencdes terapéuticas,
a funcao endotelial (e de forma estendida, microvascular), e se obter, como
consequiéncia, a melhora das condigdes microcirculatérias (neste caso,
pulmonares), ou pelo menos algum grau de desaceleracdo no
remodelamento e oclusdo dos vasos, teoricamente parece real. A literatura,
entretanto, com respeito a HAP, é escassa no sentido de responder se 0s
pacientes tratados apropriadamente, e que apresentam modificacdes
favoraveis em indices bioquimicos de disfungcdo endotelial/microvascular,
evoluem de maneira mais satisfatéria e com melhores desfechos em relacao
aqueles que nao exibem tais mudancas. Ha alguma informacdo neste
sentido, sobretudo com uso de prostanéides por via intravenosa, mas
esses “atrelamentos” precisam ser feitos de maneira mais ampla, em formas
especificas de hipertensdo pulmonar. Além das drogas disponiveis para uso
clinico, alguns medicamentos propostos para o tratamento da HAP, incluindo

farmacos em fases avancadas de testes e estudos clinicos, possuem acgao
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inequivoca sobre fungdes endoteliais, ainda que a expectativa inicial seja de
que possam agir primariamente como vasodilatadores, inibidores de
proliferacdo celular e/ou indutores de apoptose. Entre elas, podem ser

99,100

citados os inibidores de tirosina-quinases, os ativadores da guanilato

ciclase solivel que ndo dependem do 6xido nitrico,’® e as estatinas.'%®'%

No contexto de “reparo endotelial’, merecem ser citadas as tentativas com a
o = p : 21i~ 175,176

utilizacao de células tronco e progenitoras de endotélio.

A possibilidade de emprego das estatinas como coadjuvantes no
tratamento da HAP surgiu com estudos, em modelos experimentais, nos
quais a sinvastatina se mostrou eficaz em inibir a proliferacao e induzir
apoptose em células musculares lisas de vasos pulmonares, a partir da

105107 A partir desse ponto, varias

modulacdo de varios genes implicados.
interrogacdes apareceram, € as questdes ainda permanecem sem resposta.
O que foi verificado com uso da sinvastatina seria reproduzido com outras
estatinas? As doses a serem utilizadas seriam semelhantes as
recomendadas para o tratamento das dislipidemias? Seriam necessérias
doses com capacidade de imunomodulacao e portanto muito mais altas? Os
efeitos observados em modelos animais poderiam ser transpostos para a
doenca humana? Em que formas de apresentacao clinica da HAP?

Frente a todas essas interrogacdes e preocupados, sobretudo, com a
segurangca em relacdo a hepatotoxicidade e aos potenciais efeitos sobre o
musculo esquelético, decidiu-se, neste estudo, utilizar a rosuvastatina

(justificativa de escolha ja mencionada) em dose considerada baixa. Com

efeito, nenhum sintoma (ou alteracao laboratorial) foi observado, de



124

5. Discussao

magnitude que justificasse a interrupgdo. O tratamento assim administrado
resultou em reducao significante no nivel de selectina-P circulante, o que
poderia refletir melhora ainda mais relevante na producéo/secrecao desta
proteina em locais de lesdo microvascular avangada. Por outro lado,
especula-se que a resposta, em termos de melhora nos niveis das proteinas,
poderia ter sido mais expressiva (mais ampla) com doses de rosuvastatina,
por exemplo, até 40 mg diarios.

Estudo recentemente publicado com uso clinico da sinvastatina em

pacientes com HAP'®

revelou melhora em indices ecocardiograficos e
laboratoriais, porém nao mostrou efeito significante sobre variaveis
funcionais apds periodo de um ano de tratamento. Antes, porém, de se
desqualificar esta classe de drogas quanto a sua potencial utilidade em
pacientes com HAP, é necessario verificar se os individuos com formas
especificas da doenca, em estagios determinados, tratados com a estatina
apropriada e na dose adequada, podem ser beneficiados. Nesse sentido, os
desfechos utilizados em estudos clinicos com drogas primariamente
vasodilatadoras (efeitos hemodinamicos e funcionais, e modificagdo no
tempo de piora clinica e na sobrevida) nao parecem apropriados. A definicao

de indices que poderiam ser mais adequados para a medida da eficacia

dessas drogas na HAP permanece como assunto ainda em discussao.
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5.3. Iindices de prognéstico na hipertensio arterial pulmonar

Conforme exposto na INTRODUGCAO, esses indices tém sido
desenvolvidos e caracterizados, sobretudo, para pacientes e condi¢des
clinicas correspondentes a primeira categoria da classificacdo diagndstica,
ou seja, a HAP. A idéia de se caracterizar uma variavel (genética,
bioguimica, funcional) como indice ou marcador de prognostico prende-se
ao conceito de substituicdo. Como diante do caso clinico ndo se pode
aguardar a ocorréncia de um grande desfecho (6bito, por exemplo) para se
decidir quanto a mudanca na estratégia de tratamento, lanca-se mao dos
“substitutivos” (surrogate, em lingua inglesa). Para a caracterizagcdo de
determinado marcador como substitutivo (de evolugdo para obito, por
exemplo), é necessaria a demonstracdo da existéncia de consistente
associacdo com o desfecho considerado, preferencialmente de forma
independente de outras variaveis. O processo de caracterizacao precisa,
portanto, pode ser exaustivo. Além disso, os “atrelamentos” entre indices
substitutivos e grandes eventos clinicos precisa ser estabelecido, ao longo
do tempo, a partir de observacdes feitas por diferentes grupos de
investigadores, envolvendo numero representativo de casos.

Na HAP, conforme explicitado anteriormente, varidveis como a
distdncia caminhada no teste de seis minutos, o consumo de oxigénio
determinado pela ergoespirometria e o indice cardiaco, entre outras, tém
sido associadas ao prognéstico e a sobrevida.''?"'*""® Entretanto, as

informacbdes ainda sdo escassas sobre marcadores de prognostico em
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formas especificas de HAP. Por outro lado, a caracterizacdo dos peptideos

natriuréticos como indices de gravidade'®*'?!

reflete a intengcdo de se
vincular a evolugdo clinica desfavoravel a deterioracdo progressiva da
fungcdo miocardica (notadamente a fungéo ventricular direita). Neste sentido,
torna-se justificavel a busca por marcadores biolégicos que reflitam a

gravidade da disfungdo microvascular em si. Na HAP, niveis circulantes de

substancias como as endotelinas,'® o fator de von Willebrand,'®"%! as

152 125,177

selectinas (e outras proteinas de adesao), > nucleotideos ciclicos,
citocinas'® e moléculas como sCD40 e sCD154 (sCD40-L)'®""° podem ser
explorados quanto ao seu potencial de predizer a evolugao e a gravidade da
doenca.

No presente estudo, optou-se por analisar, em maior profundidade, os
possiveis fatores de risco para o desfecho fatal apenas nos portadores de
cardiopatia congénita, em vista do nimero de individuos na amostra. Neste
sentido, a analise resultou especifica para esta subcategoria diagnostica da
HAP. Entre as oito proteinas analisadas em amostra de sangue periférico,
apenas o nivel plasmatico de vVWF:Ag mostrou associacao significante com a
sobrevida. Dentro dos limites dos fatores que puderam ser analisados como
possiveis interferentes, o VWF:Ag foi considerado como um fator de risco
independente, com respeito ao prognostico. Ressalte-se que nesta parte do
estudo a maioria dos pacientes apresentava-se em classe funcional Il.
Especula-se que outras proteinas poderiam ter sido também caracterizadas

como fatores de risco, caso houvesse um maior numero de pacientes em

situacdo mais grave (classe Il avancada, por exemplo). Esta mesma
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situacdo de condicao clinica de menor gravidade (38 de 46 pacientes em
classe funcional Il e 18 individuos acianéticos, sem o tipico perfil da
sindrome de Eisenmenger) possivelmente expligue a ndo observagao, no
estudo, de associacao entre capacidade fisica, resposta a tratamento com
drogas especificas e sobrevida, contrariando observagées recentes.'®*'®!

Ha particularidades importantes no que diz respeito a analise da
concentragdo plasmatica de vWF:Ag, sobretudo no estabelecimento de
“niveis de corte” para a caracterizacao de gravidade da doengca. Um dos
problemas diz respeito aos métodos de determinagdo. Houve modificacoes,
ao longo do tempo, de forma que inicialmente as analises eram feitas por
imunodifusdo em gel (eletroforese do tipo rocket), e mais recentemente tém
sido empregados testes imunoenzimaticos do tipo “ELISA."'**'3'" No
presente estudo, com obijetivo de tornar os resultados mais reprodutiveis e
comparaveis, optou-se por estabelecer, como “niveis de corte”, valores
correspondentes a percentis (90 e 95) do grupo controle, ao invés de se
considerar concentragées dadas, mencionadas na literatura, ou mesmo
identificadas em verificacoes prévia em nosso laboratorio. Este cuidado
pareceu relevante e recomendavel em futuros estudos envolvendo este
marcador.

Outro aspecto a ser considerado, € que a concentracdo plasmatica de
VWF:Ag pode flutuar de maneira nao diretamente relacionada a evolugéo da
doenga (no caso, HAP). O fator de von Willebrand é considerado como uma
“proteina de fase aguda”. Como tal, seus niveis circulantes podem flutuar em

decorréncia de diversas situagdes de natureza inflamatéria ou
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%8.1821184 Este comportamento talvez explique o fato de apenas o

infecciosa.
nivel médio de quatro determinacées ao longo de seis meses ter se
associado de forma significante com a sobrevida. Aqui, novamente,
especula-se que uma Unica determinagcdo pudesse ter se mostrado
suficiente (conforme verificado por Kawut e colaboradores em individuos
com outras formas de HAP'®) caso a amostra de pacientes incluisse maior
namero em situacdo de doenca mais avancada. De qualquer forma,
permanece a impressao de que em HAPCCg, uma elevacgao persistente do
VWF:Ag plasmatico (a partir de determinacdées sequenciais) € necessaria
para a definicao da condicao de risco.

Finalmente, caberia especular sobre a razdo pela qual niveis
circulantes aumentados de VWF:Ag refletiriam um prognostico mais sombrio.
Sendo o fator de von Willebrand uma molécula de adesdo para células
endoteliais e plaquetas,'® e um transportador do fator VIl da coagulagao, '
a idéia mais imediata é a de que a trombose poderia ser o elemento de
ligacdo. Com efeito, a trombose arterial, notadamente em territério pulmonar,
€ uma complicacdo amplamente conhecida na sindrome de
Eisenmenger.®'®" Entretanto, é igualmente passivel de especulacio o fato
de o VWF:Ag plasmatico poder refletir, indiretamente, uma série de eventos
biol6gicos implicados no desenvolvimento da disfuncdo microvascular.
Ressalte-se, nesse sentido, que o fator é liberado, a partir dos corpusculos
de Weibel-Palade, por uma gama de estimulos que inclui a hipbxia, shear

stress, citocinas, trombose, fibrina, componentes do complemento (C56-9),

histamina e epinefrina. Especulativamente, esses (ou outros) poderiam ser
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elos entre o que se verifica com o fator de von Willebrand circulante e a
progressao da doenga em pacientes com HAPCCg.

Em suma, essas verificacbes sao ainda preliminares. Futuras
observacdes, envolvendo casuisticas maiores, acompanhadas por tempo
mais longo, serao importantes para a eleicdo definitiva do fator de von
Willebrand como indice de risco na doenca. Entretanto, os dados de que se
dispde até o momento, oriundos de estudos Unidade Clinica de Cardiologia
Pediatrica e Cardiopatias Congénitas do Adulto (InCor — HCFMUSP),62130.131

9

publicados por outros autores'®® e as presentes verificagbes parecem

apontar nesta direcao.
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As observacOes feitas nas diferentes etapas do estudo permitem
consideragdes que sao relacionadas a seguir. Estas devem ser vistas no
ambito de uma coorte de individuos com formas restritas de apresentagcao
da HAP, que se apresentavam inicialmente em condicdo de discreta a
moderada limitagcao decorrente da doencga, e foram seguidos por um periodo
de até quatro anos. Devido as caracteristicas dos pacientes encaminhados
ao ambulatério da Unidade Clinica de Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias
Congénitas do Adulto do InCor —HCFMUSP, a presente coorte se
caracterizou pela predominancia de individuos com a forma da doenca
associada a anomalias cardiacas congénitas. As observagdes, entao,
permitem concluir o seguinte:

1. Pacientes (adolescentes e adultos) com HAP idiopatica,
hereditaria ou associada a cardiopatias congénitas apresentam
alteracbes em proteinas circulantes (plasmaticas) de origem
endotelial e inflamatéria, que permitem caracterizar a condicao de
disfuncdo microvascular. Esta situacao é particularmente presente
em portadores de cardiopatias congénitas, nos quais, de forma
semelhante ao observado na HAP idiopéatica, componentes
inflamatorios estdo presentes. As alteragcbes bioquimicas
observadas correlacionam-se com variaveis funcionais de
gravidade da doenca.

2. Na HAP, o uso cronico da rosuvastatina, em dose baixa, por via
oral, associa-se a redug¢do do nivel circulante de pelo menos um

marcador de disfuncdo microvascular, a selectina-P, além de
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propiciar aumento discreto na saturacao periférica de oxigénio, ao
final do exercicio, nos individuos com hipoxemia crénica.

3. Em portadores de HAP associada a cardiopatias congénitas,
niveis circulantes persistentemente elevados do fator de von
Willebrand, observados em pelo menos quatro determinagdes
realizadas em periodo de seis meses, constituem fator de risco
independente para o desfecho fatal. Niveis de corte para a
definicdo de gravidade devem ser estabelecidos levando-se em
conta valores obtidos para a populacdo normal, através de
determinagdes feitas no mesmo laboratério e com a mesma
metodologia.

Em HAP, as alteragcbes que ocorrem na interface entre a superficie
mais interna dos vasos e o0s elementos circulantes, se nao iniciais,
certamente contribuem para a ocorréncia de complicacdes e progressao do
processo vaso-oclusivo. No futuro, esses eventos deverdo merecer atengao
cada vez maior, possibilitando o desenvolvimento de recursos terapéuticos
especificos. No que diz respeito a HAPCCg, sucessivas observacdes tém
apontado na direcdo da participagdo de componentes inflamatérios.
Conhecida que é a estreita relacao fisiopatoldégica entre inflamacao e
trombose (esta ultima amplamente demonstrada em adultos portadores de
cardiopatias congénitas), acdes terapéuticas poderado vir a ser propostas no
sentido de se atingir mecanismos moleculares que sao centrais e comuns a

esses eventos.
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Até o presente, os esforcos no sentido do desenvolvimento de
recursos farmacolégicos para o tratamento da HAP tém sido concentrados
em drogas que sd&o primariamente vasodilatadoras, embora,
reconhecidamente, apresentem outros efeitos. Entretanto, o manejo de
pacientes com HAP, como sindrome complexa, envolvendo multiplos
mecanismos fisiopatolégicos, devera incluir também terapias néao
necessariamente vasodilatadoras. Drogas com acdo sobre propriedades
especificas do endotélio e/ou moduladoras da resposta imune poderao e
deverdo ser adicionadas ao cenario. As perguntas que ficam aguardando
resposta dizem respeito aos potenciais efeitos de longo prazo dessas
drogas: como medi-los, € que beneficios esperar nas diferentes fases da
doenca vascular pulmonar.

O que se espera dos marcadores biolégicos, além da informacao
acerca dos riscos, é a possibilidade de virem a constituir um auxilio na
conducéao dos tratamentos. Deseja-se saber, por exemplo, se dois pacientes
com tratamento iniciado em presenca de diferencas marcantes no nivel dos
marcadores, apresentarao respostas diferentes. Deseja-se também saber se
pacientes com melhora bioquimica expressiva, logo apdés o inicio da
terapéutica, apresentardo estabilizacdo clinica mais consistente e
prolongada em relagdo aqueles nos quais os indices ndo se modificam
substancialmente. Por fim, interessa saber que tipo de interpretacao se deve
dar as flutuagdes nos niveis dos marcadores bioquimicos observadas no
curso de determinado tratamento, e como tais flutuagdes podem ser Uteis

nas decisbes de mudancas de estratégias. Evidentemente, estas sao
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apenas expectativas no momento, mas poderdo abrir portas para futuras
linhas de investigacao.

Finalmente, sugere-se que o acompanhamento ambulatorial dos
pacientes portadores de HAP seja rigoroso, no uso das ferramentas
diagnésticas e terapéutica adequada, e delicado, no trato com os pacientes
e seus familiares. Paciéncia para ouvir queixas e valoriza-las, sensibilidade
para perceber angustia e sofrimento disfarcados em um sorriso com olhar
distante, e sinceridade ao informar que a vida pode ser bem vivida apesar da
doenca, parecem ter papel importante na sobrevida dos pacientes.
Recomenda-se que essas observacdes sejam objeto de investigacao diaria
daqueles que convivem com pacientes com HAP, devendo ser até

extrapoladas para outras doencas.
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7. Anexos

ANEXO 1 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico do vWF:Ag
na condicao basal

VWF:Ag (U/dL)

Numero Paciente Grupo Todos Grupo A Grupo B Grupo C GruposBeC Controle
1 FRS C 145,53 145,53 145,53 117,48
2 JCS C 146,01 146,01 146,01 85,62
3 RKE C 102,49 102,49 102,49 68,00
4 RM C 146,51 146,51 146,51 63,49
5 MNKR C 112,89 112,89 112,89 139,02
6 MSPL C 137,02 137,02 137,02 107,55
7 Al C 116,56 116,56 116,56 119,56
8 PAMB C 124,33 124,33 124,33 131,42
9 MACOA C 145,70 145,70 145,70 129,36
10 SAVS C 177,48 177,48 177,48 117,28
11 RSR C 138,02 138,02 138,02 103,27
12 TCMS C 81,96 81,96 81,96 109,91
13 LNR C 134,93 134,93 134,93 132,31
14 MNKR C 137,41 137,41 137,41 123,01
15 ARS B 125,19 125,19 125,19 95,68
16 JNA B 138,59 138,59 138,59 115,89
17 AKD A 72,27 72,27 80,32
18 DED A 120,51 120,51 134,01
19 CAS B 94,81 94,81 94,81 64,65
20 ZRF B 119,77 119,77 119,77 100,35
21 ANS A 152,17 152,17 102,56
22 RPTF A 135,45 135,45 113,44
23 AVNS A 127,76 127,76 131,49
24 EBM A 86,10 86,10 102,70
25 DGM B 94,07 94,07 94,07 119,07
26 DCS B 111,36 111,36 111,36 98,95
27 CASJ A 79,22 79,22 74,99
28 CABS A 122,49 122,49 135,39
29 AF B 120,98 120,98 120,98 82,29
30 DPS B 123,05 123,05 123,05 93,15
31 CBMS C 133,05 133,05 133,05 76,28
32 OoLJ C 140,60 140,60 140,60 146,84
33 CCC B 118,14 118,14 118,14 63,61
34 NBS B 132,21 132,21 132,21 62,23
35 ACS C 103,39 103,39 103,39 122,75
36 JLSC C 146,92 146,92 146,92 79,37
37 APMN B 114,74 114,74 114,74 120,50
38 GDN C 94,29 94,29 94,29 135,38
39 DVS B 108,96 108,96 108,96
40 EBS C 112,74 112,74 112,74
41 JAN A 124,84 124,84
42 MCS A 89,26 89,26
43 LFMPC C 127,11 127,11 127,11
44 TADB C 113,98 113,98 113,98
45 CCs C 122,06 122,06 122,06
46 CA C 158,74 158,74 158,74
47 ESC B 150,52 150,52 150,52
48 MCAS C 146,51 146,51 146,51
49 VIS A 147,90
50 ZPGS A 119,76
51 FBO C 111,69 111,69 111,69
52 KCM C 128,55 128,55 128,55
53 FMDS A 153,73 153,73
54 JLAS A 133,05 133,05
55 CFM B 152,02 152,02 152,02
56 FTL C 72,50 72,50 72,50
57 DMN B 104,86 104,86 104,86
58 MDT B 109,74 109,74 109,74
59 IJL B 89,84 89,84 89,84
60 JBS B 98,30 98,30 98,30

1222 (22,9)  118,9(26,9) 117,6 (18,12) 127,11 (23,22) 125,05 (20,65) | 105,24 (24,71)

VWF:Ag, fator de von Willebrand;
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em média e desvio padréo.
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ANEXO 2 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico do t-PA na
condicao basal

t-PA (ng/mL)

Numero Paciente Grupo Todos Grupo A Grupo B Grupo C Grupos BeC Controle
1 FRS C 12,92 12,92 12,92 4,31
2 JCS C 18,24 18,24 18,24 6,41
3 RKE C 7,19 7,19 7,19 4,44
4 RM C 9,51 9,51 9,51 5,88
5 MNKR C 11,75 11,75 11,75 4,43
6 MSPL C 5,55 5,55 5,55 4,09
7 Al C 10,92 10,92 10,92 4,70
8 PAMB C 10,16 10,16 10,16 7,49
9 MACOA C 11,28 11,28 11,28 4,85
10 SAVS C 23,93 23,93 23,93 4,59
11 RSR C 6,21 6,21 6,21 2,87
12 TCMS C 12,18 12,18 12,18 6,05
13 LNR C 8,22 8,22 8,22 5,62
14 MNKR C 9,07 9,07 9,07 4,96
15 ARS B 3,96 3,96 3,96 4,88
16 JNA B 7,42 7,42 7,42 6,31
17 AKD A 12,22 12,22 6,47
18 DED A 11,90 11,90 8,50
19 CAS B 4,70 4,70 4,70 8,49
20 ZRF B 3,01 3,01 3,01 5,19
21 ANS A 3,93 3,93 4,90
22 RPTF A 6,25 6,25 5,00
23 AVNS A 8,93 8,93 6,88
24 EBM A 4,62 4,62 6,74
25 DGM B 4,49 4,49 4,49 3,77
26 DCS B 6,55 6,55 6,55 8,88
27 CASJ A 5,41 5,41 6,70
28 CABS A 5,32 5,32 5,41
29 AF B 6,23 6,23 6,23 8,34
30 DPS B 12,01 12,01 12,01 4,24
31 CBMS C 16,15 16,15 16,15 6,09
32 oLJ C 7,01 7,01 7,01 6,57
33 CCC B 5,56 5,56 5,56 5,46
34 NBS B 10,02 10,02 10,02 5,54
35 ACS C 10,43 10,43 10,43 3,88
36 JLSC C 18,55 18,55 18,55 5,74
37 APMN B 10,06 10,06 10,06 9,71
38 GDN C 7,04 7,04 7,04 10,25
39 DVS B 6,92 6,92 6,92
40 EBS C 7,26 7,26 7,26
41 JAN A 9,35 9,35
42 MCS A 4,61 4,61
43 LFMPC C 13,87 13,87 13,87
44 TADB C 6,94 6,94 6,94
45 CCs C 7,02 7,02 7,02
46 CA C 11,68 11,68 11,68
47 ESC B 8,95 8,95 8,95
48 MCAS C 6,69 6,69 6,69
49 VIS A 5,30 5,30 5,30
50 ZPGS A 3,61 3,61
51 FBO C 5,56 5,56 5,56
52 KCM C 5,81 5,81 5,81
53 FMDS A 8,42 8,42
54 JLAS A 7,70 7,70
55 CFM B 6,32 6,32 6,32
56 FTL C 8,71 8,71 8,71
57 DMN B 8,44 8,44 8,44
58 MDT B 10,65 10,65 10,65
59 IJL B 6,24 6,24 6,24
60 JBS B 5,31 5,31 5,31

8,57 (3,96) 6,97 (2,83)  7,05(2,50) 10,35 (4,50) 9,06 (4,14) 5,91 (1,71)

tPA, ativador do plasminogénio tecidual;
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em média e desvio padréo.
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ANEXO 3 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico do PAI-1 na
condicao basal

PAI-1 (ng/mL)

Numero Paciente Grupo Total Grupo A Grupo B Grupo C Grupos Be C Controle
1 FRS C 43,49 43,49 43,49 11,21
2 JCS C 60,60 60,60 60,60 10,49
3 RKE C 23,80 23,80 23,80 24,77
4 RM C 29,31 29,31 29,31 10,85
5 MNKR C 34,42 34,42 34,42 21,67
6 MSPL C 28,27 28,27 28,27 21,12
7 Al C 37,21 37,21 37,21 20,73
8 PAMB C 31,14 31,14 31,14 16,46
9 MACOA C 43,56 43,56 43,56 15,29
10 SAVS C 134,71 134,71 134,71 18,36
11 RSR C 23,86 23,86 23,86 11,40
12 TCMS C 49,69 49,69 49,69 16,41
13 LNR C 41,96 41,96 41,96 17,01
14 MNKR C 30,22 30,22 30,22 19,06
15 ARS B 17,41 17,41 17,41 9,34
16 JNA B 14,97 14,97 14,97 10,25
17 AKD A 103,28 103,28 13,36
18 DED A 69,82 69,82 9,29
19 CAS B 12,68 12,68 12,68 6,49
20 ZRF B 11,18 11,18 11,18 19,67
21 ANS A 9,85 9,85 5,23
22 RPTF A 17,00 17,00 9,73
23 AVNS A 81,32 81,32 8,41
24 EBM A 17,45 17,45 22,16
25 DGM B 24,60 24,60 24,60 15,54
26 DCS B 42,68 42,68 42,68 9,83
27 CASJ A 20,76 20,76 41,15
28 CABS A 18,75 18,75 35,29
29 AF B 51,72 51,72 51,72 18,95
30 DPS B 69,05 69,05 69,05 17,98

31 CBMS C 32,63 32,63 32,63 20,49
32 oLJ C 24,08 24,08 24,08 9,68
33 CCC B 27,08 27,08 27,08 23,12
34 NBS B 9,69 9,69 9,69 16,54
35 ACS C 9,88 9,88 9,88 7,54
36 JLSC C 54,80 54,80 54,80 19,73
37 APMN B 20,55 20,55 20,55 10,85
38 GDN C 22,53 22,53 22,53 40,81
39 DVS B 22,85 22,85 22,85 42,88
40 EBS C 10,71 10,71 10,71

41 JAN A 16,15 16,15

42 MCS A 12,76 12,76

43 LFMPC C 45,55 45,55 45,55

44 TADB C 17,33 17,33 17,33

45 CCs C 20,99 20,99 20,99

46 CA C 42,93 42,93 42,93

47 ESC B 19,69 19,69 19,69

48 MCAS C 31,98 31,98 31,98

49 VIS A 9,74 9,74

50 ZPGS A 39,20 39,20

51 FBO C 24,15 24,15 24,15

52 KCM C 13,54 13,54 13,54

53 FMDS A 67,44 67,44

54 JLAS A 13,28 13,28

55 CFM B 24,46 24,46 24,46

56 FTL C 28,64 28,64 28,64

57 DMN B 18,75 18,75 18,75

58 MDT B 18,31 18,31 18,31

59 IJL B 17,87 17,87 17,87

60 JBS B 15,41 15,41 15,41

24,11 18,10 19,22 30,68 24,53 16,46
(9,69;34,7) (9,74;103,3)  (9,69;69,05) (9,88;134,71) (9,69;134,71) (5,23;42,88)

PAI-1, inibidor do ativador do plasminogénio;
Medidas de tendéncia central e dispersdo expressas, ao final, em mediana,, e limites inferior e superior.
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ANEXO 4- Dados individuais relativos ao nivel plasmatico da
selectina-P na condicao basal

Selectina-P (ng/mL)

Numero Paciente Grupo Total Grupo A Grupo B Grupo C GruposBe C Controle
1 FRS C 76,00 76,00 76,00 32,92
2 JCS C 62,81 62,81 62,81 39,66
3 RKE C 85,33 85,33 85,33 28,52
4 RM C 83,36 83,36 83,36 25,86
5 MNKR C 50,19 50,19 50,19 17,72
6 MSPL C 32,99 32,99 32,99 26,62
7 Al C 79,65 79,65 79,65 27,38
8 PAMB C 81,76 81,76 81,76 8,82
9 MACOA C 29,16 29,16 29,16 30,58
10 SAVS C 91,61 91,61 91,61 19,40
11 RSR C 47,83 47,83 47,83 18,36
12 TCMS C 33,65 33,65 33,65 16,11
13 LNR C 57,56 57,56 57,56 26,37
14 MNKR C 23,42 23,42 23,42 14,47
15 ARS B 62,55 62,55 62,55 24,79
16 JNA B 75,06 75,06 75,06 14,94
17 AKD A 46,17 46,17 29,96
18 DED A 41,22 41,22 29,03
19 CAS B 24,37 24,37 24,37 49,85
20 ZRF B 14,18 14,18 14,18 35,54
21 ANS A 22,02 22,02 36,79
22 RPTF A 30,23 30,23 22,62
23 AVNS A 40,02 40,02 53,96
24 EBM A 41,98 41,98 29,68
25 DGM B 28,87 28,87 28,87 11,62
26 DCS B 23,63 23,63 23,63 24,07
27 CASJ A 42,56 42,56 23,23
28 CABS A 13,68 13,68 15,82
29 AF B 49,58 49,58 49,58 19,30
30 DPS B 36,19 36,19 36,19 20,01
31 CBMS C 51,90 51,90 51,90 17,82
32 oLJ C 136,94 136,94 136,94
33 CCC B 37,72 37,72 37,72
34 NBS B 54,42 54,42 54,42
35 ACS C 35,37 35,37 35,37
36 JLSC C 45,78 45,78 45,78
37 APMN B 25,41 25,41 25,41
38 GDN C 45,75 45,75 45,75
39 DVS B 32,82 32,82 32,82
40 EBS C 19,26 19,26 19,26
41 JAN A 36,65 36,65
42 MCS A 46,59 46,59
43 LFMPC C 37,60 37,60 37,60
44 TADB C 49,93 49,93 49,93
45 CCs C 18,75 18,75 18,75
46 CA C 51,68 51,68 51,68
47 ESC B 42,38 42,38 42,38
48 MCAS C 21,18 21,13 21,13
49 VIS A 40,57 40,57
50 ZPGS A 24,89 24,89
51 FBO C 43,87 43,87 43,87
52 KCM C 43,90 43,90 43,90
53 FMDS A 18,29 18,29
54 JLAS A 31,99 31,99
55 CFM B 15,53 15,53 15,53
56 FTL C 48,40 48,40 48,40
57 DMN B 20,19 20,19 20,19
58 MDT B 29,85 29,85 29,85
59 IJL B 23,05 23,05 23,05
60 JBS B 10,71 10,71 10,71

428 (23,0) 34,06 (10,69) 33,69 (17,41) 53,06 (26,61) 4312 (2511) 2554 (10,26)

Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em média e desvio padréo.
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ANEXO 5 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico do TNF-a na
condicao basal

TNF- a (pg/mL)

Numero Paciente Grupo Total Grupo A Grupo B Grupo C GruposBeC  Controle
1 FRS C 0,71 0,71 0,71 0,35
2 JCS C 1,22 1,22 1,22 0,64
3 RKE C 0,69 0,69 0,69 0,75
4 RM C 1,07 1,07 1,07 0,81
5 MNKR C 0,84 0,84 0,84 0,80
6 MSPL C 1,44 1,44 1,44 0,82
7 Al C 1,19 1,19 1,19 0,56
8 PAMB C 1,15 1,15 1,15 1,68
9 MACOA C 2,07 2,07 2,07 0,64
10 SAVS C 1,31 1,31 1,31 0,15
11 RSR C 0,29 0,29 0,29 2,50
12 TCMS C 0,67 0,67 0,67 0,38
13 LNR C 0,84 0,84 0,84 0,79
14 MNKR C 0,39 0,39 0,39 0,71
15 ARS B 0,31 0,31 0,31 0,43
16 JNA B 0,81 0,81 0,81 0,66
17 AKD A 1,94 1,94 0,54
18 DED A 0,63 0,63 0,52
19 CAS B 0,31 0,31 0,31 0,87
20 ZRF B 1,62 1,62 1,62 0,51
21 ANS A 0,62 0,62 0,17
22 RPTF A 0,72 0,72 0,08
23 AVNS A 1,64 1,64 0,20
24 EBM A 0,72 0,72 0,44
25 DGM B 1,38 1,38 1,38 0,10
26 DCS B 5,25 5,25 5,25 0,35
27 CASJ A 3,55 3,55 2,25
28 CABS A 4,79 4,79 2,86
29 AF B 1,80 1,80 1,80
30 DPS B 5,61 5,61 5,61
31 CBMS C 0,56 0,56 0,56
32 oLJ C 0,36 0,36 0,36
33 CCC B 0,54 0,54 0,54
34 NBS B 0,36 0,36 0,36
35 ACS C 1,09 1,09 1,09
36 JLSC C 0,41 0,41 0,41
37 APMN B 1,02 1,02 1,02
38 GDN C 0,30 0,30 0,30
39 DVS B 0,29 0,29 0,29
40 EBS C 0,18 0,18 0,18
41 JAN A 0,20 0,20
42 MCS A 0,23 0,23
43 LFMPC C 0,44 0,44 0,44
44 TADB C 0,44 0,44 0,44
45 CCs C 0,18 0,18 0,18
46 CA C 0,55 0,55 0,55
47 ESC B 0,12 0,12 0,12
48 MCAS C 0,12 0,12 0,12
49 VIS A 0,87 0,87
50 ZPGS A 0,72 0,72
51 FBO C 0,11 0,11 0,11
52 KCM C 0,19 0,19 0,19
53 FMDS A 0,76 0,76
54 JLAS A 1,45 1,45
55 CFM B 1,29 1,29 1,29
56 FTL C 1,47 1,47 1,47
57 DMN B 0,43 0,43 0,43
58 MDT B 2,15 2,15 2,15
59 IJL B 5,54 5,54 5,54
60 JBS B 1,07 1,07 1,07

0,72 0,74 1,04 0,61 0,70 0,6
(0.11:5.61) (0.20:4.79) (0.12:5.61) (0.11:2.07) (0.11:5.61) (0.08:2.86)

TNF-a, fator de necrose tumoral
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em mediana, e limites inferior e superior
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ANEXO 6 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico da PCR na
condicao basal

PCR (mcg/mL)

Numero Paciente Grupo Total Grupo A Grupo B Grupo C GruposBeC Controle
1 FRS C 2,83 2,83 2,83 6,46
2 JCS C 11,80 11,80 11,80 1,51
3 RKE C 6,44 6,44 6,44 6,00
4 RM C 5,87 5,87 5,87 6,21
5 MNKR C 10,95 10,95 10,95 0,92
6 MSPL C 6,57 6,57 6,57 2,97
7 Al C 1,88 1,88 1,88 8,75
8 PAMB C 1,76 1,76 1,76 8,68
9 MACOA C 1,34 1,34 1,34 9,45
10 SAVS C 2,25 2,25 2,25 5,42
11 RSR C 8,00 8,00 8,00 1,86
12 TCMS C 0,78 0,78 0,78 8,05
13 LNR C 3,86 3,86 3,86 2,45
14 MNKR C 1,55 1,55 1,55 2,73
15 ARS B 2,21 2,21 2,21 9,91
16 JNA B 0,97 0,97 0,97 2,72
17 AKD A 6,72 6,72 4,43
18 DED A 6,12 6,12 7,42
19 CAS B 0,36 0,36 0,36 9,76
20 ZRF B 8,17 8,17 8,17 8,36
21 ANS A 2,68 2,68 9,38
22 RPTF A 5,56 5,56 0,67
23 AVNS A 7,25 7,25 2,39
24 EBM A 1,21 1,21 1,04
25 DGM B 1,42 1,42 1,42 2,73
26 DCS B 0,18 0,18 0,18 3,85
27 CASJ A 0,63 0,63 0,75
28 CABS A 3,99 3,99 0,90
29 AF B 8,88 8,88 8,88 1,45
30 DPS B 2,47 2,47 2,47 1,96
31 CBMS C 10,14 10,14 10,14 7,04
32 oLJ C 9,23 9,23 9,23 9,22
33 CCC B 2,09 2,09 2,09
34 NBS B 9,13 9,13 9,13
35 ACS C 5,51 5,51 5,51
36 JLSC C 9,70 9,70 9,70
37 APMN B 2,89 2,89 2,89
38 GDN C 6,79 6,79 6,79
39 DVS B 4,15 4,15 4,15
40 EBS C 1,62 1,62 1,62
41 JAN A 6,53 6,53
42 MCS A 5,90 5,90
43 LFMPC C 9,32 9,32 9,32
44 TADB C 0,83 0,83 0,83
45 CCs C 8,90 8,90 8,90
46 CA C 6,97 6,97 6,97
47 ESC B 9,47 9,47 9,47
48 MCAS C 8,09 8,09 8,09
49 VIS A 8,48 8,48
50 ZPGS A 2,60 2,60
51 FBO C 7,36 7,36 7,36
52 KCM C 7,94 7,94 7,94
53 FMDS A 8,84 8,84
54 JLAS A 9,12 9,12
55 CFM B 6,90 6,90 6,90
56 FTL C 7,79 7,79 7,79
57 DMN B 8,61 8,61 8,61
58 MDT B 8,32 8,32 8,32
59 IJL B 6,87 6,87 6,87
60 JBS B 4,27 4,27 4,27

6,28 6,01 4,21 6,68 6,50 4,14
(0,18;11,80) (0,63;9,12) (0,18;9,47) (0,78;11,80)  (0,18;11,80) (0,67;9,91)

PCR, proteina C reativa;
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em mediana, e limites inferior e superior
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ANEXO 7 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico da IL-6 na
condicao basal

IL-6 (pg/mL)

Numero Paciente Grupo Total Grupo A Grupo B Grupo C GruposBeC Controle
1 FRS C 1,29 1,29 1,29 0,51
2 JCS C 4,09 4,09 4,09 1,11
3 RKE C 5,77 5,77 5,77 0,77
4 RM C 1,98 1,98 1,98 0,31
5 MNKR C 1,29 1,29 1,29 1,07
6 MSPL C 1,64 1,64 1,64 0,47
7 Al C 10,55 10,55 10,55 0,64
8 PAMB C 2,53 2,53 2,53 0,91
9 MACOA C 1,45 1,45 1,45 1,20
10 SAVS C 2,53 2,53 2,53 0,51
11 RSR C 0,69 0,69 0,69 0,35
12 TCMS C 0,80 0,80 0,80 0,91
13 LNR C 1,08 1,08 1,08 0,90
14 MNKR C 2,01 2,01 2,01 0,87
15 ARS B 1,07 1,07 1,07 1,04
16 JNA B 2,90 2,90 2,90 1,12
17 AKD A 7,52 7,52 1,06
18 DED A 1,68 1,68 0,90
19 CAS B 0,79 0,79 0,79 6,57
20 ZRF B 2,51 2,51 2,51 0,72
21 ANS A 0,75 0,75 0,86
22 RPTF A 1,38 1,38 0,43
23 AVNS A 1,97 1,97 0,82
24 EBM A 1,12 1,12 5,09
25 DGM B 0,95 0,95 0,95 0,37
26 DCS B 10,58 10,58 10,58 1,50
27 CASJ A 0,83 0,83 0,79
28 CABS A 1,22 1,22 1,34
29 AF B 1,83 1,83 1,83 7,93
30 DPS B 4,59 4,59 4,59 1,13
31 CBMS C 3,02 3,02 3,02 0,52
32 oLJ C 2,27 2,27 2,27 0,29
33 CCC B 0,68 0,68 0,68 8,48
34 NBS B 1,40 1,40 1,40 0,36
35 ACS C 2,97 2,97 2,97 8,02
36 JLSC C 7,14 7,14 7,14
37 APMN B 0,37 0,37 0,37
38 GDN C 1,10 1,10 1,10
39 DVS B 1,51 1,51 1,51
40 EBS C 0,71 0,71 0,71
41 JAN A 1,49 1,49
42 MCS A 1,91 1,91
43 LFMPC C 1,15 1,15 1,15
44 TADB C 1,56 1,56 1,56
45 CCs C 1,25 1,25 1,25
46 CA C 1,06 1,06 1,06
47 ESC B 2,43 2,43 2,43
48 MCAS C 1,11 1,11 1,11
49 VIS A 1,60 1,60
50 ZPGS A 3,14 3,14
51 FBO C 1,33 1,33 1,33
52 KCM C 1,08 1,08 1
53 FMDS A 0,40 0,40 0,40
54 JLAS A 1,81 1,81
55 CFM B 0,78 0,78 0,78
56 FTL C 1,93 1,93 1,93
57 DMN B 6,15 6,15 6,15
58 MDT B 0,59 0,59 0,59
59 IJL B 0,77 0,77 0,77
60 JBS B 1,44 1,44 1,44

1,47 1,54 1,42 1,51 1,44 0,90
(0,37;10,6)  (0,40;7,52) (0,37;10,58) (0,69;10,55) (0,37;10,58) (0,29;8,48)

IL-6, interleucina-6;
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em mediana, e limites inferior e superior
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ANEXO 8 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico da IL-10 na
condicao basal

IL-10 (pg/mL)

Numero Paciente Grupo Total Grupo A Grupo B Grupo C GruposBeC Controle
1 FRS C 1,36 1,36 1,36 0,78
2 JCS C 0,53 0,53 0,53 0,81
3 RKE C 1,98 1,98 1,98 2,18
4 RM C 2,56 2,56 2,56 1,19
5 MNKR C 2,37 2,37 2,37 2,58
6 MSPL C 1,40 1,40 1,40 0,36
7 Al C 1,96 1,96 1,96 1,20
8 PAMB C 1,14 1,14 1,14 0,61
9 MACOA C 1,73 1,73 1,73 1,69
10 SAVS C 4,29 4,29 4,29 2,32
11 RSR C 1,40 1,40 1,40 2,01
12 TCMS C 2,88 2,88 2,88 1,57
13 LNR C 4,49 4,49 4,49 2,37
14 MNKR C 2,85 2,85 2,85 0,95
15 ARS B 6,22 6,22 6,22 1,82
16 JNA B 5,29 5,29 5,29 1,62
17 AKD A 3,06 3,06 1,02
18 DED A 3,18 3,18 2,37
19 CAS B 1,03 1,03 1,03 0,03
20 ZRF B 3,16 3,16 3,16 0,36
21 ANS A 2,09 2,09 0,27
22 RPTF A 3,97 3,97 2,31
23 AVNS A 2,08 2,08 0,93
24 EBM A 2,10 2,10 0,38
25 DGM B 1,21 1,21 s 0,46
26 DCS B 1,38 1,38 1,38 0,21
27 CASJ A 1,54 1,54 0,12
28 CABS A 5,97 5,97 0,54
29 AF B 1,22 1,22 1,22 0,10
30 DPS B 2,69 2,69 2,69 0,15
31 CBMS C 1,48 1,48 1,48 3,32
32 oLJ C 1,15 1,15 1,15 0,003
33 CCC B 4,06 4,06 4,06
34 NBS B 3,39 3,39 3,39
35 ACS C 3,42 3,42 3,42
36 JLSC C 5,94 5,94 5,94
37 APMN B 1,16 1,16 1,16
38 GDN C 4,13 4,13 4,13
39 DVS B 1,93 1,93 1,93
40 EBS C 1,95 1,95 1,95
41 JAN A 1,25 1,25
42 MCS A 3,13 3,13
43 LFMPC C 0,50 0,50 0,50
44 TADB C 3,05 3,05 3,05
45 CCs C 0,96 0,96 0,96
46 CA C 0,79 0,79 0,79
47 ESC B 0,59 0,59 0,59
48 MCAS C 0,73 0,73 0,73
49 VIS A 1,00 1,00
50 ZPGS A 1,62 1,62
51 FBO C 0,88 0,88 0,88
52 KCM C 1,04 1,04 1,04
53 FMDS A 0,04 0,04
54 JLAS A 1,50 1,50
55 CFM B 0,04 0,04 0,04
56 FTL C 3,72 3,72 3,72
57 DMN B 5,89 5,89 5,89
58 MDT B 11,88 11,88 11,88
59 IJL B 2,18 2,18 2,18
60 JBS B 1,66 1,66 1,66

1,95 2,09 2,06 1,84 1,94 0,94

(0,04;11,9)  (0,04;597)  (0,04;11,88)  (0,50:594)  (0,04;11,88)  (0,003;3,32)

IL-10, interleucina-10;
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em mediana, e limites inferior e superior
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Anexo 9 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico do vVWF:Ag

nas condi¢coes pré-tratamento, 30, 90 e 180 dias, nos

grupos placebo e rosuvastatina

Placebo

VWF:Ag (U/dL)

Estatina

VWF:Ag (U/dL)

trat:'imo 30 dias 90 dias 180 dias
145,53 176,17 202,04 166,31
102,49 120,85 102,87 98,82
112,89 145,93 218,26 132,55
124,33 131,46 137,91 117,88
177,48 199,52 199,24 212,53
81,96 92,19 88,03 90,24
137,41 133,80 153,30 133,03
125,19 144,92 115,59 115,43
120,51 111,73 114,75 122,46
119,77 130,95 137,42 131,18
135,45 123,48 120,87 119,00
86,10 78,89 93,03 83,60
111,36 97,62 107,21 126,95
122,49 111,28 112,94 107,46
123,05 125,17 116,58 126,01
140,60 131,48 134,21 129,99
132,21 119,37 129,61 152,24
103,39 111,67 105,88 84,69
94,29 109,58 114,04 111,56
108,96 117,31 125,84 111,20
124,84 124,18 115,03 124,10
127,11 123,89 124,50 123,50
158,74 152,16 165,41 149,24
150,52 150,43 134,70 135,43
147,90 154,62 145,95 148,19
111,69 142,27 130,61 123,78
153,73 154,07 165,80 169,81
72,50 57,84 82,02 28,00
109,74 117,38 125,78 103,34
98,30 119,34 115,13 134,06
122,02 126,98 131,15 123,75
(23,79) (27,50) (32,30) (31,92)

trat:'fémo 30 dias 90 dias 180 dias
146,01 136,23 143,08 119,04
146,51 130,34 121,76 127,03
137,02 147,18 109,36 108,76
116,56 125,43 118,47 118,56
145,70 175,88 171,41 169,02
138,02 141,53 142,58 146,30
134,93 133,89 138,55 117,88
138,59 117,74 92,02 89,92
72,27 81,83 79,46 63,16
94,81 130,58 85,96 80,43
152,17 165,02 164,36 171,21
127,76 115,97 102,51 89,68
94,07 59,72 62,21 103,91
79,22 94,60 90,21 93,79
120,98 129,77 132,68 123,39
133,05 125,00 120,85 134,07
118,14 125,49 129,77 112,64
146,92 138,68 134,14 141,50
114,74 92,28 104,75 114,12
112,74 118,90 112,98 108,58
89,26 86,91 80,14 91,03
113,98 125,61 116,44 121,41
122,06 117,88 118,06 137,18
146,51 130,68 136,11 121,56
119,76 111,42 117,36 112,27
128,55 133,50 133,09 143,51
133,05 131,74 157,99 134,96
152,02 148,96 160,98 151,03
104,86 105,82 109,54 114,89
89,84 80,31 105,72 92,40
122,34 121,96 119,75 118,44
(22,35) (25,07) (26,56) (24,92)

VWF:Ag, fator de von Willebrand;

Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em média e desvio padréo.
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ANEXO 10 -

Dados individuais relativos ao nivel plasmatico do t-PA
nas condicoes pré-tratamento, 30, 90 e 180 dias, nos
grupos placebo e rosuvastatina

Placebo Estatina
t-PA (ng/mL) t-PA (ng/mL)

Pré-tratamento 30 dias 90 dias 180 dias Pré-tratamento 30 dias 90 dias 180 dias
12,92 10,76 10,97 9,77 18,24 14,41 17,47 13,71
7,19 7,64 5,46 8,52 9,51 9,77 6,99 8,91
11,75 9,76 14,93 12,83 5,55 6,75 5,14 7,91
10,16 9,05 8,43 8,04 10,92 10,18 7,77 10,18
23,93 21,80 15,40 25,56 11,28 12,30 8,33 12,34
12,18 12,13 8,63 5,76 6,21 8,13 4,82 5,50
9,07 8,62 6,41 5,78 8,22 11,78 9,18 9,33
3,96 4,79 3,49 4,19 7,42 6,78 4,02 2,63
11,90 14,80 18,53 15,30 12,22 12,87 9,49 11,77
3,01 10,41 10,70 9,53 4,70 4,97 6,24 4,90
6,25 5,82 6,02 6,08 3,93 3,85 4,64 4,48
4,62 5,21 4,38 4,81 8,93 7,85 8,62 9,72
6,55 6,31 7,44 7,49 4,49 4,83 5,10 4,67
5,32 5,36 4,89 5,07 5,41 4,35 4,91 4,86
12,01 10,20 6,08 8,97 6,23 5,66 5,64 7,21
7,01 7,04 7,98 8,02 16,15 14,61 13,02 13,57
10,02 10,59 11,82 16,64 5,56 5,22 6,58 6,19
10,43 14,45 14,80 15,65 18,55 12,31 21,05 16,35
7,04 7,03 7,41 7,43 10,06 10,76 9,16 9,82
6,92 8,46 7,78 9,21 7,26 8,18 6,71 7,23
9,35 6,79 10,19 8,63 4,61 4,92 5,24 6,24
13,87 14,98 17,77 13,16 6,94 6,88 8,15 7,98
11,68 13,24 15,15 12,77 7,02 7,15 7,15 9,10
8,95 8,16 7,75 6,90 6,69 5,70 7,41 6,61
5,30 8,59 6,20 8,73 3,61 3,78 4,06 3,57
5,56 8,10 6,87 5,32 5,81 6,17 5,84 7,79
8,42 9,50 13,12 10,37 7,70 6,19 8,83 6,04
8,71 6,73 8,24 7,67 6,32 5,55 7,13 7,09
10,65 8,31 9,18 8,72 8,44 6,42 8,41 6,07
5,31 5,08 4,64 5,34 6,24 5,33 5,34 4,65
9,00 9,32 9,36 9,41 8,14 7,79 7,75 7,88

(4,04) (3,70) (4,12) (4,50) (3,89) (3,20) (3,73) (3,26)

t-PA, ativador do plasminogénio tecidual;

Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em média e desvio padréo.
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ANEXO 11 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico do PAI-1
nas condicoes pré-tratamento, 30, 90 e 180 dias, nos
grupos placebo e rosuvastatina

Placebo Estatina
PAI-1 (ng/mL) PAI-1 (ng/mL)
traterrinto 30 dias 90 dias 180 dias Pré-tratamento 30 dias 90 dias 180 dias
43,49 27,58 43,40 30,76 60,60 72,24 58,19 45,09
23,80 27,33 54,80 38,53 29,31 18,73 27,20 24,74
34,42 43,78 46,57 43,92 28,27 16,72 11,08 35,57
31,14 34,37 27,80 25,31 37,21 43,84 35,45 55,55
134,71 119,64 90,97 164,86 43,56 72,35 57,10 55,51
49,69 51,93 36,82 23,29 23,86 51,64 18,77 17,54
30,22 41,14 14,77 15,89 41,96 94,52 100,28 113,14
17,41 24,86 25,44 16,48 14,97 18,34 9,94 6,94
69,82 119,72 76,08 58,05 103,28 65,39 55,54 40,22
11,18 35,27 51,54 35,27 12,68 12,25 24,66 15,33
17,00 7,05 8,61 13,26 9,85 39,18 9,97 5,35
17,45 17,54 15,05 19,73 81,32 47,98 53,57 57,04
42,68 13,72 29,37 25,09 24,60 17,36 39,82 16,66
18,75 20,96 19,86 19,64 20,76 11,02 20,06 10,36
69,05 41,41 22,88 35,97 51,72 46,05 48,78 74,49
24,08 19,40 27,49 17,43 32,63 34,60 30,29 35,61
9,69 15,81 8,13 16,28 27,08 18,30 18,22 15,25
9,88 11,61 7,46 13,19 54,80 41,28 43,85 27,29
22,53 19,78 19,76 19,49 20,55 18,54 17,11 12,62
22,85 25,39 19,10 21,57 10,71 24,73 9,27 15,83
16,15 12,41 31,38 12,62 12,76 13,31 13,24 13,85
45,55 104,36 91,06 48,50 17,33 30,07 22,53 28,26
42,93 29,53 54,82 73,10 20,99 28,70 39,05 28,69
19,69 30,32 11,24 18,64 31,98 31,32 27,10 22,43
9,74 14,99 9,56 11,01 39,20 24,03 18,01 31,89
24,15 26,12 15,69 23,37 13,54 11,47 9,43 13,89
67,44 73,56 95,99 69,84 13,28 8,15 11,67 7,44
28,64 33,24 28,96 23,32 24,46 17,99 18,39 14,22
18,31 18,05 45,33 12,22 18,75 18,41 21,43 22,03
15,41 12,73 16,76 13,60 17,87 17,19 44,07 12,00
23,94 26,73 27,64 22,43 24,53 24,38 23,60 22,23
(9,69;134,71)  (7,05; 119,72)  (7,46;95,99) (11,01;164,86) (9,85;103,28)  (8,15;94,52)  (9,27;100,28) (5,35; 113,14)

PAI-1, inibidor do ativador do plasminogénio;
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em mediana, e limites inferior e superior.
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ANEXO 12 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico da
selectina P nas condicoes pré-tratamento, 30, 90 e 180
dias, nos grupos placebo e rosuvastatina

Placebo Estatina
Selectina-P (ng/mL) Selectina-P (ng/mL)

Pré-tratamento 30 dias 90 dias 180 dias Pré-tratamento 30 dias 90 dias 180 dias
76,00 81,79 69,01 64,36 62,81 47,29 54,09 53,24
85,33 79,65 81,61 80,18 83,36 75,88 63,59 66,83
50,19 47,23 61,69 50,42 32,99 34,15 26,75 26,40
81,76 74,10 79,78 67,16 79,65 63,90 61,89 69,53
91,61 96,30 70,07 95,50 29,16 34,84 26,69 25,22
33,65 35,17 31,85 31,15 47,83 42,54 42,73 40,90
23,42 18,70 23,99 16,79 57,56 47,25 62,39 45,50
62,55 59,81 62,22 48,56 75,06 52,68 56,18 47,78
41,22 55,89 39,25 32,89 46,17 54,62 38,44 35,42
14,18 18,68 21,76 17,01 24,37 26,82 24,47 20,35
30,23 30,42 30,67 28,58 22,02 20,87 19,26 30,40
41,98 37,73 35,62 34,99 40,02 29,40 29,53 26,21
23,63 26,25 30,30 28,16 28,87 25,31 17,77 19,93
13,68 22,41 17,17 24,95 42,56 45,49 50,55 45,65
36,19 30,64 20,44 35,11 49,58 47,49 37,22 46,46
136,94 140,79 139,53 135,22 51,90 48,55 41,12 40,56
54,42 51,20 52,43 52,43 37,72 37,88 33,38 33,95
35,37 38,68 42,55 42,62 45,78 38,15 36,60 37,46
45,75 48,64 47,79 47,88 25,41 32,67 27,24 32,96
32,82 37,72 35,93 36,22 19,26 19,24 17,25 18,26
36,65 31,84 54,99 47,07 46,59 52,09 40,74 50,85
37,60 44,78 57,54 41,03 49,93 45,27 40,99 41,35
51,68 62,76 63,13 61,86 18,75 17,49 17,92 25,45
42,38 41,05 51,97 55,08 21,18 21,74 20,49 27,94
40,57 43,94 51,16 46,29 24,89 34,43 35,71 27,30
43,87 54,85 44,25 42,66 43,90 41,07 39,36 43,27
18,29 19,06 18,77 16,05 31,99 30,72 24,71 26,76
48,40 62,46 62,13 57,37 15,53 13,77 11,66 14,10
29,85 34,91 33,96 24,06 20,19 21,98 24,90 22,15
10,71 13,27 11,48 10,56 23,05 23,75 21,55 19,66
:256;01) 48,02 (26,86) 48,10 (25,67) 45,74 (25,64) (3;%%%) 37,58 (14,57) 34,84 (14,60) 35,39 (13,88)

Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em média e desvio padréo.
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ANEXO 13 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico do TNF-a
nas condicoes pré-tratamento, 30, 90 e 180 dias, nos
grupos placebo e rosuvastatina

Placebo Estatina
TNF-a (pg/mL) TNF-a (pg/mL)

Pré-tratamento 30 dias 90 dias 180 dias trater:c;nto 30 dias 90 dias 180 dias
0,71 1,62 1,23 3,64 1,22 2,13 2,47 2,23
0,69 1,04 0,79 1,06 1,07 0,87 0,89 1,18
0,84 0,76 1,28 0,74 1,44 1,70 1,71 2,01
1,15 0,91 0,98 0,97 1,19 1,20 1,29 1,91
1,31 1,11 1,30 1,87 2,07 1,52 2,56 1,19
0,67 0,88 0,70 0,92 0,29 0,40 0,68 0,52
0,39 0,46 0,46 0,51 0,84 1,04 1,10 0,99
0,31 0,32 0,35 0,47 0,81 0,35 0,77 0,36
0,63 0,56 0,76 0,65 1,94 1,91 2,11 3,14
1,62 1,40 1,38 1,12 0,31 0,45 0,45 0,43
0,72 0,72 0,72 0,60 0,62 0,51 0,80 0,62
0,72 0,76 1,36 0,68 1,64 1,28 5,22 1,96
5,25 5,39 5,40 6,29 1,38 1,67 1,52 1,50
4,79 5,01 4,78 5,24 3,55 1,09 0,85 1,02
5,61 5,51 2,95 4,19 1,80 2,20 1,76 1,81
0,36 0,10 0,01 0,37 0,56 0,48 0,44 0,37
0,36 0,45 0,56 0,38 0,54 0,49 0,42 0,63
1,09 0,99 0,82 1,25 0,41 0,43 0,33 0,32
0,30 0,28 0,40 0,48 1,02 1,08 1,10 1,12
0,29 0,27 0,38 0,46 0,18 0,24 0,18 0,27
0,20 0,20 0,18 0,30 0,23 0,22 0,16 0,29
0,44 0,39 0,28 0,31 0,44 0,50 0,39 0,39
0,55 0,61 0,22 0,28 0,18 0,20 0,17 0,15
0,12 0,18 0,07 0,13 0,12 0,16 0,42 0,35
0,87 0,87 0,77 0,94 0,72 0,94 1,79 0,67
0,11 0,21 0,14 0,18 0,19 0,26 0,09 0,09
0,76 1,25 0,51 0,82 1,45 1,38 1,58 0,91
1,47 1,21 1,09 1,18 1,29 1,24 0,97 1,00
2,15 2,46 2,38 1,51 0,43 0,38 1,03 0,43
1,07 1,33 1,27 0,94 5,54 4,34 8,41 5,43
0,71 0,82 0,77 0,78 0,82 0,91 0,93 0,79

(0,11; 5,61) (0,10; 5,51) (0,01; 5,40) (0,13; 6,29) (0,12; 5,54) (0,16; 4,34) (0,09; 8,41) (0,09; 5,43)

TNF-a, fator de necrose tumoral
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em mediana, e limites inferior e superior
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ANEXO 14 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico da PCR
nas condicoes pré-tratamento, 30, 90 e 180 dias, nos
grupos placebo e rosuvastatina

Placebo Estatina
PCR (mcg/mL) PCR (mcg/mL)
traterrinto 30 dias 90 dias 180 dias tratzrrfémo 30 dias 90 dias 180 dias
2,83 2,15 5,31 5,57 11,80 11,42 12,93 11,17
6,44 10,33 5,53 2,99 5,87 4,48 10,46 3,45
10,95 11,94 18,16 10,94 6,57 6,04 8,68 8,13
1,76 0,33 2,20 1,23 1,88 1,70 1,20 1,81
2,25 2,19 4,31 3,44 1,34 0,24 0,46 0,14
0,78 3,32 0,68 1,04 8,00 11,89 8,55 5,72
1,55 3,32 0,59 0,87 3,86 1,70 2,40 7,05
2,21 1,47 1,10 2,51 0,97 0,64 0,64 0,22
6,12 10,81 10,13 5,21 6,72 5,04 2,71 7,58
8,17 1,77 3,79 1,68 0,36 0,38 0,09 0,08
5,56 4,08 4,04 3,49 2,68 3,16 4,74 5,81
1,21 0,62 0,52 0,63 7,25 1,44 2,19 1,29
0,18 0,18 0,33 0,21 1,42 0,83 1,37 0,87
3,99 1,87 1,72 2,72 0,63 0,37 3,10 0,28
2,47 4,22 7,93 2,38 8,88 10,95 10,07 7,89
9,23 9,72 9,16 9,84 10,14 9,87 9,87 9,88
9,13 9,96 9,33 9,21 2,09 8,39 2,70 1,31
5,51 3,89 4,76 6,71 9,70 7,57 7,27 10,56
6,79 8,21 8,57 10,40 2,89 6,57 3,32 5,96
4,15 4,47 5,99 9,41 1,62 1,53 1,35 0,95
6,53 7,94 7,63 6,65 5,90 4,94 4,95 4,62
9,32 9,48 9,18 7,30 0,83 1,09 0,65 0,65
6,97 5,84 6,99 4,74 8,90 5,06 5,40 5,60
9,47 6,84 6,43 8,41 8,09 3,91 4,05 6,92
8,48 8,03 8,51 9,84 2,60 2,43 8,79 5,18
7,36 6,02 8,65 8,79 7,94 9,00 8,05 7,83
8,84 9,41 9,56 9,43 9,12 7,89 8,07 7,40
7,79 4,27 5,86 9,39 6,90 4,14 3,12 2,70
8,32 6,82 8,16 7,39 8,61 9,06 9,15 9,12
4,27 4,82 8,90 7,65 6,87 7,59 8,80 9,39
6,28 4,64 6,21 6,11 6,23 4,71 4,39 5,66
(0,18; 10,95) (0,18; 11,94) (0,33; 18,16) (0,21; 10,94) (0,36; 11,80) (0,24; 11,89) (0,09; 12,93) (0,08; 11,17)

PCR, proteina C reativa;
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, em mediana, e limites inferior e superior
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ANEXO 15 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico da IL-6 nas
condicOes pré-tratamento, 30, 90 e 180 dias, nos grupos
placebo e rosuvastatina

Placebo Estatina
IL-6 (pg/mL) IL-6 (pg/mL)

Pré-tratamento 30 dias 90 dias 180 dias Pré-tratamento 30 dias 90 dias 180 dias
1,29 1,80 1,05 4,21 4,09 1,87 1,89 2,12
5,77 9,75 9,60 9,26 1,98 2,23 5,73 3,02
1,29 1,93 5,05 1,46 1,64 7,00 3,28 2,01
2,53 2,42 2,95 2,29 10,55 8,83 4,04 11,26
2,53 1,93 1,24 1,58 1,45 2,82 1,97 0,89
0,80 2,04 1,67 1,19 0,69 2,59 0,90 0,84
2,01 0,54 0,49 0,99 1,08 1,99 0,89 0,76
1,07 0,72 0,87 1,16 2,90 3,13 1,78 0,96
1,68 10,95 1,45 1,03 7,52 6,17 5,92 7,07
2,51 0,59 8,67 0,60 0,79 1,21 0,53 0,30
1,38 1,84 1,20 1,10 0,75 0,75 0,83 1,54
1,12 1,02 0,59 0,81 1,97 1,45 1,93 1,39
10,58 7,20 6,34 7,20 0,95 0,31 2,32 1,07
1,22 0,56 0,52 1,19 0,83 0,73 1,23 1,96
4,59 3,03 3,38 3,04 1,83 2,64 2,22 4,39
2,27 1,77 2,22 1,08 3,02 5,51 3,02 2,12
1,40 1,45 4,48 1,76 0,68 1,51 6,12 0,50
2,97 1,73 2,13 2,82 7,14 3,81 4,30 9,46
1,10 0,95 1,24 2,57 0,37 0,60 0,35 1,50
1,51 1,44 1,22 2,32 0,71 0,90 0,30 0,57
1,49 1,74 2,48 3,27 1,91 1,34 1,31 1,35
1,15 0,95 1,22 0,53 1,56 1,43 1,48 1,03
1,06 1,19 0,78 1,79 1,25 0,98 1,27 2,34
2,43 0,63 0,32 0,49 1,11 0,51 0,61 2,43
1,60 2,87 1,90 6,04 3,14 3,27 8,00 3,80
1,33 2,03 1,93 1,29 1,08 1,67 1,08 0,82
0,40 1,99 7,12 3,25 1,81 0,97 2,80 1,03
1,93 0,80 1,91 2,19 0,78 0,56 1,14 1,56
0,59 0,20 0,13 0,44 6,15 2,13 1,61 1,82
1,44 1,44 2,22 3,71 0,77 1,04 3,81 1,97
1,46 1,74 1,79 1,67 1,51 1,59 1,84 1,55

(0,40; 10,58) (0,20; 10,95) (0,13; 9,60) (0,44; 9,26) (0,37; 10,55) (0,31; 8,83) (0,30; 8,00) (0,30; 11,26)

IL-6, interleucina 6;
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, mediana, e limites inferior e superior
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ANEXO 16 - Dados individuais relativos ao nivel plasmatico da IL-10
nas condicoes pré-tratamento, 30, 90 e 180 dias, nos
grupos placebo e rosuvastatina

Placebo Estatina
IL-10 (pg/mL) IL-10 (pg/mL)

Pré-tratamento 30 dias 90 dias 180 dias traterri-ento 30 dias 90 dias 180 dias
1,36 3,01 1,00 1,10 0,53 0,54 0,60 0,01
1,98 1,44 2,40 1,73 2,56 1,38 0,92 0,91
2,37 5,01 4,01 1,76 1,40 3,36 1,93 2,26
1,14 1,38 1,47 1,98 1,96 2,65 2,43 4,08
4,29 4,78 4,08 4,33 1,73 2,26 2,68 1,82
2,88 2,30 2,88 4,78 1,40 2,27 2,08 2,56
2,85 4,95 2,46 3,62 4,49 4,66 7,19 3,39
6,22 4,63 8,03 6,10 5,29 7,13 5,56 3,76
3,18 3,17 1,93 3,69 3,06 2,63 3,06 3,56
3,16 1,58 2,81 2,63 1,03 1,14 1,74 1,73
3,97 3,22 3,93 3,81 2,09 3,28 2,21 2,19
2,10 1,99 2,41 2,47 2,08 2,23 2,84 2,77
1,38 1,50 1,81 2,11 1,21 0,63 0,97 0,68
5,97 8,19 7,29 9,93 1,54 1,36 1,58 3,38
2,69 2,83 2,09 2,88 1,22 1,22 1,08 1,25
1,15 1,18 1,13 0,82 1,48 1,51 1,25 0,61
3,39 1,81 2,08 2,91 4,06 1,96 3,13 8,43
3,42 7,86 5,70 5,41 5,94 1,81 1,51 2,61
4,13 3,97 4,20 5,67 1,16 1,54 1,66 2,03
1,93 1,77 1,81 2,04 1,95 6,68 1,22 1,46
1,25 1,58 1,49 1,92 3,13 3,15 3,54 3,70
0,50 0,47 0,37 0,32 3,05 1,40 0,64 0,74
0,79 2,22 0,53 0,63 0,96 0,29 0,26 0,31
0,59 0,43 0,46 0,66 0,73 0,90 0,74 1,00
1,00 1,46 0,97 1,31 1,62 1,60 3,20 1,52
0,88 1,02 1,24 1,16 1,04 0,74 1,23 0,75
0,04 0,96 0,34 0,73 1,50 1,52 1,14 1,12
3,72 0,90 1,27 1,17 0,04 1,11 1,14 0,29
11,88 4,99 1,90 1,81 5,89 1,12 0,20 0,10
1,66 3,41 4,16 2,65 2,18 2,43 3,77 1,74
2,23 2,10 2,00 2,08 1,67 1,57 1,62 1,73

(0,04; 11,88) (0,43; 8,19) (0,34; 8,03) (0,32; 9,93) (0,04; 5,94) (0,29; 7,13) (0,205 7,19) (0,01; 8,43)

IL-10, interleucina 10;
Medidas de tendéncia central e dispersao expressas, ao final, mediana, e limites inferior e superior
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Anexo D

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICA(}AO, DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTQO DE IDENTIDADE N2 & ..o e SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: ........ Lo [o....

ENDEREGO ..o e N APTO: ..o
BAIRRO: ..o CIDADE ... e
CEP: .o TELEFONE: DDD (ivv) cveeesee et

2.RESPONSAVEL LEGAL ..o e e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) ......cooeverriiiireiie e e
DOCUMENTOQO DE IDENTIDADE ......oo oo SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ...... A [o....

ENDEREGCO: ...ttt e N2 e APTO: ..o
BAIRRO . ... CIDADE: ... s
CEP: e TELEFONE: DDD (............ U UP PPN

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Estudo dos efeitos do uso cronico de estatina sobre
marcadores de disfungdo endotelial e de inflamacédo em portadores de hipertensdo arterial
pulmonar

PESQUISADOR: Prof. Dr. Antonio Augusto Barbosa Lopes
CARGO/FUNQ/:\O: Diretor de Unidade . INSCRIQ/:\O CONSELHO REGIONAL N® CRM 34.143.

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade Clinica de Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias Congénitas do
Adulto

3. AVALIAGCAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO RISCO MiNIMO X RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

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

4.DURACAO DA PESQUISA : 24 meses
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGCOES DO PESQUISADOR AO
PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA,
CONSIGNANDO:

. justificativa e os objetivos da pesquisa ; 2. procedimentos que serao
utilizados e propositos, incluindo a identificagdo dos procedimentos que
sdo experimentais; 3. desconfortos e riscos esperados; 4. beneficios que
poderdo ser obtidos; 5. procedimentos alternativos que possam ser
vantajosos para o individuo.

A pesquisa que estamos realizando e convidando vocé a participar, tem como
objetivo o tratamento da hipertensdo pulmonar. Nesta doenca os vasos
sangliineos dentro dos seus pulmodes podem sofrer estreitamentos e até
oclusdo. O medicamento que esta sendo testado ndo é novo, encontra-se
amplamente disponivel nas farmacias e é bastante utilizado em pacientes com
aterosclerose. Esse medicamento tem por finalidade “proteger” a parte interna
dos seus vasos sanglineos, tentando prevenir a obstrucdo dos mesmos.

. Para avaliar se 0 medicamento esta sendo benéfico para vocé, ndés realizaremos
exames simples, como o teste de seis minutos de caminhada em um corredor, e
exames de sangue.

. Os eventuais sintomas que vocé vier a apresentar como dores musculares e
eventuais alteragbes nos exames de sangue, serdo monitorizados por nos a
cada 30 dias ou em intervalos menores se necessario. E importante lembrar que
para qualquer duvida ou necessidade de atendimento fora dos dias de consulta,
sempre havera uma equipe de plantdo em nossa Unidade orientada e
capacitada para Ihe dar assisténcia durante as 24 horas, todos os dias.

. O efeito de que esta sendo esperado deste tratamento podera nao ser percebido
por vocé em curto prazo. Este efeito talvez seja detectado apenas nos exames
de sangue. Entretanto, a melhora dos resultados nesses exames, indicara que
um efeito benéfico, protetor, podera ser esperado em sua evolucdo a longo
prazo. Neste caso, o tratamento serd continuado, mesmo ap6s o término da
pesquisa.

. E importante esclarecer a vocé que nos primeiros seis meses, vocé podera estar
recebendo o remédio mesmo, ou um comprimido chamado placebo (¢ um
comprimido que nao contém medicamento). Somente ao final de seis meses, 0s
pacientes que tomaram o remédio verdadeiro e 0s pacientes que tomaram o
placebo serdo comparados e informados se houve efeito da medicacdo. Se o
efeito for benéfico, a partir de seis meses, todos os pacientes passarao a receber
o medicamento verdadeiro. Mesmo aqueles que nos primeiros seis meses
tomaram o placebo.

. Caso vocé nado queira participar desta pesquisa, vocé continuara dentro do seu
esquema de tratamento habitual, fazendo uso dos medicamentos com os quais
vocé ja esta acostumado (por exemplo anticoagulantes).
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais
duvidas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da
assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a
saude, decorrentes da pesquisa.

5. viabilidade de indenizacado por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa.

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

Alessandra Costa Barreto, S6nia MeiKen Franchi , Antonio Augusto B. Lopes
Telefones: 2% a 6° feira, 3069-5409, falar com Sra. Rute
Fora de horario comercial: PS — InCor / emergéncia , 3069-5273 (falar com plantonista da

Cardiopediatria).

vi. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

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

Sao Paulo, de de 20

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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We investigated whether chronic rosuvastatin administration could improve the abnormalities of the circulating levels of vascular
dysfunction markers in pulmonary arterial hypertension (PAH). Sixty patients, aged 13 to 60 years, with idiopathic (N = 14) or
congenital heart disease-associated PAH (N = 46) were equally but randomly assigned to rosuvastatin treatment (10 mg a day,
orally) or placebo for 6 months in a blind fashion. Plasma levels of P-selectin, tissue-plasminogen activator and its inhibitor as
well as von Willebrand factor antigen were measured by enzyme-linked immunoassay before and after 1, 3, and 6 months of
treatment. Baseline levels of biomarkers were elevated (68, 16, 45 and 46% increase relative to controls, for P-selectin, von
Willebrand factor antigen, tissue-plasminogen activator and its inhibitor, respectively; P < 0.001). P-selectin values at baseline,
1, 3, and 6 months were 39.9 + 18.5, 37.6 + 14.6, 34.8 + 14.6, and 35.4 £ 13.9 ng/mL, respectively, for the rosuvastatin group
and 45.7 + 26.8, 48.0 £ 26.9, 48.1 £ 25.7, and 45.7 + 25.6 ng/mL for the placebo group. The P-selectin level was lower in the
rosuvastatin group compared with placebo throughout treatment (P = 0.037, general linear model). A trend was observed
towards a decrease in tissue-plasminogen activator in the statin group (16% reduction, P = 0.094), with no significant changes
in the other markers. Since P-selectin is crucial in inflammation and thrombosis, its reduction by rosuvastatin is potentially
relevant in the pathophysiological scenario of PAH.

Key words: Pulmonary hypertension; Statins; Endothelial dysfunction; P-selectin; Tissue-plasminogen activator and inhibitor;
von Willebrand factor
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Introduction

The treatment of pulmonary arterial hypertension (PAH)
has changed in the last decades with the development of
new drugs, including prostanoids, endothelin antagonists
and phosphodiesterase inhibitors (1-7). Most clinical stud-
ies have demonstrated beneficial effects of these drugs on
physical capacity, quality of life, hemodynamics, and sur-
vival. In the clinical setting, these agents were initially
proposed as vasodilators, but experimental data suggest
that they may also act on vessel walls. However, the
effects of drugs on circulating levels of vascular dysfunc-

www.bjournal.com.br

tion markers and other biomarkers have been explored to
a lesser extent, mostly for prostacyclin administration (8-
11).

Vascular dysfunction (involving endothelial cells, plate-
lets and leukocytes) is an important event in PAH (12).
Altered circulating levels of endothelial markers have been
observed in association with increased risk of thrombosis
and decreased survival (13-15). Therefore, the improve-
ment of vascular dysfunction with drug therapy might have
an impact on the risk of thrombotic complications and
mortality in these patients. Statins are among the drugs
that have been proposed in this context. They are capable
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of reversing experimental pulmonary hypertension, an ef-
fect that may be related to over-expression or protection of
endothelial nitric oxide synthase (16,17) and/or changes in
the expression of several other genes associated with
inflammatory, proliferative and apoptotic mechanisms (18),
including the bone morphogenetic protein type |l receptor
gene in human lung microvascular endothelial cells (19).

The present study was planned to investigate the ef-
fects of chronic statin administration versus placebo on the
circulating levels of vascular dysfunction markers in pa-
tients with either idiopathic PAH or that associated with
congenital heart disease. We also measured the 6-min
walked distance and resting as well as postexercise pe-
ripheral oxygen saturation as exploratory clinical variables.
Since a direct vasodilator effect of the drug was not ex-
pected, all patients with class Ill symptoms were assigned
to vasodilator therapy before they entered the study.

Material and Methods

Study population

Adolescents and adults with PAH, either idiopathic or
associated with congenital heart disease, in the absence
or presence of hypoxemia (resting SpO, of >90 or <90%,
respectively) were enrolled. They were receiving medical
care at the Heart Institute, Sdo Paulo, Brazil, as outpatients
with stable clinical conditions (functional class Il or lll, New
York Heart Association). A mean pulmonary arterial pres-
sure of >30 mmHg at rest was necessary for inclusion.
Patients with an angio CT showing extensive thrombotic
lesions in the pulmonary arteries were excluded. All pa-
tients with class Ill symptoms were started on vasodilator
therapy (oral sildenafil, 20-40 mg, three times a day) 1-2
months before entering the study. For patients with stable
class Il symptoms, vasodilator therapy was considered
after completion of the present study. The majority of
patients were on chronic anticoagulant therapy with war-
farin, and some were using diuretics and/or digoxin. We
planned not to change baseline treatment during the study
period, unless clearly necessary in case of clinical deterio-
ration. All subjects with congenital heart disease had in-
creased pulmonary vascular resistance and were consid-
ered to be unsuitable for surgical correction. Those with
abnormal peripheral oxygen saturation were continuously
monitored in terms of hydration, hematocrit level, iron
stores, hyperviscosity symptoms, thrombotic or bleeding
episodes and need for hemodilution. The study protocol
was approved by the Scientific Committee of the Heart
Institute, and the Ethics Committee of the Hospital of
Clinics, School of Medicine, University of Sdo Paulo. Writ-
ten informed consent was obtained from all patients (or
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their parents in case of adolescents) before inclusion in the
study.

Randomization and study design

Despite the controversy about having variables under
control prior to randomization, for this specific study we
opted to ensure absolute group homogeneity regarding
four clinical variables. Thus, having met the inclusion
criteria, patients were consecutively organized into pairs
according to age (difference <10 years), diagnosis (idio-
pathic or congenital heart disease-associated PAH), rest-
ing peripheral oxygen saturation (<80, 80-89, >90%) and
use of vasodilator drugs. In each pair, 1 patient was ran-
domly assigned to placebo and the other to rosuvastatin
treatment, 10 mg/day, single oral dose (nested case-con-
trol randomized study). Randomization was carried out
using a pre-established computer-based sequence. The
operator was completely separated from patient care. Pa-
tients were maintained on treatment in a double-blind
fashion for 6 months, and the treatment code was opened
when the last patient completed the follow-up period.

Clinical and laboratory measurements

Demographic data were collected before treatment
was begun. The functional class, 6-min walked distance
and resting as well as postexercise (6-min walk) peripheral
oxygen saturation were recorded before and during treat-
ment (1, 3, and 6 months). For safety purposes, the circu-
lating levels of creatinine phosphokinase and hepatic en-
zymes (alanine, aspartate aminotransferases and y-gluta-
myltranspeptidase) were determined at the same times.

Plasma levels of vascular dysfunction markers were
measured before treatment and 1, 3, and 6 months after
treatment using commercially available high-sensitivity
enzyme-linked immunosorbent assay kits purchased from
Diagnostica Stago, France, for tissue-plasminogen activa-
tor (t-PA), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), and
von Willebrand factor antigen (VWF:Ag) or from R&D Sys-
tems Inc., USA, for P-selectin. Determinations were car-
ried out in duplicate. Intra-assay variation and differences
between duplicates were always less than 5%. A control
plasma from our laboratory was run in parallel in all assays.
Corrections between assays (between kits) were never
necessary. Final results were obtained after normalization
for the hematocrit level.

A control group was selected, with the same age range
as the patients. The group consisted of 30 healthy volun-
teers, mostly blood donors. For inclusion, a brief question-
naire was applied in order to exclude acute or chronic
illness, in particular diabetes, hypertension and other car-
diovascular disorders. Only non-smokers were enrolled. A
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negative history for thrombophilia and/or deep vein throm-
bosis was an inclusion requirement.

Statistical analysis

Variables were tested for closeness to the normal
distribution, and results are reported as means and stand-
ard deviation (or standard error of the mean if specifically
indicated) or if not a normal distribution as median and
range. Baseline data were analyzed using the Student t-
test. The overall treatment effects on the biomarkers were
analyzed using a general linear model with two factors
(type of treatment and time), and repeated measures for
one of them (time). Thus, the study was primarily designed
to analyze the effect of the drug compared with placebo
during the entire 6-month period, not just at 6 months. PAI-
1 values were analyzed after logarithmic transformation. In
all tests, 0.05 was considered to be the level of signifi-
cance. Statistical analysis was carried out using the SPSS
statistical software, version 14.0 (SPSS Inc., USA).

Results

Sixty patients (36 females) were enrolled (N = 30 each
for placebo and statin groups), with age ranging from 13 to
60 years (median 33 years) and mean pulmonary arterial
pressure of 53 + 16 mmHg. These patients were in func-
tional class Il (N = 50) or Ill (N = 10), and the disease was
either idiopathic (N = 14) or associated with congenital
heart defects in the absence (N = 18) or presence (N = 28)
of hypoxemia. All subjects in functional class Ill had idio-
pathic pulmonary arterial hypertension and were on va-
sodilator therapy.

When all of the 60 class Il or |l patients on placebo or
drug were analyzed before treatment, the circulating levels
of the four biomarkers were higher (P < 0.001) when
compared with healthy controls (Table 1). Before treat-
ment, placebo and statin groups were similar in terms of
age, 6-min walked distance, peripheral oxygen saturation,
and plasma levels of all four biomarkers (Table 2).

The effects of rosuvastatin treatment on the biomar-
kers are shown in Figures 1 and 2. The P-selectin level was
significantly lower in the statin (filled circles) compared
with placebo (open circles) at all times during treatment (P
= 0.037). The placebo group P-selectin levels at 1, 3, and
6 months were 48.0 £ 26.9,48.1 £ 25.7, and 45.7 + 25.6 ng/
mL, respectively, and for the statin group, they were 37.6 +
14.6, 34.8 + 14.6, and 35.4 + 13.9 ng/mL compared to
healthy controls, 25.5 + 10.3 ng/mL and normal value
reported by the kit manufacturer, 29.0 £ 11.0 ng/mL. No
significant effects of rosuvastatin were observed for PAI-1
or von Willebrand factor, except for a trend towards a
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decrease in t-PA levels (P = 0.094; Figure 1). There were
no statistical differences between patient subgroups (idio-
pathic versus congenital heart disease-associated PAH
and hypoxemic versus non-hypoxemic subjects).

In both placebo and rosuvastatin groups, no increase
in the 6-min walked distance was observed from baseline
to 6 months. In the specific diagnostic subgroup of hypox-
emic patients with congenital heart disease (N = 28), 8 of
14 patients on placebo, but only 1 of 14 patients on
rosuvastatin had a decrease in postexertional peripheral
oxygen saturation at 6 months compared with pretreat-
ment data (P = 0.013, Fisher exact test; Figure 3).

All patients completed the study, and the following
events were observed: clinical deterioration requiring com-
bined vasodilator therapy (1 patient, placebo group); he-

Table 1. Plasma levels of biomarkers in patients (N = 60) and
controls (N = 30) before treatment.

Controls Patients
P-selectin (ng/mL) 25.5 £ 10.3 42.8 + 23.0*
t-PA (ng/mL) 591 £ 1.71 8.57 + 3.95*
vWF:Ag (U/dL) 105 £ 25 122 + 23*

PAI-1 (ng/mL) 16.5 (5.2-42.9) 24.1 (9.7-134.7)*

Data are reported as mean + SD, except for PAI-1 (median and
range). t-PA = tissue-type plasminogen activator; vVWF:Ag = von
Willebrand factor antigen; PAI-1 = plasminogen activator inhibi-
tor-1.

*P < 0.001 (Student t-test).

Table 2. Placebo and rosuvastatin groups (N = 30 each) before
treatment.

Placebo Rosuvastatin
Age (years) 33.7 £ 111 346 £ 12.3
6MWD (m) 415 £ 110 416 £ 103
Rest SpO; (%) 91 + 4% 90 £ 6%
6MW SpO3 (%) 78 £ 12% 74 £ 17%
P-selectin (ng/mL) 45.7 + 26.8 39.9 £ 185
t-PA (ng/mL) 9.00 + 4.04 8.14 + 3.38
vWF:Ag (U/dL) 122 + 24 122 £ 22

PAI-1 (ng/mL) 23.9 (9.7-134.7) 24.5 (9.8-103.3)

Data are reported as mean = SD, except for PAI-1 (median and
range). 6MWD = 6-min walked distance; SpO2 = peripheral
oxygen saturation; 6MW SpO, = postexertional (6-min walk)
peripheral oxygen saturation; t-PA = tissue-type plasminogen
activator; VWF:Ag = von Willebrand factor antigen; PAI-1 = plas-
minogen activator inhibitor-1. There were no statistically signifi-
cant differences between groups for any of the parameters (Stu-
dent t-test).
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moptysis (1 patient, statin group); syncope at 6 months
during the walk test (1 patient, placebo group); insomnia (3
patients, statin group); skeletal muscle pain (2 patients, 1
from statin group, with transient creatinine phosphokinase
elevation above three times normal level); y-glutamyl-
transpeptidase elevation above three times normal (1 pa-
tient, placebo group).

Discussion

In this placebo-controlled study, chronic oral adminis-
tration of rosuvastatin to PAH patients resulted in a statis-
tically significant decrease in the circulating level of P-
selectin for an average of 10% and a trend towards a
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decrease in t-PA level in patients with PAH (P = 0.094,
general linear model). The plasma levels of the other
markers of vascular dysfunction, vVWF:Ag, tissue-plasmin-
ogen activator, and its inhibitor did not change with statin
treatment but were significantly higher than in healthy
subjects.

Only 1 patient presented transient elevation of plasma
creatinine phosphokinase level associated with skeletal
muscle pain attributable to rosuvastatin treatment. While
analyzing the options in terms of selecting the statin that
could be used in the present study, rosuvastatin was
chosen because it is a third-generation hydrophilic statin,
relatively well tolerated at daily doses of 10 to 40 mg, and
metabolized via cytochrome p450 (CYP) 2C9 and does not
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Figure 1. Treatment-related behavior of endothelial markers in patients with pulmonary arterial hypertension. Before treatment with
rosuvastatin (10 mg/day), plasma levels of all four biomarkers were significantly higher (P values in the upper left side of the panels,
Student ttest) in patients (closed square) compared with controls (open square). Rosuvastatin (N = 30, closed circles) induced a
significant decrease in the circulating level of P-selectin compared with placebo (N = 30, open circles), with no significant effect on the
other markers. P values in the right side of the panels correspond to the analysis of the entire period of treatment (general linear model
for two factors). Results are reported as mean + SEM for P-selectin, tissue-plasminogen activator (t-PA), and von Willebrand factor
antigen (VWF:Ag), and as median value and range for plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1).
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Figure 2. Plasma P-selectin levels in
patients with pulmonary arterial hy-
pertension. The results observed at
baseline and 6 months of treatment
with placebo (A, N = 30, open circles)
or rosuvastatin (B, N = 30, closed
circles) are shown (P = 0.0041 and P
= 0.9744 for rosuvastatin and placebo
groups, respectively, Student t-test).

Figure 3. Postexertional (6-min walk)
peripheral oxygen saturation (6MW
SpOy) in individual patients with pul-
monary hypertension associated with
congenital heart disease and hypox-
emia at rest. The results obtained at
baseline and 6 months of treatment
with placebo (A, N = 14, open circles)
or rosuvastatin (B, N = 14, closed
circles) are shown. Deterioration oc-
curred to a lesser extent in the rosu-
vastatin group compared with pa-
tients on placebo. The mean + SD
values of 6MW SpO, at baseline and
6 months, respectively, were 70 £ 9
and 68 + 13% for the placebo group
(P =0.6106, Student t-test), and 61 £
14 and 64 + 16% for the statin group
(P =0.0129, Student t-test).
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interact with many drugs that use the CYP 3A4 pathway
(20-22).

Beneficial effects of statins have been reported in
experimental pulmonary hypertension, particularly in hy-
poxic conditions (23-25). These effects may be related, in
part, to protection of endothelial cell nitric oxide synthase
(26), but changes in the expression of several genes
associated with inflammation, cell proliferation and apop-
tosis have been reported (18,19).

Two of the four biomarkers investigated in this study
are adhesion molecules (P-selectin and von Willebrand
factor), while the others (t-PA and PAI-1) are a serine-
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protease and its inhibitor primarily involved in the fibrino-
lytic process. Although plasma levels of all four markers
were elevated at baseline, only P-selectin was significantly
reduced by rosuvastatin treatment compared with pla-
cebo. The graphs shown in Figure 1 demonstrate differ-
ences in the distributions of the plasma markers, with a
great variability of PAI-1 values, followed by vVWF:Ag, and
less variable values of P-selectin and t-PA.

P-selectin and von Willebrand factor originate from
both platelets and endothelial cells. Endothelial P-selectin
and von Willebrand factor are stored within the Weibel-
Palade bodies and released by a number of stimuli includ-
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ing hypoxia (27). Released molecules may circulate or
become attached to the plasma membrane. While von
Willebrand factor is involved in platelet adhesion and ag-
gregation, P-selectin plays a pivotal role in leukocyte move-
ment slowing down (particularly polymorphonuclear cell
rolling) at the endothelial surface. Indeed, exocytosis of
endothelial cell Weibel-Palade bodies has been shown to
cause rapid neutrophil recruitment, an event that is inhib-
ited in the presence of a blocking antibody to P-selectin
(28). Also, interactions between these adhesion molecules
are expected to occur in vivo, as P-selectin appears to
anchor von Willebrand factor multimers to the endothelial
cell membrane (29). Thus, if we assume that circulating
(soluble) P-selectin reflects the amount of membrane-
bound molecules attributable to endothelial dysfunction
and/or platelet activation (10,30), lowered plasma level as
a result of rosuvastatin treatment might be associated with
diminished interactions of leukocytes and platelets with the
endothelium, an important therapeutic goal to be achieved
in this disease.
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