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Fundamentos: Numerosas substancias tém sido
exploradas como preditores de risco em doenga
arterial coronariana (DAC), mas a literatura ainda
carece de indicadores de sindrome coronariana
aguda (SCA).

Objetivos: Este estudo-piloto visa a descrever
niveis circulantes do fator de inibi¢do da migragdo
de macréfagos (MIF), da fragdo soluvel de ligante
de CD40 (sCD40L) e da interleucina-6 (IL-6) numa
amostra de pacientes sob suspeita de SCA, no
sentido de explorar seu potencial como ferramentas
diagnésticas.

Métodos: Num periodo de 6 meses, uma série de
pacientes atendidos em unidade de dor toracica,
com e sem critérios diagndsticos de SCA, tiveram
amostras de sangue venoso periférico coletadas com
o proposito de medir e comparar a producdo das
citocinas nos dois grupos.

Resultados: Dentre os 195 pacientes incluidos neste
estudo, 69 (35,4%) preencheram critérios
diagnésticos para SCA. Este grupo exibiu niveis de
IL-6 significativamente menores (p=0,013) que os
grupos nao portadores de SCA (NSCA). Contudo,
os niveis sanguineos de MIF foram mais elevados
entre os portadores de SCA, embora sem atingir
significdncia estatistica (p=0,055). N&o foi registrada
diferenga entre os grupos NSCA e SCA quanto aos
niveis circulantes de sCD40L (p=0,505). Ao
analisarem-se isoladamente os pacientes sem DAC
preexistente (n=109), os pacientes com SCA (n=21)
exibiram niveis significativamente mais elevados de
MIF (p=0,045), mas nédo houve diferenga quanto aos
de IL-6 (p=0,186) ou aos de sCD40L (p=0,120).
Conclusao: Nédo foram demonstradas evidéncias
consistentes do papel de niveis circulantes de MIF,
IL-6 e sCD40L como marcadores de SCA. Contudo,
os elevados niveis circulantes de MIF em portadores

Background: A number of substances have been
explored as predictors of risk to coronary artery
disease (CAD), but scientific literature still has not
yet identified indicators of acute coronary
syndrome (ACS).

Objectives: This pilot-study aims to describe
circulating levels of macrophage migration
inhibitory factor (MIF), interleukin-6 (IL-6) and the
soluble fraction of CD40 ligand (sCD40L) in a set
of patients under suspicion of ACS, in order to
explore their potential as diagnostic tools.
Methods: In a 6-month period, peripheral blood
samples were taken from a set of patients attended
in a chest-pain unit, with or without diagnostic
criteria for ACS so as to measure and compare
cytokine production in both groups.

Results: Among the 195 patients included in this
study, 69 (35.4%) fulfilled the criteria for ACS
diagnosis. This group exhibited significantly lower
levels of IL-6 (p=0.013) than those without
diagnostic of ACS (NACS). However, blood levels
of MIF were higher in the group of ACS carriers,
although statistical significance was not reached
(p=0.055). No difference upon circulating levels of
sCD40L (p=0.505) was registered between NACS
and ACS groups. In an isolated analysis of patients
without pre-existing CAD (n= 109), ACS patients
(n=21) showed significantly higher levels of MIF
(p=0.045), but no difference was found upon IL-6
(p=0.186) or sCD40L (p=0.120) levels.

Conclusion: No consistent evidences about the role
of circulating levels of MIF, IL-6 and sCD40L as ACS
biomarkers of ACS were demonstrated.
Nevertheless, higher levels of MIF in ACS carriers
without pre-existing CAD reinforce the
involvement of this cytokine in the CAD
instabilization phenomenon.
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de SCA sem DAC preexistente reforcam as
evidéncias do envolvimento desta citocina no
fendmeno de instabiliza¢do da DAC.

Palavras-chave: Sindrome coronariana aguda, MIF,
IL-6 e sCD40L

Key words: Acute coronary syndrome, MIF,
IL-6 and sCD40L

As doencas cardiovasculares sdo a causa de
morte mais comum nos paises desenvolvidos,
sendo responsdvel por cerca de um milhdo de
mortes a cada ano nos Estados Unidos da
América’. No Brasil, o Ministério da Satdde
através do DATASUS, relaciona 175.464
internacdes por sindrome coronariana aguda
em 2002. Neste ano, a mortalidade por doengas
cardiovasculares foi de 193.150, sendo 81.505
atribuidas a sindrome coronariana agudaZ

A aterosclerose é a principal causa de doenca
arterial coronariana (DAC) que tem bases
fisiopatoldgicas consistentemente relacionadas a
disfuncdo endotelial’. Possiveis deflagradores
de disfuncdo endotelial sdo: elevacdo e
modificagdo de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), geracédo de radicais livres de
oxigénio, diabetes mellitus, hipertensédo
arterial, entre outros fatores. A disfuncéao
endotelial promove uma série de respostas
celulares e moleculares especificas que culminam
com a formacdo da placa de ateroma®. As
células do sistema imune dominam o cendrio
precoce, suas moléculas efetoras aceleram a
progressdo da lesdo e ativam a cascata
inflamatéria, que por fim leva a sindrome
coronariana aguda®.

Um equilibrio entre a atividade inflamatdria e
antiinflamatéria controla a progressdo da
aterosclerose. Células T, células dendriticas,
mondcitos, macréfagos e mastdcitos sdo
responsaveis por patrulhar diversos tecidos,
inclusive as artérias ateroscleréticas. E essencial para
que haja o desenvolvimento da aterosclerose, a
migragdo e a diferenciagdo de mondcitos em
macréfagos na placa‘. A ativagdo dessas células
conduz a liberacdo de enzimas hidroliticas,
citocinas e fatores de crescimento, que podem
induzir a danos maiores e eventualmente
conduzi-los a um foco de necrose’.

Nas lesoes ateroscleréticas predomina também a
resposta tipo I em linfécitos T que resulta na
producédo de interferon-g, que por sua vez
aumenta a sintese de citocinas inflamatoérias
como, TNF-a e IL-1. Estas citocinas vdo induzir
a producdo de grandes quantidades de IL-6, que
estimulard a producdo de proteinas inflamatdérias

de fase aguda como, proteina C-reativa (PCR),
fibrinogénio e substancia soro-amiléide*.

Na fase mais avancada da lesdo, ocorre a
formacgdo de uma capa fibrosa, e o influxo
continuo de macréfagos para o local da lesdo faz
com que a capa fibrosa se adelgace. A ativagdo
da placa se dd primordialmente por dois
mecanismos: erosdo endotelial e a ruptura de
placa. A desestabilizagdo da placa leva a
exposi¢do do material subendotelial como,
fosfolipideos e fator tecidual, que promovem
uma resposta pré-trombética, ativam células
imunes, que por sua vez liberam moléculas
inflamatdrias e enzimas proteoliticas. Dentre
os fatores produzidos inclui-se também o
CD40L soluvel, que possui cardter proé-
inflamatdério e promove coagulagdo induzindo
a expressdo de fator tecidual nos mondcitos e
células endoteliais. J4 foi demonstrado que
concentragdes plasmaéticas elevadas de CD40L
estdo relacionadas a um aumento significativo
no risco de um evento cardiovascular futuro.
Além disso, pacientes com angina instdvel
apresentam niveis de CD40L mais elevados que
voluntdrios saudaveis ou pacientes com angina
estavel. Os niveis de CD40-L também estédo
associados a um maior risco de morte e infarto
do miocdrdio®®.

Aparentemente o fator de inibi¢do da migracdo
de macréfagos (MIF) é expresso pelas células
endoteliais, musculares lisas e macréfagos
durante a aterogénese, mas ja foi observado que
esta citocina também estd expressa em lesdes
ateroescleréticas avancadas e com sinais de
instabilidade’. A correlacdo entre o aumento de
MIF e a instabilidade de placa estd associada a
adesdo de macréfagos, acimulo e formagdo de
células espumosas. MIF age de forma autécrina
e pardcrina, estimulando ainda mais a sintese de
citocinas dotadas de atividade pré-inflamatdéria
como, IL-1, TNF-a e INF-y e de moléculas
envolvidas com a adesdo, rolagem e migracdo de
macréfagos para o espago subendotelial como
ICAM-1 e VCAM-18. A elevacdo deste nas dreas
inflamadas e na capa fibrosa mostra uma
associagdo com o aumento da expressdo de
MMP-1 e 9 e com subseqiiente enfraquecimento
da capa fibrosa®’.
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Numerosas substancias envolvidas na fisiopatologia
da doenca aterosclerética tém sido exploradas como
novos marcadores de isquemia miocdrdica e
preditores de risco em DAC".

O objetivo do presente estudo é descrever niveis
circulantes de MIF, sCD40L e IL-6 numa amostra
de pacientes sob suspeita de sindrome coronariana
aguda, no sentido de explorar seu potencial como
ferramentas diagnésticas.

Metodologia
Populacao

Este estudo-piloto foi aprovado pela Comissdo
Cientifica e pelo Comité de Etica em Pesquisa em
seres humanos do Centro de Ensino e Pesquisa do
Hospital Pré-Cardiaco — PROCEP, e foi
desenvolvido pelo laboratério do Nticleo de
Pesquisa Translacional em associa¢do a Unidade de
Emergéncia do Hospital Pré-Cardiaco.

Foram considerados elegiveis os pacientes
atendidos no setor de emergéncia daquela
institui¢do, em funcdo de quadro de dor tordcica —
caracterizada como dor aguda ndo-traumadtica, de
qualquer natureza, na regido entre a mandibula e a
cicatriz umbilical. Conforme protocolo institucional,
em todos os pacientes, a curva enzimadtica foi
avaliada e foram submetidos a um
eletrocardiograma de 16 derivagdes em repouso, na
admissdo, e repetido quando houve alteracdo no
padréo dlgico, instabilidade hemodindmica ou
arritmia ao monitor. Pacientes que apresentaram
alteragdes eletrocardiogréficas consideradas tipicas
de atividade de doenca coronariana ou bloqueio de
ramo esquerdo associado a dor tordcica tfpica foram
diretamente encaminhados ao laboratério de
hemodindmica. Os demais pacientes foram
submetidos a testes funcionais (teste ergométrico,
ecocardiograma sob estresse!' ou medicina nuclear),
sendo aqueles que foram considerados de alto risco
encaminhados ao cateterismo'

Portadores de neoplasias ou doengas inflamatdrias
cronicas, suspeitos de sindromes infecciosas ou que
estivessem em uso de imunomoduladores foram
excluidos do estudo. Tendo em vista seu imediato
encaminhamento ao Laboratério de Hemodindmica
visando angioplastia primadria, foram excluidos do
estudo o0s pacientes que apresentaram
supradesnivelamento do segmento ST maior que

1mm em duas ou mais deriva¢des contiguas no
plano frontal, ou maior que 2mm em, pelo menos,
duas derivacdes contiguas no plano horizontal a
partir de 40ms do ponto J. Pela mesma razéao,
também foram excluidos os portadores de dor
tordcica caracteristica de doenca coronariana
associada a sinais eletrocardiograficos de bloqueio
de ramo esquerdo.

Coleta e Processamento de Amostras Sanguineas

Apébs o consentimento informado, dentro das
primeiras 12 horas de admissdo no setor de
emergéncia do hospital, foram coletados 10ml de
sangue venoso periférico. Em intervalo inferior a
30 minutos, o soro/plasma foi separado por
centrifugagdo a 800g por 15 minutos a 4°C e mantido
congelado a -70°C até o seu processamento. Niveis
circulantes de MIF, interleucina 6 (IL 6) e fracdo
solavel de CD40L (sCD40L) foram dosados pela
técnica ELISA-sanduiche (R&D  Systems,
Minneapolis, USA) de acordo com as especificagdes
do fabricante.

Seguimento Clinico

Caracteristicas clinicas como dados demograficos,
histéria patoldgica pregressa e a evolugdo intra-
hospitalar subseqtiente foram registradas.

Foram considerados portadores de sindrome
coronariana aguda (SCA) os pacientes que, apds
estratificagdo de risco, revelaram lesdes consideradas
culpadas em cineangiocoronariografia. Infarto
agudo do miocdrdio (também incluido no grupo
SCA) foi caracterizado por niveis de troponina-I
superiores a Ing/dl e/ou Ck-MB massa superior a
10ng/mL. Foram considerados como néao-
portadores de sindrome coronariana aguda (NSCA)
aqueles pacientes estratificados como de baixo risco
(ndo submetidos a coronariografia), bem como os
que ndo apresentaram lesbGes coronarianas
obstrutivas consideradas culpadas (Figura 1).

Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como média * erro-
padrdo. As diferencas entre os grupos e as
correlagdes com as citocinas foram analisadas pelo
testes Mann-Whitney e Spearman, respectivamente.
Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Para a comparacao
entre varidveis dicotomicas foram utilizados os
testes do qui-quadrado ou exato de Fisher.
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Resultados
Dados Demograficos e Desfechos Clinicos

Entre 26 de junho de 2004 e 31 de janeiro de 2005,
526 pacientes com idade 60 = 16,9 anos de idade,
sendo 52,5% do sexo masculino, foram atendidos
no setor de emergéncia do Hospital Pré-Cardiaco.
Dentre estes, 195 pacientes constituiram a populagao
amostral do presente estudo. Nesta populacao, as
prevaléncias de dislipidemia, hipertensdo e diabetes
mellitus eram de 45,7%, 44,2% e 16,8%,
respectivamente. Doenga coronariana, previamente
documentada por coronariografia, era presente em
44,1% dos casos (n=86). Comparados ao grupo
NSCA, os pacientes do grupo SCA apresentavam
maior taxa de uso de estatinas (p=0,001) e maior
prevaléncia de dislipidemia (p=0,036), diabetes
mellitus (p=0,046) e DAC prévia (p<0,001). Embora
clinicamente relevantes, ndo atingiram significancia
estatistica as diferencgas nas prevaléncias de
hipertensdo arterial sistémica (p=0,374) e de
tabagismo (0,113).

Conforme protocolo assistencial institucional,
dentre os 195 pacientes incluidos no estudo, 126

(64,6%) nao preencheram os critérios diagnosticos
de sindrome coronariana aguda (NSCA) e 69
individuos (35,4%) foram considerados portadores
de sindrome coronariana aguda (SCA), sendo
atribuido a 13 deles (6,6%) o diagndstico de infarto
agudo do miocdrdio.

Analisando-se individualmente os subgrupos de
pacientes com (n=86) e sem doenca arterial
coronariana (DAC) preexistente (n=109) observou-
se que entre os primeiros, 57 pacientes (66,3%) foram
classificados como portadores de SCA, enquanto
entre os ultimos, esse diagndstico foi atribuido a
somente 21 pacientes (19,3%). Essa diferenca atingiu
significncia estatistica (p<0,001). Quanto a infarto
agudo do miocdrdio nos subgrupos com e sem DAC
preexistente, a prevaléncia foi de 9,3% e 4,6%,
respectivamente. Embora clinicamente relevante,
essa diferenca ndo alcangou significancia estatistica
(p=0,250).

Mediadores Inflamatoérios
A andlise global dos niveis das substancias

estudadas revelou associagdo positiva entre os
niveis de sCD40L e de MIF (p<0,001 — rho=0,272).



500

Vol 18 N° 6

Adicionalmente, também foi observado que os
niveis de IL-6 exibiram associa¢do negativa com
sCD40L (p<0,001 — rho=-0,356), e também com
MIF (p=0,005 - rho=-0,207).

Os pacientes diagnosticados como portadores de
SCA exibiram niveis de IL-6 significativamente
menores (p=0,013) que os NSCA. Contudo, os
niveis sanguineos de MIF foram mais elevados
entre os portadores de SCA, embora sem atingir
significancia estatistica (p=0,055). Nao foi
registrada diferenga entre os grupos NCSA e SCA
quanto aos niveis circulantes de sCD40L
(p=0,505).

Os subgrupos de pacientes com e sem DAC
preexistente ndo apresentaram diferencas relevantes
quanto aos niveis circulantes de MIF (p=0,794),
sCD40L (p=0,572) ou IL-6 (p=0,307). Porém, ao ser
analisado isoladamente o subgrupo de pacientes
sem DAC preexistente, os pacientes diagnosticados
como SCA exibiram niveis significativamente mais
elevados de MIF (p=0,045), mas ndo houve diferenca
quanto aos de IL-6 (p=0,186) ou aos de sCD40L
(p=0,120) (Tabela 1).

Os niveis circulantes dos mediadores estudados nao

foram diferentes entre os pacientes que
apresentaram ou ndo IAM (Tabela 2).

Tabela 1

Discussao

A literatura médica tem mostrado numerosos
estudos que associam mediadores inflamatérios a
prognoéstico em doenca arterial coronariana. Um
mediador inespecifico como IL-6, por exemplo, foi
associado a recorréncia de eventos coronarianos
numa populacdo atendida em centros de dor
tordcica™. Adicionalmente, CD40L, um indicador
de ativagdo plaquetdria, exibiu potencial como
marcador prognéstico em DACE.

Os resultados do presente estudo ndo confirmaram
a importancia dos niveis circulantes de IL-6 ou de
sCD40L na identificagdo de pacientes com SCA.
Diferentemente, um estudo prévio com 75 pacientes
portadores de lesdes coronarianas presumivelmente
culpadas do evento em questdo, detectou um
aumento de produgéo local de sCD40L, sugerindo
o0 seu envolvimento no fendmeno de rotura de placa
aterosclerética coronariana’®. Quanto a IL-6, esses
resultados confirmam os de uma outra série com
175 pacientes suspeitos, que ndo demonstrou valor
dos niveis circulantes de IL-6 e outras interleucinas
na discriminacdo de SCA®

Em conjunto, os resultados destas duas séries sdo
diferentes dos obtidos em um estudo caso-controle,
que evidenciou maiores niveis de IL-6 em

Distribuicao de valores de niveis circulantes de MIF, sCD40L e IL-6 nos pacientes que apresentaram sindrome
coronariana aguda (SCA) ou nao (NSCA), no subgrupo de pacientes com e sem DAC preexistente

MIF* sCD40L* IL-6*
Total pacientes SCA 1282,8 £ 120,5 196,3 = 51,2 10,5+1,0
NSCA 1034,2 + 104,8 211,0 +49,4 13,6 1,0
) 0,055 0,505 0,013
com DAC preexistente SCA 1235,8 = 140,5 188,5 = 60,5 10,7 1,2
NSCA 1066,2 + 234,1 155,9 = 59,9 150+2,2
) 0,339 0,791 0,056
sem DAC preexistente = SCA 1450,5 + 117,1 224,3 + 93,1 10,0+1,7
NSCA 1023,9 = 230,7 228,6 = 66,3 13,1+0,9
) 0,045 0,120 0,186
(*) Os valores estdo expressos em pg/ml
Tabela 2
Distribuicdo geral de valores de mediadores quanto ao diagnéstico de IAM
MIF* sCD40L* IL-6*
IAM 1442,1 £ 120,5 199,0 + 51,2 12,3+0,7
Nao IAM 1105,6 = 80,2 206,0 = 37,5 142 +2,7
P 0,857 0,771 0,664

(*) Os valores estdo expressos em pg/ml
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portadores de SCA quando comparados a pacientes
com angina estdvel”.Essa divergéncia poderia
estar relacionada ao préprio desenho de um
estudo de coortes que, embora se assemelhe a
situacdes clinicas reais, perde no controle de
fatores de confusdo quando comparado aos do
tipo caso-controle. Adicionalmente, embora a
prevaléncia de comorbidades de base
fisiopatoldgica inflamatéria fosse maior no grupo
SCA, esses pacientes vinham em uso continuo de
estatinas, o que pode ter influenciado o perfil
inflamatdrio circulante.

Uma relevante limitagdo metodolégica deste
estudo reside na falta de determinacao de um
perfil inflamatério local. Assim, a aparente
auséncia de ligacdo entre os niveis circulantes de
citocinas e o diagnéstico de SCA no presente
estudo poderia ndo vir a refletir fendmenos
fisiopatolégicos relacionados ao cendrio
inflamatério vigente no endotélio coronariano
implicado.

Outra limitagdo do presente estudo reside na
caréncia de um desfecho consistente, em virtude de
nossa incapacidade em detectar clinicamente a
instabilizacdo da placa coronariana com as
ferramentas diagndsticas atualmente disponiveis'®.
Essa incapacidade nos faz admitir como portadores
de SCA pacientes que, atendidos com dor torécica,
tenham um teste provocativo positivo e lesdes
obstrutivas em coronariografia consideradas
culpadas do evento atual. Na perspectiva dos
autores, a atribuigdo de responsabilidade a essas
lesdes deriva de avaliagdes subjetivas,
demasiadamente sujeitas a vieses pessoais. Essa
condicdo freqiientemente prejudica um refinamento
na identificagdo de quadros de doenga aguda, que
tem bases fisiopatolégicas préprias, sujeita a
mecanismos diversos daqueles estudados na
formagéo da placa aterosclerética. Um outro ponto
relevante diz respeito a associagdo entre o fendmeno
de instabilizacdo de placa aterosclerética
coronariana e os critérios enzimédticos de IAM.

Os resultados deste estudo indicam que pacientes
estratificados como de elevado risco para SCA
tendem a exibir niveis superiores de MIF circulante.
Embora de forma limitada, esses resultados podem
sugerir um relevante papel do MIF neste cendrio.
Essas indicagfes sdo reforgadas pela recente
demonstracgdo da producdo de MIF pelo miocardio,
em modelo experimental, apds estimulagdo com
endotoxina®, além do seu envolvimento com a
produgédo de metaloproteinases e instabilizagdo da
placa aterosclerética®.

N ~

Esse estudo-piloto presta-se a prospeccdo de
substancias dotadas de propriedades que
justifiquem a sua futura exploragdo como
biomarcadores de SCA. E uma das etapas iniciais
de um longo processo até a incorporacao
assistencial de novas ferramentas diagndsticas®.
Entretanto, ele também demonstra a necessidade
de estudos adicionais que aprofundem o
conhecimento atual sobre o envolvimento do MIF
na fisiopatologia da SCA, o que pode
eventualmente resultar no desenvolvimento de
uma nova ferramenta diagnéstica.

Conclusao

Os resultados do presente estudo néao
demonstraram consistentes evidéncias do papel
de niveis circulantes de MIF, IL-6 e sCD40L como
marcadores de SCA. Estes achados podem estar
relacionados a importantes limitacdes no
diagnéstico clinico da ruptura da placa
aterosclerética. A deteccdo de elevados niveis
circulantes de MIF entre os portadores de SCA,
embora restrita ao subgrupo de pacientes sem
DAC preexistente, reforga evidéncias do
envolvimento dessa citocina na fisiopatologia do
fendmeno de instabilizacdo da doencga
aterosclerética coronariana.
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