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Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima encontrada predominantemente nos
neutrofilos onde representa cerca de 5% do conteudo protéico dessas células,
constituindo uma das suas mais abundantes proteinas. Na verdade, os neutrdfilos sdo
responsaveis por 95% da MPO circulante em humanos.' Em menor grau, essa enzima
¢ também expressa nos mondcitos, em alguns subtipos de macrofagos, nas células de
Kuppfer e nas células microgliais.' A sintese da MPO ¢ iniciada no estagio pro-
mieldide do desenvolvimento dos neutréfilos e termina no inicio do estdgio mieldide. A
proteina madura tem uma massa molecular de, aproximadamente, 150 Kd (daltons). Ela,
estruturalmente, consiste de um par de dimeros ligados por uma ponte de bissulfeto,
sendo cada dimero composto de uma subunidade de cadeia leve e de outra pesada, com
grupos heme funcionalmente idénticos.>

A MPO ¢ armazenada nos granulos azurofilicos dos neutrofilos. Ela possui
intensa atividade antimicrobiana contribuindo para a defesa imune inata do organismo.
>79 Leucocitos isolados de humanos com deficiéncia dessa enzima, situacio que ocorre
em, aproximadamente, uma em 3 a 5 mil pessoas, dependendo da etnia, demonstram
capacidade oxidativa reduzida e atividade microbicida alterada, porém essa deficiéncia
s6 tem aumentado a susceptibilidade do individuo as infec¢des na presenca de diabete.'”
Apos ativagdo e degranulagdo a MPO ¢ secretada para o interior dos vactolos
fagocitarios e espaco extracelular onde interage com o peréxido de Hidrogénio (H,O,) e
varios substratos endogenos, entre eles o ion cloreto, catalisando a formagao de
substancias oxidantes difusiveis como o acido hipocloroso (HOCI), o radical tirosil € o
diéxido de Nitrogénio.'” A funcio primaria do sistema MPO-H,0,, ao que tudo indica,

¢ a de eliminar microrganismos e, para isso, ele forma oxidantes halogenados altamente



reativos dentro do fagdcito. Ambos componentes desse sistema podem, entretanto, ser
liberados para fora da célula aumentando o potencial para causar dano em algum alvo
extracelular. Felizmente, proteinas como a albumina e agentes redutores de baixo peso
molecular reagem rapidamente com esses produtos do sistema MPO, removendo-os ¢
impedindo-os de alcangarem oOrgdos sensiveis de importancia bioldgica de forma
indiscriminada.’ O HOCI, produto inicial do sistema MPO-H,0,-CI’, ¢ um potente

7,11,12
’ Por outro

antimicrobiano, importante para as fun¢des de defesa dos neutrofilos.
lado, sob condig¢des patoldgicas ele é capaz de catalisar reacdes de halogenagao,
nitracdo e oxidagdo numa ampla variedade de alvos que incluem proteinas, lipidios e
DNA, promovendo dano tecidual.

A ativacdo leucocitaria e a degranulagdo dos neutrdfilos sdo mecanismos
importantes envolvidos na liberagdo da MPO no plasma. Por ser uma molécula
altamente catidnica, a MPO interage ¢ se liga com proteinas de cargas negativas, se
estabelecendo em diversos sitios de inflamacao, entre eles, a parede arterial. A MPO ¢
os seus oxidantes reativos t€m sido implicados como promotores de estresse oxidativo e

1,2,14-1 r . ~
21418 mas ¢ na inflamagio

de injuria tecidual em diversos estados inflamatorios,
vascular e no desenvolvimento e na progressdao da aterosclerose que essa participagao
tem recebido maior destaque. Sem duvida, nos ultimos anos tem havido uma gama de
publicagdes baseada em varias linhas de evidéncia que estabelece uma ligacao

consistente entre a MPO e doenga cardiovascular. A seguir, esses principais

mecanismos e evidéncias serdo abordados.

Presenca de MPO em lesdes ateroscleroticas
Estudos imuno-histoquimicos em humanos demonstraram a presenca da MPO

em lesOes aterosclerdticas, sugerindo fortemente a sua participagdo na aterogénese.



Daugherty et al,' documentaram a presenca da MPO em ateromas de tecido vascular
retirados cirurgicamente. Além do mais, foi identificada a presenca do HOCI nessas
lesdes indicando que a MPO estava ativa enzimaticamente. Analises de lesdes
ateroscleroticas obtidas durante cirurgia vascular revelaram um aumento de 6 vezes da
clorotirosina, produto de oxidacdo do HOCI, em comparacdo com a intima da aorta
normal.® Epitopos de MPO ¢ de seus produtos intermediarios também foram
identificados em ateromas do tipo II ao tipo VI em concentragdes proporcionais a
gravidade da lesdo.”’ Por fim, Sugiyama et al.,”> documentaram a presenca macica de
MPO numa populagdo de macrofagos em placas ateroscleroticas rotas ou fissuradas de

pacientes com sindrome coronariana aguda (SCA).

MPO e disfuncao endotelial

A disfuncdo endotelial vascular ¢ um dos principais fendmenos que dao inicio ao
processo de aterosclerose.”> O 6xido nitrico (ON) derivado do endotélio exerce fungdes
anti-inflamatdrias, de relaxamento de células musculares lisas ¢ de inibi¢do da
expressdo das moléculas de adesdo e da agregagdo plaquetaria. A MPO pode utilizar
diretamente o ON como substrato catalisando reagdes nos sitios de inflamagao, in vivo,
como na parede arterial, gerando oxidantes capazes de inibir a sua atividade.** Para isso,
¢ necessario que através de um processo de transcitose a MPO se acumule no espago
subendotelial do vaso, localizagdo essa, estratégica, para exercer suas fungdes oxidantes
e de nitragdo da tirosina.”” Também foi demonstrado que a reagdo do HOCI com a
arginina, substrato do ON, formando produtos clorinados, ¢ capaz de inibir a ON
sintetase e interferir com as suas propriedades anti-inflamatorias.”® Resumindo, a MPO
modula o tonus vascular durante a inflama¢ao limitando a biodisponibilidade do ON,

exercendo, dessa forma, um papel importante no desenvolvimento de disfungdo



endotelial. Vita et al.,27 numa coorte de 298 pacientes, demonstraram uma correlagdo
fortemente inversa entre os niveis de MPO e resposta vasodilatadora mediada por fluxo
da artéria braquial avaliada por ultra-som. Apds ajuste para a presenga de fatores de
risco cardiovasculares tradicionais, medicagdes e prevaléncia de doenga cardiovascular,
a MPO permaneceu preditora de disfuncdo endotelial, a qual foi 6,4 vezes mais
freqliente nos pacientes com o quartil mais elevado da enzima comparado com aqueles

com o quartil mais baixo.

Conversao do LDL-colesterol numa forma aterogénica

Um estudo através de imuno-histoquimica demonstrou a presenca de LDL-
colesterol oxidado nas lesdes aterosclerdticas.”® A modificacdo oxidativa da LDL leva
ao aumento da sua recaptagdo e degradagdo por macrofagos, resultando em depdsito de
colesterol e formacdo de células espumosas, marco celular inicial para o
desenvolvimento da placa aterosclerdtica. Entretanto, a verdadeira importancia que o
fenomeno oxidativo representa na patogénese da aterosclerose em humanos ainda ¢
motivo de debate.””*° Alguns estudos tém demonstrado que a MPO ¢ os seus produtos
estdo ativos cataliticamente nas lesdes ateromatosas.'”*’ Os 2 principais mecanismos de
oxidacao lipidica pela MPO sao:
1) Halogenacdo — onde essa enzima reage com o H,O;, e o anion cloro para produzir
HOCI, catalisando a formacdo da clorotirosina. Hazen e Heinecke,” demonstraram a
presenca da 3-clorotirosina numa concentragdo 30 vezes maior na LDL isolada da
intima arterial lesada comparada com a intima normal, identificando dessa forma uma
forte relagdo mecanistica oxidativa in vivo.
2) Via espécies reativas de Nitrogénio — onde sob condicdes fisioldgicas mondcitos

humanos ativados utilizam produtos obtidos da reagio MPO-H,0,-NO,, modificando a



LDL para uma forma aterogénica.”’ A LDL oxidada (NO,LDL) é reconhecida pelo
receptor CD36,% que proporciona a sua captacdo por macroéfagos, promove
simultaneamente a nitracdo da apolipoproteina apoB-100 e participa na formacao de

células espumosas, estrias gordurosas e placas ateroscleroticas.’

Formacao de HDL disfuncional
O HDL-colesterol recebe o colesterol das células espumosas na parede arterial e
faz o seu transporte de volta para o figado. Esse processo chamado de transporte reverso

1, a principal

¢ realizado pela via da ABCA-1 e mediado pela apolipoproteina apoA-
proteina da HDL. Estudos em animais € em humanos levantaram a hipotese que a HDL
também possui propriedades anti-inflamatérias que retardam a doenga vascular.”®
Outros estudos, mais recentes, demonstraram que a apoA-1 ¢ um alvo seletivo da
oxidacdo pela MPO e espécies reativas intermedidrias através de reagdes de nitracdo e
clorinacdo, que prejudicam o transporte reverso do colesterol em pacientes com doenca
cardiovascular.’>***” Além do mais, esses mesmos estudos constataram niveis de
nitrotirosina e clorotirosina mais elevados na HDL do plasma de pacientes do que em
controles sadios, e na HDL presente nas lesdes aterosclerdticas do que na HDL do
plasma. Dessa forma, a oxidacdo do HDL-colesterol pela MPO pode representar um

mecanismo molecular especifico de conversao dessa lipoproteina cardioprotetora numa

forma disfuncional desprovida de acao benéfica cardiovascular.

MPO e placa vulneravel
A presenca de leucdcitos € observada desde os estagios iniciais de formagao da
placa aterosclerdtica em modelos animais e em estudos clinicos.*® Naruko et al.,”

analisando segmentos de artérias coronarias obtidos em autdpsia através de estudos
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imuno-histoquimicos, constataram uma intensa infiltracdo neutrofilica em placas rotas
ou erosadas de pacientes com infarto agudo do miocardio (IAM), comparada com rara
deteccdo em lesOes coronarianas de pacientes com morte ndo cardiaca. Da mesma
forma, esses autores constataram uma maior presenga de neutréfilos, em espécimes
obtidos através de aterectomia, em lesdes culpadas de pacientes com angina instavel do
que em lesdes de pacientes com angina estavel. Também, Buffon et al.,* demonstraram
em pacientes com angina instdvel uma redu¢do do conteudo intracelular de MPO nos
neutrofilos analisados através da circulagdo arterial coronariana, independente se a lesdao
culpada pelo evento isquémico estava localizada no sistema coronariano esquerdo ou
direito, introduzindo a hipdtese de ativagdo leucocitaria generalizada em pacientes com
SCA. Num contexto clinico, Goldmann et al.,*' analisando o comportamento da MPO
em 38 pacientes com [AM, detectaram um rapido aumento dos seus niveis plasmaticos
logo apos o inicio dos sintomas, antes mesmo do aumento dos marcadores tradicionais
de necrose, sugerindo que a ativacdo leucocitaria € um evento precoce no IAM e que
precede a injuria miocardica.

A MPO parece implicada em varios processos fisiopatoldgicos envolvidos na
vulnerabilidade da placa aterosclertica coronariana.**** Ela pode participar de
complicacdes isquémicas da aterosclerose através da ativagdo da cascata de proteases e
da apoptose de células endoteliais, levando ao processo de desestabiliza¢dao da placa. A
MPO promove a inativagdo oxidativa dos inibidores das proteases a-1 antitripsina,
inibidor tecidual das metaloproteinases e inibidor do plasminogénio ativado PAI-1, e a
ativacio de formas latentes das metaloproteinases (MMP) da matriz.*® Estudos
histopatologicos documentaram a presenca de grandes quantidades de MMP e material
trombdtico em ateromas ricos em macréfagos de placas vulneraveis predispostas ao

afinamento e ruptura da capa fibrosa.** Estudo experimental,* in vitro, demonstrou que
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o HOCI gerado pela MPO promove a ativacdo da MMP-7 latente, contribuindo para a
ruptura da placa na parede arterial. Sugiyama et al.,*® também demonstraram, in vitro, a
participacdo do HOCI na apoptose de células endoteliais nas artérias coronarias usando
concentragdes aumentadas do oxidante, e na expressao do fator tecidual endotelial
usando doses subletais. Na verdade, a apoptose parece desempenhar um papel essencial

~ ~ . . 4
na formagdo de erosdo superficial e trombose em pacientes com SCA.*’

MPO e remodelamento pds-infarto do miocardio

Estresse oxidativo e inflamagdo sdo elementos-chave do remodelamento
ventricular esquerdo que ocorre apdés o IAM.* A MPO tem sido implicada nesse
processo via peroxidacdo lipidica e nitragdo de diferentes proteinas estruturais do
miocardio, como o inibidor do plasminogénio ativado (PAI-1). Askari et al.,*
induziram IAM apds ligadura cronica da artéria descendente anterior em ratos nulos
para MPO, observando menor infiltragao de leucécitos, reducdo da dilatagdo ventricular
esquerda, preservagcdo da funcdo sistdlica e retardo da mortalidade devido a ruptura
ventricular. Esses achados sugerem beneficios da supressio da MPO nos efeitos
adversos do remodelamento pés-IAM através da inibigdo da ativagdo da cascata das
proteases, via inibi¢do da oxidagao do PAI-1.

A MPO produz aldeidos citotoxicos e produtos da oxidacao lipidica capazes de
inativar os inibidores das proteases. Vasilyev et al.,”° estudaram ratos nulos para MPO e
ratos selvagens submetidos a ligadura cronica da artéria descendente anterior e ao
modelo de isquemia-reperfusdo, ndo encontrando diferen¢as quanto ao tamanho do
infarto produzido entre os dois grupos, mas demonstrando menor dilatacdo ¢ melhor

funcdo ventricular esquerda no grupo desprovido de MPO. Os autores concluiram que a

MPO e seus oxidantes produziram efeitos inflamatorios distintos ndo afetando
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significativamente a necrose tecidual, porém contribuindo seriamente com os efeitos

adversos do remodelamento pos-IAM.

MPO, genética e doenca cardiovascular

Estudos na area de genética tém incorporado alguns conhecimentos a mais no
papel critico que a MPO desempenha na inflamagdo vascular. Mutagdes que promovem
deficiéncia dessa enzima afetam a sua biossintese impedindo que ela atinja a sua fase
madura, ou contribuindo para que ela apresente baixa atividade oxidante. Individuos
com deficiéncia total ou subtotal de MPO parecem ter uma menor prevaléncia de
doenga cardiovascular.”’ O polimorfismo -463 G/A ou A/A (substitui¢do do G por A),
apresenta uma expressdo da MPO duas a trés vezes menor quando comparado com o
gendtipo G/G, que tem uma prevaléncia entre 60 a 66% em paises ocidentais.”® Num
estudo caso-controle,” individuos com o gendtipo G/A ou A/A foram identificados
como tendo um risco menor de doenca arterial coronariana (DAC), efeito esse mediado
pelo polimorfismo -463 G/A na transcrigdo do gene da MPO. Um estudo de coorte,”* no
qual foram acompanhados 139 pacientes com DAC por um periodo de 45 + 19 meses,
mostrou que aqueles com o gendtipo G/G apresentaram maior taxa de eventos
cardiovasculares do que os pacientes com os gen6tipos G/A ou A/A. No nosso meio,
Wainstein et al.,5 > num estudo transversal, determinaram o genotipo da MPO em 118
pacientes estaveis submetidos a cateterismo cardiaco eletivo e ndo encontraram
associagdo entre o polimorfismo -463 G/A da MPO e a gravidade da DAC avaliada por
um escore angiografico. Os niveis plasmaticos da MPO nesse estudo também nao foram
influenciados pelo polimorfismo. Segundo esses autores, no primeiro caso, a magnitude
daquela associagdo pode ter sido menor do que se esperava e o poder do estudo ndo ter

sido suficiente para demonstra-la. E, no segundo caso, como se tratavam de pacientes
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estaveis, sem ativagdo leucocitaria, a MPO poderia estar armazenada dentro da célula
ndo mostrando diferencas genotipicas nos seus niveis plasmaticos. Outros
polimorfismos sdo descritos para o gene da MPO, como o -638C > A e o V53F, que
seriam capazes de alterar a expressao da MPO e, desta forma, estarem geneticamente

envolvidos na fisiopatologia das doencas cardiovasculares.*®

MPO como marcador de risco e progndstico

Como expostos acima, varios mecanismos fisiopatologicos consistentes ligam a
MPO com doenga cardiovascular, onde estd clara a sua participagdio no
desenvolvimento e na progressao da aterosclerose. Nessa perspectiva, a MPO tem sido
de grande interesse para os pesquisadores, talvez por representar processos distintos
daqueles detectados pelas ferramentas tradicionais de estratificagdo de risco, como os
marcadores de necrose. Embora deva ser reconhecida a sua especificidade diminuida
diante de infecgOes e estados inflamatorios. Na verdade, na ultima década, diversos
ensaios clinicos revelaram a sua importancia como preditora de risco de DAC e de
eventos clinicos cardiovasculares em diversos cenarios.

Marcador angiografico de DAC:

1.,”” num estudo caso-controle, comparando 158 pacientes com DAC

Zhang et a
estabelecida contra 175 controles sem DAC angiograficamente significativa,
demonstraram que os pacientes no primeiro grupo apresentaram niveis plasmaticos e
leucocitarios de MPO significativamente maiores do que aqueles do grupo sem DAC
(P<0,001). Numa andlise global, os autores demonstraram que os niveis da MPO no
mais alto quartil, comparando com o mais baixo quartil, foram associados com a

presenga de DAC, com uma razao de chances (RC) de 20,4 (IC 95%= 8,9-47,2) para os

niveis plasmaticos, ¢ de 11,9 (IC 95%= 5,5-25,5) para os niveis leucocitarios. Essa
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relagdo permaneceu significativa mesmo apos ajuste estatistico para fatores de risco
tradicionais, escore de risco de Framingham, contagem de leucocitos e dosagem de
proteina C reativa. Em outro estudo que incluiu 389 pacientes encaminhados para
cateterismo diagnostico, Cavusoglu et al.,”® avaliaram um painel de diversos marcadores
inflamatérios e constataram através de analise de regressao multipla que somente a
contagem de leucocitos e os niveis plasmaticos de MPO foram preditores independentes
de doenca multiarterial (estenose > 2 vasos), com a MPO demonstrando uma RC de
1,35 (IC 95%= 1,08-1,69; P<0,01). Por outro lado, Kubala et al.,”® estudando 557
pacientes estidveis submetidos a angiografia coronariana eletiva, ndo encontraram
diferencga significativa nos niveis de MPO entre os pacientes com DAC e sem DAC,
definida como a presenga de estenose de, pelo menos, 50% em qualquer um dos 15

segmentos coronarianos analisados (P > 0,05).

Marcador progndstico na sindrome coronariana aguda:

Um estudo recente comparou os niveis plasmaticos da MPO em todo o espectro
da DAC, concluindo que ha um aumento progressivo e significativo desses niveis desde
a DAC estavel, passando pela sindrome coronariana aguda sem elevagdo do segmento
ST (SCASEST) até o IAM com elevagdo de ST.” No nosso meio, um estudo também
confirmou que a MPO esta significativamente mais elevada na SCA do que na angina

, 1
estavel.®

O fato dessa elevacao ocorrer durante o processo de desestabilizacdo da placa,
desta forma precedendo a necrose miocardica, originou a hipdtese de que a MPO seria
um marcador precoce nesses pacientes instdveis. Nesse cenario, diferentes estudos
mostraram que os niveis de MPO estdo aumentados, com uma sensibilidade entre 80 a
92%, e que essa elevacdo ocorre dentro das primeiras 3 horas apds o inicio dos

sintomas, ou seja, mais precocemente que a elevacdo da troponina, que ¢ o marcador

diagnostico padrao-ouro de necrose miocardica. Por outro lado, a principal limitagao da
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MPO como marcador na SCA parece ser a sua baixa especificidade, que se situa entre
40 e 50, revisado na ref. 62

Dois estudos importantes mostraram fortes evidéncias preliminares do valor
prognostico complementar da MPO agregado ao da troponina, em pacientes com
suspeita de SCA. No primeiro, Baldus et al.,”* dentro do estudo CAPTURE, avaliaram
1090 pacientes, demonstrando que aqueles com niveis de MPO no tercil mais alto (>350
ug/L) apresentaram mais Obito ou infarto do miocardio (IM) ndo fatal dentro de 72
horas, 30 dias e 6 meses da inclusdo no estudo, do que aqueles com a MPO no tercil
mais baixo (P < 0,001). Um aspecto importante desse estudo foi que mesmo em
pacientes com troponina negativa (TnT <0,01 pg/L), niveis de MPO >350 pg/L
identificaram um subgrupo com risco aumentado de eventos cardiovasculares (15,9% vs
2%; P=0,001). Esse achado sugere que a MPO expressa o estado de inflamagdo aguda
na circulacdo coronariana indicativo de ativagcdo neutrofilica que precede a injuria
miocardica, e isso explica o aumento precoce nos seus niveis plasmaticos. No outro
estudo, Brennan et al.,® avaliaram 604 pacientes atendidos no departamento de
emergéncia com dor toracica presumidamente de origem cardiaca, numa média de 4
horas do inicio dos sintomas, dos quais 78,5% receberam o diagndstico final de SCA.
Esses autores demonstraram que os niveis plasmaticos da MPO, coletada na
apresentacdo dos pacientes, foram preditores de IM, necessidade de revascularizagdo
miocardica, ou 6bito, dentro de 30 dias e 6 meses ap6s a apresentacdo inicial (P<
0,001). Os pacientes com niveis plasmaticos de MPO no quartil mais alto (>394,0 pM)
tiveram uma maior probabilidade de IM na apresentacao, com uma RC de 3,9 (IC 95%=
2,2-6,8), e uma maior probabilidade de eventos cardiacos maiores em 30 dias ¢ em 6
meses, com uma RC de 4,7 (IC 95%= 2.8-7,7) e¢ 4,7 (IC 95%= 2,9-7,7),

respectivamente. Semelhante aos achados de Baldus et al.,*> esse estudo mostrou que a
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MPO foi preditora de risco mesmo em pacientes com troponina negativa. Nesse
subgrupo, aqueles com a MPO no quartil mais alto apresentaram mais eventos
cardiovasculares maiores, em 30 dias e em 6 meses, com uma RC de 4,1 (IC 95%= 2,0-
8,4) e 3,9 (IC 95%= 2,0-7,7), respectivamente. Da mesma forma, os niveis de MPO
também se elevaram precocemente, dentro de 2 horas do inicio dos sintomas, o que,
certamente, contribuiu para uma rapida estratificacdo de risco em se tratando de
pacientes com dor toracica num departamento de emergéncia.

Mais recentemente, Cavusoglu et al.,65 numa coorte de 193 individuos do sexo
masculino com o diagnéstico de SCA encaminhados para cateterismo cardiaco, fizeram
seguimento nesses pacientes de forma prospectiva até o final de 2 anos, observando o
aparecimento dos desfechos IM e dbito. Apos controle para as variaveis clinicas basais,
laboratoriais e angiograficas, a MPO mostrou ser uma forte preditora independente de
IM através de analise de regressdo multipla. Os autores demonstraram que a sobrevida
livre de IM no periodo de 2 anos foi de 88% para o grupo de pacientes com valores
abaixo de 20,34 ng/mL (mediana), ¢ de 74% para o grupo com valores acima desses
niveis (P=0,02 por log-rank test). Esse estudo mostrou o valor progndstico da MPO
também a longo-prazo em pacientes com um amplo espectro de SCA, mesmo naqueles
com troponina negativa. Porém, ao contrario do desfecho IM, a MPO nao foi preditora
de mortalidade nessa coorte, talvez pelo pequeno tamanho da amostra ou porque os seus
efeitos representem mais a instabilidade da placa e ndo outros determinantes poderosos
de sobrevida a longo-prazo, como fungao ventricular esquerda.

Morrow et al.,%® realizou dosagens de MPO e de CD40 ligante (L) dentro de 24
horas do inicio dos sintomas em 1524 pacientes com o diagnoéstico de SCASEST,
tratados com tirofiban e incluidos no ensaio clinico TACTICS-TIMI 18. Os resultados

mostraram que pacientes com niveis de MPO acima de 884 pM tiveram um risco maior
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de apresentar IM nao fatal ou re-hospitalizacdo por SCA no periodo de 30 dias (9,3 vs
4,6%; P <0,001). Nenhuma diferenca foi encontrada com o CD40L quanto a ocorréncia
desses desfechos (P=0,31). A MPO permaneceu associada com recorréncia de isquemia
ap6és ajuste para idade, infradesnivel de ST, DAC prévia, insuficiéncia cardiaca,
troponina I (Tnl), proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-us) e CD40L, com um RC de
2,10 (IC 95%= 1,36-3,23). Por outro lado, essa associacdo foi atenuada em 180 dias,
com uma RC de 1,26 (IC 95%, 0,95-1,68). Outro dado importante foi que a
estratificacdo usando a combinagdo dos 3 marcadores MPO, BNP (peptideo natriurético
tipo B) e Tnl, identificou um risco de eventos acima de 3 vezes no periodo de 30 dias,
fato esse que desafia a introdu¢do da MPO na rotina clinica, até mesmo em substitui¢ao
a PCR-us.”’

Dois estudos de pacientes com [AM foram publicados recentemente. No
primeiro, Moccatta et al.,*® investigaram em 512 pacientes a relagdo da MPO e do
marcador de oxidagdo carbonil proteina com a mortalidade. Os autores observaram uma
maior mortalidade no grupo de pacientes com MPO > 55 pg/L (mediana), dosada na
admissao, com uma RC de 1,8 (IC 95%= 1,0-3,0; P=0,034), em 5 anos de
acompanhamento ap6s o IAM. Ao contrario, a carbonil proteina ndo foi discriminatoria
de sobrevida nessa coorte (P= 0,31). Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier mostraram
que a MPO > 55 pg/L combinada com a NT pro-BNP (N-terminal peptideo natriurético
tipo pro-B) > 110 pmol/l ou com a fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo < 49%, foi
preditora de mortalidade no final de 5 anos, inclusive, conferindo um progndstico pior
do que cada um desses outros marcadores isolados. No outro estudo de pacientes com
IAM, desta feita com supradesnivel do segmento ST, Khan et al.,*” investigaram em 384
pacientes o valor prognostico da MPO e fizeram a comparagcdo com o NT pro-BNP.

Para isso, foi utilizado o valor da mediana das dosagens de ambos marcadores durante
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os 5 primeiros dias desde o inicio dos sintomas. Os resultados mostraram que a mediana
dos niveis de MPO foi 50,6 (15,3-124,1) ng/mL nos pacientes que apresentaram 6bito
ou re-hospitalizacdo por IM, e 33,5 (6,6-400,2) ng/mL nos sobreviventes sem
recorréncia de IM (P=0,001). Um modelo de regressao logistica combinando os
marcadores MPO e NT pro-BNP aumentou a area sob a curva ROC para 76% (1C 95%=
0,69-0,82; P< 0,001), incrementando a capacidade preditora de desfechos primarios.

Marcador prognostico na DAC estavel:

Stefanescu et al.,”’ estudaram 382 pacientes com DAC estavel documentada
angiograficamente, avaliando de forma prospectiva a associacao entre a MPO, coletada
antes do estudo angiografico, e a mortalidade em 5 anos de seguimento. Os pacientes no
tercil mais alto de MPO (> 75 ug/L) apresentaram maior mortalidade do que aqueles
nos tercis mais baixos (18,3% vs 10,5%, respectivamente), com uma RC de 1,96 (IC
95%= 1,02-3,76; P=0,04). Os pacientes que apresentaram Obito tiveram uma dosagem
de MPO com uma tendéncia a ser mais alta do que a dos sobreviventes (P= 0,06). Por
outro lado, a utilizacdo de um modelo de regressdo logistica para ajuste com outros
fatores de risco cardiovasculares ndo mostrou associa¢ao independente da MPO com a
mortalidade (P= 0,77). No nosso meio, um estudo realizado com 178 pacientes com
angina estavel em acompanhamento ambulatorial trimestral, avaliou o valor prognodstico
da MPO durante um seguimento médio de 13 + 4 meses, ndo encontrando diferenca
significativa nos seus niveis entre os grupos com e sem eventos cardiovasculares (6bito,
IAM, internacdo por suspeita de SCA e necessidade de revascularizagdo miocardica
percutinea ou cirargica), com um valor de P de 0,48.°'

Apesar de ndo estar confirmada como preditora independente de mortalidade na

DAC estavel, a elevagdo plasmatica da MPO esta associada com fatores de risco
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cardiovasculares que determinam um prognostico mais adverso e, nesse contexto, ela
poderia também ser encarada como um marcador de risco.

Marcador progndstico em individuos sadios:

Um estudo caso-controle realizado entre os participantes do EPIC (European
Prospective Investigation Into Cancer and Nutrition)- Norfolk study,”’ avaliou a
associa¢do dos niveis da MPO com o risco de DAC futura em individuos aparentemente
sadios seguidos por um periodo de 8 anos. Os resultados mostraram que os niveis de
MPO foram significativamente mais elevados nos casos (n=1138) do que nos controles
(n= 2237), com um valor de P< 0,001. O risco de DAC foi significativamente mais
elevado nos pacientes com o mais alto quartil da MPO comparado com aqueles com o
quartil mais baixo, com uma RC de 1,49 (IC 95%= 1,20-1,84; P< 0,001). Apos ajuste
para fatores de risco tradicionais esse risco continuou presente com uma RC de 1,36 (IC
95%= 1,07-1,73; P< 0,001). De relevante, nesse estudo, os niveis de MPO foram
associados com o risco de futuro aparecimento de DAC nessa populagdo de individuos
sadios, porém essa associagdo foi mais fraca do que aquela observada com os fatores de
risco tradicionais e com a proteina C reativa (PCR). A MPO também nao agregou valor
prognostico ao escore de risco Framingham.

MPO., disfuncio sistolica e insuficiéncia cardiaca:

Num estudo populacional’® prospectivo, de rastreamento, realizado com 1331
individuos sadios de meias-idades, foram dosados os niveis plasmaticos do NT pro-
BNP, da PCR e da MPO com a finalidade de detectar a presenca de disfuncdo sistolica
ventricular esquerda (DSVE), pré-definida como fracdo de ejecdo < 40% pelo
ecocardiograma. Num modelo logistico com aqueles 3 fatores a adi¢do da MPO e, em
menor grau, da PCR, aumentou a especificidade do NT pro-BNP de 40,5% para 88,4%

para o diagnéstico de DSVE oculta. Em outro estudo realizado em pacientes com
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insuficiéncia cardiaca cronica (fragdo de ejecao < 50%), os niveis plasmaticos de BNP e
MPO foram obtidos em 102 pacientes € em 105 controles sadios. Houve uma correlagao
positiva entre a MPO, pior classe funcional (New York Heart Association) ¢ BNP. Os
niveis de MPO foram fortemente associados com a prevaléncia de insuficiéncia
cardiaca, com uma RC de 30,3 (IC 95%= 11,1-94,5), e essa associagdo permaneceu
significativa mesmo apds ajuste para idade e BNP (RC= 27,7; IC 95%= 3,6-371,1).”
Tang et al.,”* também autores do estudo prévio, estudaram 140 pacientes com
insuficiéncia cardiaca cronica e disfungdo sistolica grave (fragdo de ejegdo < 35% pelo
ecocardiograma), demonstrando que niveis aumentados de MPO foram associados com
uma prevaléncia aumentada de disfungdo diastélica ventricular esquerda e de disfungao
sistélica ventricular direita, ambas graves, avaliadas pelo ecocardiograma. A MPO
também foi preditora do risco ajustado de desfechos clinicos a longo-prazo (RR= 3,35;
IC 95%= 1,52-8,86) e aumentou a acuracia do BNP em predizer eventos clinicos
adversos futuros.

Por fim, um estudo observacional publicado recentemente, > avaliou 412
pacientes atendidos no departamento de emergéncia com dispnéia, seguindo-os por um
periodo de 1 ano. Diferentemente dos peptideos natriuréticos BNP e NT pro-BNP, os
niveis plasmaticos de MPO ndo distinguiram pacientes com ou sem o diagndstico de
insuficiéncia cardiaca aguda descompensada (P= 0,07). A MPO também nao foi
preditora de mortalidade no seguimento de 1 ano (ROC= 0,53; P=0,55), nao
adicionando informacio progndstica as dos peptideos natriuréticos. Wu, em editorial,’®
afastou razdes analiticas da MPO para discordancia com outros estudos. Ele observou
que os niveis de MPO aumentaram em todos pacientes que se apresentaram com
dispnéia aguda, até mais do que nos estudos com insuficiéncia cardiaca cronica, acima

referidos, sugerindo que qualquer distirbio associado com esse sintoma ¢ suficiente
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para estimular a liberacdo dessa enzima. Poderia se argiiir, segundo Wu, que a MPO
teria uma utilidade limitada na insuficiéncia cardiaca, a menos que outras causas de

inflamag¢ao nao cardiaca aguda ou crénica fossem afastadas.

Aspectos praticos da dosagem da MPO

Enquanto os fatores de risco estdo envolvidos no processo da doenga, os
marcadores de risco estdo associados com esse processo. A ciéncia bdsica tem
disponibilizado varios mecanismos para explicar a associacdo entre a MPO e doenca
cardiovascular através de estudos clinicos. Multiplos marcadores de inflamacdo e de
doenga cardiovascular tém sido utilizados em conjunto na pratica clinica com a idéia de
serem mais informativos por agirem sinergicamente. Quando se avalia um marcador ¢é
necessario considerar certas especificagdes atribuiveis ao teste, como: 1) padronizagao;
2) limites de deteccdo, estabilidade e precisdo; e 3) acessibilidade do custo.

A MPO pode ser dosada no sangue através do método de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), ou o seu contedo ser mensurado nos neutr6filos como um
indice de degranulagio através de citometria de fluxo.*” Esse tltimo caso envolve o
isolamento de uma populacdo de células e requer amostras com um volume maior de
sangue. A dosagem da MPO ainda necessita de padronizagdo, porém o método de
ELISA tem sido amplamente utilizado em estudos que investigam a utilidade dessa
enzima como preditora de risco ou prognoéstico. Esse teste ¢ disponibilizado em diversos
kits frutos de pesquisa com fins comerciais.® >

A dosagem da MPO no soro ¢ mais alta do que no plasma porque além de
refletir os niveis circulantes endogenos da MPO ela tem a contribui¢dao da degranulagao

dos neutrofilos durante o processo de coagulacdo que ocorre na preparagao do soro. Isso

se torna mais evidente nos pacientes com uma alta carga aterosclerotica ou com varios
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fatores de risco cardiovasculares.” A utilizacdo de anticoagulante no tubo de coleta da
amostra para posterior centrifugacdo e obtengdo de plasma, vai minimizar essa
amplificacio da dosagem que ocorre quando se utiliza soro. Dados de Shih et al.,”’
analisando os efeitos do tipo de tubo de coleta utilizado e o manuseio pré-analitico da
MPO, indicam que o EDTA (EthyleneDiamine Tetracetic Acid) inibe a liberagcao
leucocitaria dessa enzima a temperatura ambiente e, dessa forma, deve ser o
anticoagulante preferido para utilizacdo nas amostras.

Chang et al.,”® observaram que a concentragdo plasmatica da MPO aumentou
com o passar do tempo se a amostra sanguinea foi mantida em temperatura ambiente
antes de ser processada a centrifugagdo. Nesse caso, a MPO continuou sendo liberada
dos leucécitos ocasionando um falso aumento no sangue. Por outro lado, ndo ocorreu,
essencialmente, nenhum aumento da MPO se a amostra foi colocada imediatamente em
banho de gelo logo ap6s ser coletada, mesmo que a centrifugacdo tenha sido realizada
em temperatura ambiente. Os autores recomendam que além da imersdo imediata das
amostras em banho de gelo, se utilize plasma ao invés de soro para a dosagem da MPO,

pelas razdes acima referidas.

Implicagdes terapéuticas
Baldus et al.,”” avaliaram o efeito da administragio de heparina em 109
pacientes submetidos a cateterismo cardiaco, observando um maior aumento dos niveis
plasmaticos da MPO induzido pela medicacdo naqueles pacientes com doenca arterial
coronariana comparado com controles (P= 0,01). O tratamento com heparina provocou
mobilizagdo da MPO da parede arterial, presumidamente do espago subendotelial, e a
magnitude dessa mobilizagdo se correlacionou com a melhora da fungdo endotelial.

Essas observagdes permitem a hipotese de que a modulagdo do conteido da MPO da
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parede arterial apos a administracdo da heparina pode promover efeitos anti-
inflamatérios e aumentar a biodisponibilidade do 6xido nitrico vascular.

Shishehbor et al..**® demonstraram em 2 estudos consecutivos que a
atorvastatina reduziu os niveis dos oxidantes derivados da MPO e do 6xido nitrico,
nitrotirosina e clorotirosina, independentemente da reducdo apresentada nos niveis das
lipoproteinas, conferindo, dessa forma, propriedades anti-oxidantes e anti-inflamatorias
atribuidas aos efeitos pleotropicos das estatinas. Mais recentemente, Zhou et al.,** num
estudo com 78 pacientes com o diagndstico de SCA, demonstraram que o tratamento
com atorvastatina (n=40) obteve redu¢do adicional significativa nos niveis de MPO e
PCR (P=0,01 ¢ 0,03, respectivamente), comparado com o tratamento convencional sem
hipolipemiantes (n=38), apdés 1 semana da randomizacdo. Esses efeitos poderiam
explicar alguns beneficios clinicos observados com o uso das estatinas em pacientes
com SCA.

O conhecimento da estrutura férrica da MPO e dos seus complexos junto com o
completo entendimento dos mecanismos de reagdo, incluindo as propriedades redoxes
dos seus intermedidrios, tem gerado interesse no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas especificas para inibir a atividade oxidativa dessa enzima. O
desenvolvimento de inibidores da MPO sem o comprometimento de suas fungdes de
defesa imune inata do organismo, constitui, entretanto, um grande desafio. Malle et
al.,"” em artigo publicado recentemente, faz uma revisdo geral sobre os inibidores
potenciais da MPO e o seu modo de agdo, esse ultimo, baseado na sua relagdo estrutura-

funcio e relevancia fisiopatologica.
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Conclusoes

Além de participar da defesa imune inata do organismo, a MPO desempenha um
papel importante no processo inflamatdrio vascular e na progressao da aterosclerose, até
a desestabilizacdo da placa coronariana, estando aumentada precocemente na SCA antes
mesmo de ocorrer necrose miocardica. Entretanto, a MPO nao ¢ especifica para doenga
cardiovascular desde que pode estd aumentada em qualquer processo inflamatorio,
infeccioso ou infiltrativo. Em vista do conhecimento adquirido acerca da sua ligagdo
mecanistica com, virtualmente, todos os estagios de doenca cardiovascular, a MPO tem
sido utilizada como marcador de risco e prognostico ndo somente na SCA, mas,
também, na DAC estavel, na insuficiéncia cardiaca e na doenga vascular.

A dosagem da MPO ainda carece de padronizagdo, sendo dispares os pontos de
corte utilizados em diversos estudos, talvez devido aos diferentes tipos de amostras e
manuseio pré-analitico. A informagdo de progndstico adicional atribuida a MPO, além
dos fatores de risco cardiovasculares tradicionais € de outros novos biomarcadores,
ainda ndo estd completamente caracterizada, necessitando de estudos que comprovem a
sua utilidade para ser incorporada na pratica clinica como ferramenta independente.
Nesse aspecto, a MPO parece ser inferior a proteina C reativa. Por ultimo, o seu papel

em determinar intervengdes terapéuticas especificas ainda esta em investigacao.
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Avaliacio angiografica da doenca arterial coronariana

A angiografia coronariana seletiva ¢ ainda o padrdao-ouro para detectar estenoses
graves na luz da artéria corondria, embora ndo informe sobre o processo da doenga que
ocorre na parede do vaso. Tipicamente, a angiografia somente ¢ considerada positiva
quando a estenose ¢ grave o suficiente para limitar fluxo. Esse método diagnostico
permanece a base para fornecer elementos de indicagdo para revascularizacao
miocardica, percutanea ou cirtrgica, quer na doenca arterial coronariana (DAC) estavel,
quer diante das sindromes coronarianas agudas.

De um modo geral, a avaliacdo da gravidade e da extensdo das lesdes
coronarianas, do ponto de vista angiografico, pode ser feita através de um sistema de
escores de acordo com 3 técnicas diferentes. A saber:

1- Escore do vaso: Com algumas variagcdes em cada estudo, no qual um valor
unitario ¢ dado para cada estenose de 50% ou mais no didmetro luminal do vaso. O
escore pode variar desde zero até o equivalente ao nimero de vasos coronarianos
envolvidos (artérias descendente anterior, circunflexa e direita). Para lesdo no tronco da
coronaria esquerda ¢ também atribuido um valor unitdrio, assim como para ramos
principais com didmetros > 2,5 mm.”*

2- Escore de gravidade: Criado por Gensini,*> esse escore tem como conceito
fundamental a hipotese de que a gravidade da DAC deva ser considerada uma
conseqiiéncia da significancia funcional da obstrucao vascular e da extensao da area
perfundida pelo vaso ou pelos vasos envolvidos. A presenca de uma circulacao colateral
efetiva, ainda dentro desse conceito, pode modificar o significado funcional de uma
obstrucdo grave ou de uma oclusao total. Resumidamente, de acordo com esse sistema

de escores, a arvore arterial ¢ dividida em segmentos. A importancia funcional e o
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percentual de estreitamento luminal das artérias corondrias nesses segmentos sao
avaliados e os escores calculados. Escores mais altos, representam doenga mais grave.
O escore de Gensini ¢ amplamente utilizado. Para exemplificar, alguns estudos
avaliaram a associacio de hipoxia noturna devido a distirbio do sono,* retinopatia em
diabéticos,84 esclerose valvar a(')rticat,87 atividade da prolidase sérica,’® e
mieloperoxidase,” com a gravidade da DAC, utilizando esse escore. Este tltimo
estudo,” realizado com 48 pacientes estaveis com DAC obstrutiva pela angiografia,
mostrou que os niveis de MPO se correlacionaram positivamente com o escore de
Gensini (r= 0,228; p= 0,044), e com o escore de Calcio, avaliado pela tomografia
computadorizada com maultiplos detectores, em 30 pacientes controles (r= 0,433; p=
0,017).

3- Escore de extens&o: Proposto por Sullivan et al.,*

indica a propor¢do da arvore
arterial coronariana envolvida, angiograficamente, pelo ateroma. A proporcao desse
envolvimento, indicado pela irregularidade luminal do vaso ¢, entdo, multiplicada por
um fator relacionado com o comprimento daquele vaso. Por fim, os escores obtidos em
cada vaso s3o somados para totalizarem um escore de até 100, que significa o
percentual da area de superficie intimal coronariana envolvida pelo ateroma. Nesse
estudo, foi demonstrada uma maior correlagdo do escore de extensdo do que o escore de
estenose com a idade e com as lipoproteinas, a ponto dos autores recomendarem a sua
adocdo em estudos que examinam a relacdo entre fatores de risco e aterosclerose
coronariana.

Para finalizar, cumpre salientar que a estimativa do grau da estenose do vaso pode

ser feita visualmente ou através de angiografia quantitativa em, pelo menos, 2

incidéncias ortogonais.
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Hipotese conceitual

Esse estudo parte da hipotese de que sendo a mieloperoxidase um marcador de
inflamacao e desestabilizagdo da placa aterosclerdtica coronariana, a sua expressao na

sindrome coronariana aguda poderia ocorrer em razao direta da gravidade das lesoes.
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Objetivos

1) Objetivo principal: avaliar a associagdo entre os niveis plasmaticos da

mieloperoxidase e a gravidade angiografica da doenca arterial coronariana em pacientes
com sindrome coronariana aguda sem elevagao de ST.

2) Objetivos secundarios:

a) Avaliar a associacdo dos niveis da mieloperoxidase com as enzimas troponina I e
CK-MB;

b) Avaliar a associagcdo da mieloperoxidase com a contagem de leucocitos;

¢) Comparar os niveis da mieloperoxidase entre os pacientes com escore de risco TIMI
>4e<4;

d) Correlacionar os niveis da mieloperoxidase com o intervalo de tempo entre o inicio

dos sintomas (evento indice) e o momento da coleta da amostra.
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Resumo

Fundamento: Os niveis plasmaticos da mieloperoxidase (MPO) estao elevados em
pacientes com sindrome coronariana aguda (SCA) como conseqiiéncia de intensa
ativacdo neutrofilica. A capacidade da MPO em predizer a gravidade da doenca arterial
coronariana (DAC) nos pacientes com SCA ¢ alvo de controvérsia.

Objetivo: Avaliar a associagdo entre os niveis plasmaticos da MPO e a gravidade das
lesdes aterosclerdticas coronarianas em pacientes com SCA sem elevagdo de ST.
Métodos: Pacientes com SCA de alto risco que foram submetidos a angiografia
coronariana durante as primeiras 72 horas do inicio dos sintomas, realizaram uma Unica
dosagem plasmatica de MPO. O escore de Gensini foi utilizado para avaliar a gravidade
angiografica da DAC.

Resultados: Entre os 48 pacientes estudados, 85,4% tinham niveis elevados de
troponina. As medianas dos niveis da MPO e do escore de Gensini foram 6,9 ng/mL
(minima= 4,4; maxima= 73,5), ¢ 10 (minima= 0; méaxima= 87,5), respectivamente. O
coeficiente de Spearman ndo mostrou correlagdo significativa entre os niveis de MPO e
o escore de Gensini (rs= 0,2; P=0,177). Os pacientes com niveis de MPO < 6,9 ng/mL
apresentaram um escore de Gensini de 8,3, enquanto que aqueles com a MPO > 6,9
ng/mL apresentaram um escore de 13,8, (P= 0,386). Os pacientes com escore de
Gensini < 10 apresentaram niveis de MPO de 6,6 ng/mL, enquanto aqueles com escore
> 10 apresentaram niveis de MPO de 8,5 ng/mL (P= 0,126). Nao houve associag¢do
entre os niveis de MPO ¢ a extensdo da lesdo coronariana (rs= 0,047; P= 0,756). Na
analise multivariada a MPO nao mostrou correlagdo com nenhuma outra variavel.
Conclusdes: Nao houve associagdo entre os niveis plasmaticos de MPO e a gravidade
angiografica da DAC em pacientes com SCA com indicacdo de estratificagdo invasiva.
Esse achado sugere que a expressdao da MPO como um biomarcador inflamatério esta

dissociada da gravidade anatomica das lesdes coronarianas.

Unitermos: mieloperoxidase, sindrome coronariana aguda, doenca arterial coronariana,

angiografia.
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Introducao

Infiltracdo leucocitaria pode ser observada nos estagios iniciais de formacao da
placa aterosclerdtica em modelos experimentais com animais e em estudos clinicos.'
Evidéncias de ativacao leucocitaria t€ém sido documentadas em pacientes com sindrome
coronariana aguda (SCA)>’ e extensos infiltrados neutrofilicos tém sido identificados
em placas coronarianas instaveis." A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima secretada
por células inflamatérias ativadas, predominantemente encontrada nos neutrofilos, nos
mondcitos e em alguns subtipos de macréfagos.”’ Ela forma radicais livres com atividade
antimicrobiana® e, sob certas condi¢des patolégicas, pode também causar dano tecidual,
contribuindo para o desenvolvimento e progressio da aterosclerose.”® Existem
evidéncias que sugerem que a MPO possa ter um papel causal na vulnerabilidade da
placa.” Foi demonstrado que ela modula a atividade de distintas cascatas de proteases,
participando nos processos de desestabilizacdo da placa.'™"

Diversos estudos avaliaram o papel da MPO como preditora de futuros eventos
cardiovasculares adversos. Brennan et al.,'* demonstraram que uma simples medida
plasmatica da MPO em pacientes com dor toracica aguda, pode prever eventos
adversos, a curto e a longo-prazo, a despeito de valores normais de troponina. Numa
sub-analise de 1090 pacientes do estudo CAPTURE, Baldus et al.,'* demonstraram que
niveis elevados de MPO sao preditores de eventos coronarianos, independentemente dos
niveis de troponina. Niveis elevados da MPO também foram associados com o risco
futuro de infarto do miocardio'* e apresentaram a mais alta sensibilidade para prever
eventos isquémicos recorrentes entre véarios outros biomarcadores tradicionais.'>"’
Recentemente, foi demonstrado que a MPO aumenta progressivamente desde a doenga

arterial coronariana (DAC) estavel, passando pela SCA sem elevacdo do segmento ST e

. , . . . , . ~ |
alcanca os mais altos niveis no infarto agudo do miocéardio com elevagio do ST."
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A ligacdo entre a MPO e a DAC esta muito bem estabelecida desde o processo
inflamatoério inicial, com a SCA representando o apice do envolvimento dessa enzima.
Os niveis de MPO estdo aumentados em pacientes estiveis com DAC documentada'’® e
em lesdes culpadas de pacientes com SCA.****! Entretanto, a associagdo entre a MPO ¢
a gravidade da doenca aterosclerdtica na SCA ainda ndo foi estabelecida. O objetivo do
presente estudo foi o de avaliar a associagdo entre os niveis plasmaticos da MPO e a

gravidade angiografica da DAC em pacientes com SCA sem elevacao de ST.

Métodos

Desenho do estudo e populacdo

Estudo transversal, realizado nos Hospitais de Clinicas e Sao Francisco, ambos
da cidade de Porto Alegre, aprovados pelos respectivos Comités de Etica, sendo o termo
de consentimento informado obtido apos a assinatura de cada paciente participante.

No6s recrutamos pacientes de 18 a 75 anos de idade encaminhados para
cinecoronariografia com o diagnostico de SCA sem elevacao de ST, cujo quadro clinico
foi caracterizado por dor toracica, ou equivalente isquémico, em repouso, com duragao
maior que 10 minutos, associada a: 1) infra-desnivel de ST > 1 mm ou inversao de
ondas t > 3 mm em duas derivagdes contiguas; ou a 2) elevagao das enzimas CK-MB ou
troponina I; ou a 3) escore de risco TIMI moderado a alto (3-7).” Os seguintes critérios
foram considerados de exclusdo: cirurgia de revascularizagao miocardica prévia; stent
coronariano implantado ha menos que 30 dias; instabilidade hemodindmica;
insuficiéncia renal (depuracdo da creatinina endogena < 30 mL/min.); quadros

inflamatorios ou infecciosos; ou neoplasias em atividade.
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Protocolo do Estudo

Os pacientes foram submetidos a angiografia coronariana dentro de 72 horas
decorridas apds o ultimo episddio de dor torécica ou equivalente isquémico. Uma
amostra de 10 mL de sangue foi coletada para a dosagem da MPO logo apds a pungao
arterial com a colocacdo do introdutor, antes da administracdo de heparina e realizagao
do cateterismo.

Todas as amostras coletadas foram colocadas em um tubo com heparina e
imediatamente imersas num deposito com gelo, sendo centrifugadas dentro de 60
minutos, a 3000 rpm, durante 10 minutos ¢ a temperatura ambiente. O plasma entdo
obtido foi armazenado a uma temperatura de 80° C negativos para posterior analise dos
niveis de MPO.

Analise Angiografica

Foi realizada angiografia coronariana quantitativa usando um sistema de
detec¢do automatizado (Siemens®, Alemanha), utilizando o cateter guia como um
parametro de calibragcdo. Foram medidas as seguintes varidveis angiograficas: didmetro
luminal de referéncia e minimo (mm); extensdo (mm) e grau da estenose (percentual).
O escore de Gensini foi aplicado apos a analise quantitativa para avaliar a gravidade ¢ a
extensdo das lesdes.” Foi determinado um escore de gravidade para cada estenose
coronariana de acordo com o grau de estreitamento luminal e sua importancia
geografica. A reducdo do diametro luminal e a aparéncia radioldgica das lesdes
concéntricas e das placas excéntricas foram avaliadas (as redugdes de 25%, 50%, 75%,
90%, 99% e oclusdo completas foram dados os escores de Gensini de 1, 2, 4, 8, 16 e 32,
respectivamente). Para cada segmento vascular principal foi determinado um fator de
corre¢do de acordo com a significancia funcional da area miocardica suprida por aquele

segmento: o tronco da corondria esquerda, 5; o segmento proximal da artéria
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descendente anterior (ADA), 2,5; o segmento proximal da artéria circunflexa, 2,5; o
segmento médio da ADA, 1,5; a artéria corondria direita, o segmento distal da ADA, o
ramo postero-lateral e a artéria marginal obtusa, 1; e outros, 0,5.

Todas as medidas angiograficas foram realizadas por dois investigadores
independentes, cegos quanto as caracteristicas clinicas dos pacientes e quanto aos niveis
de MPO.

Analise bioquimica

Todas as amostras armazenadas foram analisadas num Unico momento. Apos
serem descongeladas, as amostras de plasma foram diluidas numa proporg¢ao de 1:50 e
colocadas numa placa com 96 pogos. A dosagem plasmatica da MPO foi determinada
pelo método enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, Bender MedSystems,
Viena, Austria). Esse teste ¢ baseado na técnica do sanduiche, na qual dois anticorpos
monoclonais sdo dirigidos contra determinantes antigénicos separados, localizados na
molécula da MPO. O limite inferior de deteccao ¢ de 0,026 ng/mL, e em individuos
sadios os niveis esperados de MPO variam entre 1,45 ¢ 72,67 ng/mL, com uma média
de 17,02 ng/mL.

A dosagem de enzimas cardiacas, glicemia e lipidios, e o leucograma, foram
determinados seguindo metodologia padrao.

Variaveis clinicas

Os fatores de risco coronarianos foram avaliados através dos registros médicos e
de entrevistas com os pacientes. Hipertensdo arterial foi definida no caso de uso de
medicagdo anti-hipertensiva ou de documentacao de niveis pressoricos > 140/90 mmHg
em pelo menos duas ocasides diferentes; tabagismo ativo como o consumo de, no
minimo, um cigarro por dia nos ultimos 30 dias; hipercolesterolemia foi diagnosticada

pela presenca de niveis de colesterol total > 240 mg/dL ou pelo uso de estatinas; e
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diabete melito pelo tratamento com dieta, hipoglicemiantes orais ou insulina. Por fim,
uma historia de infarto do miocardio no passado necessitou a confirmagdo por exame
apropriado (ECG, ecocardiograma, cintilografia ou angiografia).

Anélise estatistica

Para detectar um coeficiente de correlagdo moderado (0,45), entre o escore
angiografico de gravidade da DAC (Gensini) e os niveis plasmaticos da MPO,
considerando um o= 0,05 ¢ um poder de 90%, foi calculada uma amostra com 48
pacientes.

As variaveis continuas com distribuic¢do paramétrica foram descritas como
média = desvio-padrdo. As varidveis nao paramétricas, como os niveis de MPO ¢ o
escore de Gensini, foram apresentados como mediana (minima e maxima), ¢ analisadas
pelo teste de Mann-Whitney. Os dados categoricos foram apresentados como
freqliéncias e as suas diferencas foram analisadas pelo teste do qui-quadrado ou o teste
exato de Fischer. O coeficiente de correlagdo de Spearman foi usado para avaliar a
associacdo entre os niveis plasmaticos de MPO e o escore de Gensini. Analise
multivariada foi utilizada para avaliar a correlagdo entre os niveis de MPO e outros
fatores de risco. Um valor de P < 0,05 foi considerado significativo. A analise estatistica

foi realizada pelo programa SPSS, versao 15.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois).

Resultados

As caracteristicas basais dos 51 pacientes inicialmente incluidos sao descritas na
tabela 1. A MPO foi coletada numa média de 38 horas apds o inicio do evento indice.
Em trés pacientes houve perda das amostras de plasma coletadas para o exame de MPO,

perfazendo um total de 48 pacientes que efetivamente dosaram a enzima.
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Todos os pacientes estavam em uso de anti-plaquetarios, anti-trombinicos e
estatinas no momento da coleta de sangue para o exame de MPO. Na sua grande
maioria, os pacientes apresentaram niveis elevados de troponina I (> 0,01 pg/L), e em
pouco mais de 40% deles a CK-MB estava anormalmente elevada. Em cinco pacientes
com o escore de risco TIMI com um valor de 2 a indicag@o de estratégia invasiva foi a
presenga de niveis elevados de troponina, conforme o protocolo.

As medianas dos niveis plasmaticos de MPO e do escore de Gensini foram 6,9
ng/mL (minima= 4,4; maxima= 73,5), e 10 (minima= 0; maxima= §87,5),
respectivamente. O coeficiente de Spearman ndo mostrou associagdo significativa entre
os niveis de MPO e o escore de Gensini, com um rs= 0,2 ¢ um P= 0,177 (figura 1). Os
pacientes com niveis de MPO < 6,9 ng/mL apresentaram um escore de Gensini de 8,3
enquanto que aqueles com niveis de MPO > 6,9 ng/mL apresentaram um escore de 13,8,
com um P= 0,386 (figura 2). Os pacientes com escore de Gensini < 10 apresentaram
niveis de MPO de 6,6 ng/mL, enquanto que aqueles com escore > 10 apresentaram
niveis de 8,5 ng/mL, com um P= 0,126 (figura 3). Nao houve associa¢do significativa
entre os niveis plasmaticos de MPO e a extensdo da lesdo coronariana (r:=0,047;
P=0,756). A anélise multivariada ndao mostrou associacdo dos niveis de MPO com
nenhuma outra varidvel, a saber: idade, tabagismo ativo, diabete melito, nimero de

leucocitos, colesterol-LDL, troponina I, CK-MB e escore de risco TIMI.

Discussao

No presente estudo, nds avaliamos a associagdo entre os niveis plasmaticos da
MPO e a gravidade angiografica da DAC em pacientes com SCA sem elevagdao de ST
submetidos a cateterismo cardiaco diagndstico. Entre os pacientes, 84% apresentavam

niveis elevados de troponina, sendo considerados de alto risco. O escore de Gensini, que
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foi usado para avaliar a gravidade das lesdes coronarianas, nao foi significativamente
diferente em pacientes com niveis de MPO acima ou abaixo da mediana. Os niveis
plasmaticos da MPO nao foram significativamente mais elevados naqueles com o
escore de Gensini acima da mediana.

A associagdo entre os niveis plasmaticos da MPO e DAC ¢ alvo de controvérsia.
Nosso estudo tentou esclarecer o papel da MPO em discriminar a gravidade
angiografica da DAC em pacientes com SCA de alto risco. Diisgiinginar et al.,**
estudaram 48 pacientes com DAC estavel, com lesdes coronarianas documentadas por
angiografia, demonstrando uma associacdo fraca, porém estatisticamente significativa
entre os niveis de MPO ¢ o escore de Gensini (r= 0,228; P= 0,04). Esses autores
observaram, no entanto, uma associa¢do mais forte entre os niveis de MPO e o escore
de célcio, avaliado pela tomografia computadorizada com multiplos detectores, em 30
pacientes controles (rs= 0,433; P= 0,02). Num outro estudo,25 os niveis de MPO foram
considerados preditores independentes de doenca multiarterial (> 2 vasos) em 389
pacientes ndo selecionados. Ndrepepa et al.,'® num estudo de caso-controle que incluiu
680 pacientes com DAC, concluiram que os niveis de MPO foram mais elevados em
pacientes com estenose > 2 vasos. Por outro lado, Kubala et al.,”® avaliaram 557
pacientes estaveis submetidos a angiografia coronariana eletiva e ndo encontraram
diferenga significativa nos niveis de MPO entre os pacientes com DAC, definida como
a presenca de estenose > 50% em pelo menos 1 vaso, e pacientes sem DAC.

Os niveis de MPO estdo aumentados em pacientes com SCA como conseqiiéncia
de intensa ativacio neutrofilica®® e sdo considerados um marcador de risco
cardiovascular bem estabelecido.'*"” Esse aumento pode ocorrer nos estagios iniciais da

SCA, antes da evidéncia de necrose miocardica, o que reflete a desestabilizagdo da

o 272 . . , . .
placa aterosclerdtica.”’*® A angiografia, a despeito de ser um método tradicionalmente
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utilizado para avaliar a gravidade e a extensao da doencga aterosclerdtica coronariana,
nao oferece informagdes adequadas a respeito da vulnerabilidade da placa, como o seu
conteudo lipidico, a espessura da capa fibrosa e a presenga de remodelamento
positivo.””* Esses achados sdo melhor avaliados por outros métodos diagndsticos, tais
como o ultra-som intracoronariano e a tomografia de coeréncia otica.”*°

No presente estudo, encontramos tanto niveis baixos de MPO em pacientes com
escore de Gensini alto, como niveis altos em pacientes com escore muito baixo. Nos
postulamos que esta discrepancia entre os niveis plasmaticos de MPO e o escore de
Gensini, em pacientes com SCA, pode ser atribuida ao fato de que esse escore, baseado
em achados angiograficos, fornece dados de gravidade anatomica, mas ndo permite uma
analise funcional e morfologica da placa aterosclerotica. Portanto, mesmo em pacientes
com DAC obstrutiva leve, ou quando disfun¢do endotelial € a principal causa do evento
isquémico, os niveis de MPO podem estar elevados, a despeito dos achados
angiograficos. O oposto também pode ser verdadeiro, na medida em que pacientes com
lesdes mutiarteriais podem apresentar niveis baixos de MPO.

Nosso estudo possui algumas limitagdes. As amostras de sangue para a dosagem
de MPO foram coletadas dentro de 72 horas do inicio dos sintomas em momentos
diferentes. Sabe-se que essa enzima apresenta uma elevagao precoce na SCA, dentro de
duas horas ap6s o inicio dos sintomas e uma rapida queda nas horas subseqiientes.'***
Esse achado pode indicar que um possivel retardo na sua coleta possa ter distorcido os
resultados. De qualquer forma, ndo houve correlagio inversa entre o tempo decorrido
até a coleta da amostra de sangue e os niveis de MPO (P=0,2). A amostra com um

limitado nimero de pacientes e a falta da dosagem de outros marcadores inflamatérios

comparaveis, poderiam ser consideradas outras limita¢cdes do estudo.
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Concluindo, no presente estudo, realizado em pacientes com SCA de alto risco,
os niveis plasmaticos de MPO nao foram preditores de gravidade angiografica da DAC.
Esse achado sugere que a expressao da MPO como um biomarcador inflamatdrio esta
dissociada da gravidade anatomica das lesdes coronarianas. Nesse contexto, outros
estudos incluindo um maior nimero de pacientes, com dosagens seriadas de MPO apos
o inicio dos sintomas e com a utilizacdo de outras metodologias para melhor
caracterizar a placa aterosclerdtica coronariana, poderiam ser uteis para definir o papel

da MPO na SCA.
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Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e clinicas basais.

Caracteristicas

Sindrome coronariana aguda sem
elevacao de ST (n=51)

Demograficas n (%)
Idade (anos)* 61,7+ 10,3
Sexo masculino 34 (66,7)
Fatores de risco
Hipertensao arterial 37 (72,5)
Tabagismo ativo 15(294)
Hipercolesterolemia 27(52,9)
Diabete melito 16 (314)
Infarto prévio 10 (19,6)
Tratamento farmacologico
Aspirina 50 (98)
Tienopiridinicos 51 (100)
Heparina nao fracionada 35 (68,6)
Enoxaparina 16 (314)
Estatina 51 (100)
B-bloqueadores 46 (90,2)
Inibidores da ECA 36 (70,6)
Enzimas/escore de risco

Troponina I (> 0,01 pg/L) 43 (84,3)
Ck-MB > 2 x 0 normal 21 (41,2)

TIMI Risk 0-2 5(9,8)
TIMI Risk 3-4 31 (60,8)
TIMI Risk 5-7 15(29,4)

* Dados expressos em outra unidade, média + desvio padrao.
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Figura 1 — Correlagdo entre a MPO e o escore de Gensini.
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Abstract

Background: Myeloperoxidase (MPO) plasma levels are elevated in patients with acute
coronary syndrome (ACS) as a consequence of intense neutrophilic activity. MPO
capacity to predict the severity of coronary artery disease (CAD) in ACS patients is
controversial.

Objective: To evaluate the association between MPO plasma levels and severity of
coronary atherosclerotic lesions in non-ST elevation ACS patients.

Methods: High-risk ACS patients who were submitted to coronary angiography within
the first 72 hours after onset of symptoms had one single MPO plasma measurement.
Gensini score was used to evaluate angiographic CAD severity.

Results: Among the 48 patients studied, 85.4% had elevated troponin levels. MPO
plasma levels and Gensini median values were 6.9 ng/mL (range 4.4 to 73.5), and 10
(range 0 to 87.5), respectively. Spearman’s coefficient did not show a significant
correlation between MPO levels and Gensini score (r; = 0.2; P = 0.177). Patients with
MPO levels < 6.9 ng/mL had a Gensini score of 8.3, whereas the patients with MPO
levels > 6.9 ng/mL had a Gensini score of 13.8 (P = 0.386). Patients who presented a
Gensini score < 10 had MPO levels of 6.6 ng/mL, while the patients with Gensini score
> 10 presented MPO levels of 8.5 ng/mL (P = 0.126). There was no significant
association between MPO plasma levels and coronary lesion length (r&= 0.047; P=
0.756). On multivariate analysis there was not association between MPO and any other
variable.

Conclusion: There was no association between plasma MPO levels and CAD
angiographic severity in ACS patients with indication of invasive stratification. This
finding suggests that MPO expression as an inflammatory biomarker is dissociated from

the anatomical severity of the coronary lesions.

Keywords: myeoloperoxidase, acute coronary syndromes, coronary artery disease,

angiography.
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Introduction

Leukocyte infiltration can be found in the early stages of atherosclerotic plaque
formation, both in animal experimental models and in clinical studies.' Evidence of
leukocyte activation has been documented in acute coronary syndrome (ACS) patients,
23 and extensive neutrophilic density has been identified in unstable coronary plaques.”
Myeloperoxidase (MPO) is an enzyme secreted by activated inflammatory cells, found
predominantly in neutrophils, monocytes and some subtypes of tissue macrophages.’
MPO produces free-radicals with antimicrobial activity,” and under certain pathological
conditions, might cause tissue damage leading to the development and progression of
atherosclerosis.”® There is also evidence to support the role of MPO in plaque
vulnerability.” MPO has been shown to modulate overall activity of multiple distinct
protease cascades that might participate in plaque instabilization.'*"!

Several studies evaluated the role of MPO to predict future adverse
cardiovascular events. Brennan et al,'” demonstrated that a single MPO plasma
measurement in patients with acute chest pain can be predictive of adverse events in
short and long-term despite normal troponin levels. In a sub-analysis from 1090 patients
of the CAPTURE trial, Baldus et al,'* have shown that elevated MPO levels are
independent predictors of coronary events, regardless of the troponin levels. Increased
MPO levels were independently associated with the risk of developing a future
myocardial infarction (MI),"* and among several other traditional biomarkers, had the

highest sensitivity to predict recurrent cardiovascular events.”™!’

Recently, it has been
demonstrated that MPO progressively increases from stable CAD (coronary artery

disease) to non-ST elevated ACS and reaches the highest levels in ST elevation acute

MI patients '*.
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The link between MPO and CAD is well established since the initial
inflammatory process, with ACS representing the peak of involvement of this enzyme.
MPO levels are increased in stable documented CAD patients,”® and in culprit lesions
from ACS patients.****! However, the association between MPO and the severity of
atherosclerotic disease in ACS has not been determined. Therefore, the objective of the
present study was to test the hypothesis that MPO levels would be increased in ACS

patients with more extensive coronary angiographic involvement.

Methods
Study design and population

We performed a cross-sectional study at Hospital de Clinicas and Hospital Sao
Francisco in Porto Alegre, Brazil. The study protocol was approved by the Ethics
Committee and all subjects gave written informed consent.

We recruited patients aged 18 to 75 years who were undergoing diagnostic
coronary angiography with non-ST elevation ACS characterized by the presence of
chest pain or ischemic equivalent at rest lasting longer than 10 minutes associated to
one of the following conditions: 1. ST depression > Imm or T-wave inversion > 3 mm
in two contiguous ECG derivations; 2. CK-MB or troponin I elevation; or 3. TIMI risk
score moderate to high (3-7) **. Exclusion criteria were: previous coronary artery bypass
graft surgery; coronary stent implanted in the last 30 days; hemodynamic instability;
chronic renal failure (creatinine clearance less than 30 mL/min); inflammatory diseases;

or malignancies in activity.
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Study protocol

All subjects were submitted to coronary angiography within the first 72 hours
after the last episode of chest pain. Before heparin administration, immediately after
arterial punction, 10 mL of blood was drawn from the arterial sheath.

Whole blood drawn in the heparin tube was placed immediately on ice.
Centrifugation was usually carried out within 60 minutes and was centrifuged at 3000
rpm for 10 minutes at room temperature to obtain plasma. Plasma samples were stored
in a —80 C freezer for MPO measurement.

Angiographic analysis

Quantitative coronary angiography was performed using an automated edge
detection system (SIEMENS®, Germany). The guiding-catheter was used for
calibration. The following variables were analyzed: minimal lumen diameter (mm);
reference vessel diameter (mm); lesion extension (mm), and stenosis degree (percent).
After quantitative analyses, Gensini score was applied to evaluate lesion severity and
extension.” The Gensini score was computed by assigning a severity score to each
coronary stenosis according to the degree of luminal narrowing and its geographic
importance. Reduction in the lumen diameter, and the roentgenographic appearance of
concentric lesions and eccentric plaques were evaluated (reductions of 25%, 50%, 75%,
90%, 99%, and complete occlusion were given Gensini scores of 1, 2, 4, 8, 16, and 32,
respectively). Each principal vascular segment was assigned a multiplier in accordance
with the functional significance of the myocardial area supplied by that segment: the left
main coronary artery, _ 5; the proximal segment of left anterior descending coronary
artery (LAD), _ 2.5; the proximal segment of the circumflex artery, _ 2.5; the mid
segment of the LAD, _ 1.5; the right coronary artery, the distal segment of the LAD, the

posterolateral artery, and the obtuse marginal artery, _ 1; and others, _ 0.5.
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All angiographic measurements were conducted by two independent
investigators who were blinded to patients clinical characteristics and MPO levels.
Biochemical analysis

All stored plasma samples were analyzed at a single moment. After thawing,
they were diluted in a proportion of 1:50 and placed in a plate with 96 wells. MPO was
measured in plasma by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, Bender
MedSystems, Viena, Austria). This test is based on a sandwich technique in which two
monoclonal antibodies are directed against separated MPO antigens. The inferior
detection range is 0.026 ng/mL and in healthy subjects MPO levels are expected to vary
from 1.45 to 72.67 (average 17.02) ng/mL.

Measurements of cardiac enzymes, glucose, lipids and leucogram were carried
on through standard laboratory techniques.

Clinical variables

Coronary risk factors were assessed from a review of the medical records and by
patient interview. Hypertension was defined by the use of antihypertensive therapy or
by documentation of blood pressure > 140/90 mmHg in two different occasions; current
smoking as at least one cigarette per day in the last 30 days; hypercholesterolemia was
diagnosed by the presence of total cholesterol > 240 mg/dL or by the use of statins, and
diabetes mellitus by treatment with diet, oral hypoglycemics, or insulin. Patients were
considered as having a previous MI by ECG, echocardiogram, nuclear scan, or
angiographic documentation.

Statistical analysis

In order to detect a moderate correlation coefficient (0.45) between the

angiographic CAD score (Gensini) and plasma MPO levels, considering o 5% and

power of 90%, the calculated sample size was 48 patients.
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Continuous variables with parametric distribution were described as mean =+
standard deviation, whereas non-parametric variables such as MPO levels and Gensini
score are presented as median (minimal to maximal), and analyzed by Mann-Whitney’s
test. Categorical data are presented as frequencies and their differences were analyzed
using the chi-square or Fisher’s exact test. The association between plasma MPO levels
and Gensini score was evaluated by Spearman’s correlation coefficient. Multivariate
analysis was used to assess the correlation between MPO levels and other risk factors. A
P value < 0.05 was considered significant. Statistical analyses were performed using

SPSS version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois).

Results

Baseline characteristics from the 51 patients initially included in the study are
shown in Table 1. MPO was collected in an average of 38 hours after the index event. In
three subjects blood samples for MPO analysis were damaged, performing a total of 48
patients who effectively had MPO measurements.

All subjects were receiving anti-platelet agents, heparin, and statins when they
were included in the study. The vast majority had elevated troponin I levels (> 0.01
ug/L) and in approximately 40%, CK-MB levels were above the normal limit. In five
patients the indication for an invasive strategy was the presence of elevated troponin
levels, despite having a TIMI risk score of 2.

MPO plasma levels and Gensini score medians were 6.9 ng/mL (4.4 to 73.5),
and 10 (0 to 87.5), respectively. Spearman’s coefficient did not show a significant
association between MPO levels and Gensini score (r:=0.2, P=0.177) (Figure 1).
Patients who had MPO levels < 6.9 ng/mL presented a Gensini score of 8.3, whereas

those with MPO > 6.9 ng/mL had a score of 13.8, P=0.386 (Figure 2). When patients
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were divided according to their Gensini score, subjects with Gensini < 10 had MPO
levels of 6.6 ng/mL, while those with Gensini > 10 presented MPO levels of 8.5 ng/mL,
P=0.126 (Figure 3). There was no significant association between coronary lesion
length and MPO levels according to the Spearman’s correlation test (r&= 0.047; P=
0.756). Multivariate analysis did not show a significant association between MPO
plasma levels and several other variables, including age, diabetes mellitus, tobacco use,

leukocyte count, LDL-cholesterol, troponin I, CK-MB, and TIMI risk score.

Discussion

In the present study, we examined the association between MPO plasma levels
and angiographic CAD severity in ACS patients undergoing diagnostic cardiac
catheterization. Among the subjects, 84% had elevated troponin levels and, therefore,
were considered high-risk ACS patients. The Gensini score, which was used to evaluate
the severity of coronary lesions, was not significantly different in patients above and
below MPO median levels. MPO plasma levels were not significantly more elevated in
subjects with Gensini score in the upper range.

The association between plasma MPO levels and CAD is controversial. Our
study tried to clarify the role of MPO to discriminate angiographic CAD severity in
high-risk ACS patients. Diisgiincinar et al.,** studied 48 stable CAD patients with
angiographic documented coronary lesions and did demonstrate a weak but statistically
signficant association between MPO levels and Gensini score (r&= 0.228; P= 0.04).
However, they found a stronger association between MPO levels and the calcium score
on Multi-Slice Computerized Tomography in 30 control patients (rs= 0.433; P=0.02). In
another study, MPO levels were considered an independent predictor of multivessel

disease (> 2 vessels) in 389 unselected patients.”” In a case-control study, Ndrepepa et

64



al.,'® studied 680 patients with CAD and concluded that MPO levels were more elevated
in those subjects who had stenosis in > 2 coronary vessels. On the other hand, Kubala et
al.,” evaluated 557 clinically stable patients submitted to coronary angiography and did
not show a significant difference in MPO levels between patients with documented
CAD (at least 1 vessel with > 50% stenosis) and patients without CAD.

As part of the intense neutrophilic activity, MPO levels are elevated in ACS
patients,>* being considered a well established marker of cardiovascular risk.'*"” This
raise in MPO levels can occur in the early stages of ACS even prior to the evidence of
myonecrosis, which reflects the instabilization of the atherosclerotic plaque.”’** Aside
from the fact that coronary angiography is traditionally used to grade the severity and
extension of CAD, it does not provide adequate information regarding plaque
vulnerability as its lipid content, fibrous cap thickness, and positive remodeling.”~°
These findings are better appreciated with other diagnostic tools, such as intravascular
ultrasound and optical coherence tomography.*

We found low MPO plasma levels in patients with high Gensini score and
elevated levels of MPO in subjects with low Gensini score in our study. We postulate
that this discrepancy between MPO plasma levels and Gensini score, in patients with
ACS, might be attributed to fact that the angiography-based Gensini score offers
anatomical severity information, but does not allow a functional and morphological
analysis of the atherosclerotic plaque. Therefore, even in patients with mild obstructive
CAD, or when endothelial dysfunction is the principal cause of the ischemic insult,
MPO levels can be elevated despite the angiographic findings. The opposite might be
true in regards that multivessel disease patients could also present lower levels of MPO.

Our study has some limitations. Blood samples for MPO analysis were drawn in

different moments within 72 hours after onset of symptoms. It’s well known that this
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enzyme presents an early elevation in ACS subjects in the first two hours after onset of
symptoms, with its levels declining rapidly in the following hours."**® This finding
could indicate that a possible delay in MPO measurement could have distorted our
results. Despite this, there was no inverse correlation between the time frame for blood
samples collection and MPO levels (P=0.2). Our limited sample size and the lack of
other comparative inflammatory biomarkers could have been considered other
limitations of the present study as well.

In conclusion, the present study performed in high-risk ACS patients, MPO
plasma levels were no predictive of the angiographic CAD severity. This finding
suggests that MPO expression as an inflammatory biomarker is dissociated from the
anatomical severity of the coronary lesions. In this context, further studies including a
higher number of patients, with serial MPO measurements, and with employment of
other diagnostic methodologies to better depict the coronary atherosclerotic plaque,

might be useful to define the role of MPO in ACS.
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Table 1 — Baseline clinical and demographic characteristics.

Characteristic Non-ST acute coronary syndrome
(n=51)
Demograthic n (%)
Age (years)* 61.7+10,3
Male sex 34 (66.7)
Risk factors
Arterial hypertension 37 (72.5)
Current smoking 15(29.4)
Hypercholesterolemia 27(52.9)
Diabetes mellitus 16 (31.4)
Previous myocardial infarction 10 (19.6)
Pharmacological treatment
Aspirin 50 (98)
Thienopyridines 51 (100)
Non-fractionated heparin 35(68.6)
Enoxaparin 16 (31.4)
Statin 51 (100)
Beta-blockers 46 (90.2)
ACE inhibitor 36 (70.6)
Enzymes/risk score
Troponin I > 0.01 pg/L 43 (84.3)
Ck-MB > 2 ULN** 21 (41.2)
TIMI Risk 0-2 5(9.8)
TIMI Risk 3-4 31 (60.8)
TIMI Risk 5-7 15 (29.4)

* Data are shown in another unit, median + standard deviation.

** ULN= Upper limit of normal.
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Figure 1 — Correlation between MPO levels and Gensini score.
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Protocolo: Associacdo entre Mieloperoxidase e Gravidade da Doenca
Arterial Coronariana avaliada pela Angiografia em pacientes com
Sindrome Coronariana Aguda

Investigador: Dr. Eraldo de Azevedo Lucio

OBJETIVOS

Solicitamos a sua permissao para participar de um protocolo de pesquisa, cujo objetivo
¢ investigar a associacdo entre os niveis sanguineos da mieloperoxidase e a gravidade
das lesdes nas artérias coronarias avaliada pela angiografia (cateterismo). Para melhor
informa-lo(a), a mieloperoxidase participa do processo de aterosclerose desde a

formacao até a instabilidade da placa que obstrui as artérias coronarias.

CONTATOS

No caso de qualquer duvida relacionada a esse estudo o contato podera ser feito com o
Dr. Eraldo Lucio ou com o Dr. Marco Wainstein, através dos telefones 99872562 ou

99160826, respectivamente.

PROCEDIMENTOS

O(a) senhor(a) sera submetido(a) ao cateterismo cardiaco e estudo angiografico das
artérias coronarias dentro de 72 horas do inicio dos seus sintomas agudos, cuja
solicitagdo esta totalmente a critério da equipe médica assistencial que indicou o tal
exame. Uma amostra de 5 ml de sangue sera coletada através da bainha arterial
colocada durante o cateterismo, antes da inje¢do do meio de contraste. Essa amostra
sera armazenada num laboratério desse hospital para posterior andlise da

mieloperoxidase.

RISCOS

Serdo inerentes a realizacdo do cateterismo cardiaco solicitado pelo seu médico-

assistente, os quais o(a) senhor(a) j& foi informado(a). O Unico procedimento dessa
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pesquisa sera a coleta de 5 ml de sangue para se dosar a mieloperoxidase, aspirado da

bainha arterial colocada como procedimento obrigatorio do exame de cateterismo.

BENEFICIOS

A possibilidade da associagdo dos niveis sanguincos da mieloperoxidase com a
gravidade da doenca arterial coronariana pode trazer informagdes importantes no que se
refere ao diagnodstico e progndstico da sua doenca, e auxiliar uma estratégia de
prevencao e tratamento de eventos cardiovasculares futuros. Além do mais, ndo havera
nenhum custo extra para o(a) senhor(a) ou para o seu seguro saude pela sua participagao

nessa pesquisa.

CONFIDENCIALIDADE

As informagdes médicas geradas por esta pesquisa fardo parte do seu prontuario
hospitalar, exceto em casos especificados no termo de consentimento. Aquelas
informagdes que ndo constarem no seu prontudrio serdo mantidas no arquivo dos
pesquisadores e identificadas apenas por um numero. Os resultados desse estudo
poderao ser publicados em uma revista ou livro texto da area médica com a finalidade

de ensinamento.

SOLICITACAO DE INFORMACOES ADICIONAIS

O(a) senhor(a) podera solicitar mais informagdes a respeito do estudo a qualquer
momento. Os investigadores fornecerdo um numero de telefone para contato onde
ficardo disponiveis para as suas questdes. O(a) senhor(a) serd informado sobre novas

descobertas que possam influenciar a continuidade da sua participa¢do na pesquisa.

RECUSA OU ABANDONO DO ESTUDO

O(a) senhor(a) ndo estard obrigado a participar desse estudo. Se a sua decisdo for
negativa, ela ndo afetard o seu tratamento futuro. Uma vez no estudo, o(a) senhor(a)

podera desistir do mesmo, a qualquer momento e por qualquer motivo, sem prejuizos
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para o seu tratamento. Além do mais, o pesquisador responsavel podera decidir pelo

término da sua participagdo no estudo a qualquer momento.

ASSINATURA

Eu confirmo que a proposta dessa pesquisa, os procedimentos do estudo e os possiveis
riscos e desconfortos, bem como o0s potenciais beneficios, foram suficientemente
explicados a mim. Todas minhas duvidas foram respondidas. Eu 1i este termo de

consentimento. A minha assinatura abaixo indica a minha concordancia em participar

do estudo.
Paciente Data
Testemunha Data
Assinatura adicional Data

Eu expliquei o objetivo desse estudo e os procedimentos do mesmo, identificando
aqueles considerados investigativos, os possiveis riscos € desconfortos bem como os
potenciais beneficios, e respondi todas as duavidas relacionadas da melhor forma

possivel.

Representante do estudo Data
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FICHA DE ACOMPANHAMENTO

Sindrome Coronariana Aguda Sem Elevaciao do Segemento ST

Nome:

Sexo: M [_] F[_]

Idade:

Data da coleta:

Nuamero:

Registro:

Ultimo episodio de dor ou equivalente isquémico:

\ Data:

Horario:

Dados Clinicos:

IM Prévio: [ ] sim [ ]| ndo

HAS [ ] sim [ ] ndo

Fumo [ | sim [ | ndo

Creatinina > 2,0: [ | sim [ Jndo DM [_]sim [ ]| ndo

Colesterol T [ ]sim[ ] nido

Ex Tabagista [ |

IMC (kg/m?)=

b

Medicacao pré-hospitalar:

Medicacio intra-hospitalar:

AAS [ ] Beta-Bloqueadores ||
Clopidogrel [ ] Ticlopidina [ |

Estatina |:| Enoxa |:|

IECA [ ] Heparina []
Eletrocardiograma:

Infradesnivel de ST > 0,5 mm
\ Anterior [_] Inferior [_] Lateral [_]
Onda t>2 mm
\ Anterior [_] Inferior [ | Lateral [ ]
Exames:

CK-MB>2x [ |sim[ ]nio C-HDL:

Troponina + [ ]sim [ ] ndo C-LDL:

Colesterol Total: Timi Risk:
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Escore de risco TIMI para Al e IAM sem supra de ST

HISTORICO PONTOS

Idade > 65 anos

>3 FR (HF, HAS, DM, fumo, T cholesterol)
DAC conhecida (estenose > 50%)

Uso de AAS nos ultimos 7 dias

Apresentacio clinica

Angina grave recente (> 2 episodios tltimas 24 h)
T de enzimas

Infra de ST > 0,5 mm

1

1
1
1

—_

1
1

Escore de risco Total de pontos=

Baixo-0a2 Intermediario-3a4 Alto-5a7

FR= fatores de risco; HF= historia familiar; HAS= hipertensdo arterial sistémica; DM= diabete melito;

DAC= doenga arterial coronariana

Diagndstico:

| Angina Instavel [ | IAM SEST [ ]

Angiografia Coronariana:

CDh % TCE % Cx %

DP % DA % Mg1 %

VP % Diag1l % Mg 2 %
Diag2 %

Angiografia Coronariana (Lesdo Culpada):

Lesio B, ou C (ACC/AHA)  sim [] ndo [ ]
Trombo sim |:| nao

Ulceracao sim [ ]ndo [ ]

Fluxo TIMI<2 sim[ | nio [ ]

Escore de Gensini:

MPO (ng/mL)= ,

Critérios de exclusio:

1) Doengas inflamatorias ou infecciosas

3) Implante de STENT nos ultimos 30 dias
4) Cirurgia de revascularizacdo miocardica prévia

5) Insuficiéncia renal (DCE < 30 mL/min)

2) Infarto do miocardio com “ondas q”” hd menos de 30 dias
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