. BAHIANA

ESCOLA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

Programa de Pds-Graduacao em Medicina e Saide Humana

Efeito Endotelial da Terapia com Estatina em Alta Dose versus Baixa
Dose Associada a Ezetimibe em Mulheres com Excesso de Peso

Tese de Doutorado

Maristela Magnavita Olivieira Garcia

Salvador-Bahia
2013



' BAHIANA

ESCOLA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

Efeito Endotelial da Terapia com Estatina em Alta Dose versus Baixa Dose Associada

a Ezetimibe em Mulheres com Excesso de Peso

Tese apresentada ao curso
de Pos-graduacéao em
Medicina e Saude Humana
da Escola Bahiana de
Medicina e Saude Publica
para obtencédo do titulo de
Doutor em Medicina

Autor:

Maristela Magnavita Oliveira
Garcia

Orientador:
Prof. Dr. Luis Claudio Lemos
Correia

Salvador-Bahia
2013



Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz / FIOCRUZ - Salvador - Bahia.

G216 Garcia, Maristela Magnavita Oliveira

Comparagéo do efeito endotelial da terapia com estatina em alta dose versus
baixa dose associada a ezetimibe em mulheres com excesso de peso / Maristela
Magnavita Oliveira Garcia. —2013. 196 f.; 30 cm

Tese (doutorado) — Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica. Pésgraduagdo em
Medicina e Salde, 2013.

Orientador: Prof. Luis Claudio Lemos Correia

1. Endotélio vascular/efeito de drogas 2. Efeitos pleiotropicos 3.
LDLcolesterol 4. Estatinas 5. Ezetimibe 6. Obesidade I. Titulo

CDU 616.1-03

Catalogacdo: Martha Silvia Martinez-Silveira Berbert




Nome: GARCIA, Maristela Magnavita Oliveira

Titulo: Efeito Endotelial da Terapia com Estatina em Alta Dose versus Baixa Dose
Associada a Ezetimibe em Mulheres com Excesso de Peso

Tese apresentada a Escola Bahiana de Medicina e
Saude Publica para obtencéo do titulo de Doutor em

Medicina e Saide Humana.

Aprovado em: 01/11/2013
Banca Examinadora

Profa. Dra Ana Marice Ladeia
Profa. Adjunta da Escola Bahiana
de Medicina e Saude Publica.
Doutora em Medicina, pela
Universidade Federal da Bahia

Profa. Dra. Maria de Lourdes Lima
Profa. Adjunta da Escola Bahiana
de Medicina e Saude Publica.
Doutora em Medicina, pela
Universidade Federal da Bahia

Profa. Dra. Luciola Criséstomo
Profa. Adjunta da Escola Bahiana
de Medicina e Saude Publica.
Doutora em Medicina, pela USP

Prof. Dr. José Augusto Barreto
Prof. Adjunto da Universidade
Federal de Sergipe

Doutor em Cardiologia, pela
FMUSP

Prof. Dr. Antonio Alberto da Silva Lopes
Professor Associado- Doutor, Livre Docente da UFBA
Doutorado e pds doutorado na Universidade de Michigan.




"A sabedoria é um paradoxo. O homem que mais sabe é aquele que mais reconhece a vastiddo da sua
ignorancia."

F.Nietzsche


http://pensador.uol.com.br/autor/f_nietzsche/
http://pensador.uol.com.br/autor/f_nietzsche/
http://pensador.uol.com.br/autor/f_nietzsche/
http://pensador.uol.com.br/autor/f_nietzsche/

Dedico, primeiro, e acima de tudo, a Deus, que é caminho, verdade e vida, luz que me conduziu e
bondade que permitiu que tudo acontecesse. Com amor, dedico este trabalho ao meu marido
Francisco, pois construimos juntos nossos sonhos, e por essa razdo ficam mais belos, e por nem
sempre serem faceis, séo doces conquistas.

Dedico, com muito carinho, amor e gratiddo, aos meus queridos pais, Edson e Thereza, que sédo
incondicionais torcedores pelo meu sucesso, cujos olhos refletem por mim meiga admiracéo,
mistura de amor e terno orgulho. Aos meus filhos queridos e muito amados, Rodrigo e Stella, desejo
dedicar, além do resultado final da obra, todas as licbes que ela carrega nas etapas trilhadas: de
amor, dedicacgdo, vontade, &nimo, confianca, seriedade e fé, um verdadeiro aprendizado.



Instituicdes Envolvidas

EBMSP- Escola Bahiana de Medicina e Saude Pablica
FBDC- Fundagdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias

ADAB — Ambulatério Docente Assistencial da EBMSP — PEPE- Projeto para o

Estudo do Excesso de Peso
Laboratdrio de Patologia Clinica do ADAB

LPC- Laboratorio de Patologia Clinica

Fontes de Financiamento

FAPESB — Fundacio de Amparo & Pesquisa do Estado da Bahia

SBC — sociedade Brasileira de Cardiologia



EQUIPE
Maristela Magnavita Oliveira Garcia, doutoranda
Luis Claudio Lemos Correia, orientador

Paulo Roberto Passos Lima, bolsista de Iniciacdo Cientifica,
EBMSP/FAPESB, participou da elaboragdo do projeto, selecdo das
pacientes, coleta dos dados, transporte de material, apresentacdo de
tema-livre em congresso local e trabalhos em amostras cientificas.

Carolina Garcez Varela, bolsista de Iniciagdo Cientifica,
EBMSP/FAPESB, participou da selecdo das pacientes, randomizacéo e
coleta dos dados, transporte de material, apresentacdo de temas-livres
em congressos local, regional e nacional e trabalhos em amostras
cientificas.

Patricia Fontes da Costa Silva, bolsista de Iniciacdo Cientifica,
EBMSP/PIBIC, participou da coleta dos dados, selecdo das paciente,
randomizacdo e coleta de dados, apresentacdo de temas-livres em
congressos local e trabalhos em amostras cientificas.

Marilia Galeffi Rodrigues, cardiologista, pesquisadora associada,
participou na elaboracéo do projeto e coleta de dados.

Paulo Goes, estudante de biomedicina da FTC, participou na fase de
selecéo das pacientes e organizacao do recrutamento.

Equipe do PEPE- participacdo no encaminhamento de pacientes e
disponibilizacdo da infraestrutura para a viabilizacdo do trabalho, além
de participacdo em discussdes cientificas.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Luis Claudio Correia, que é exemplo de
paixdo pela pesquisa cientifica e pela Medicina Baseada em Evidéncias,
além de portador de admiravel raciocinio criativo, logico e também
filos6fico. Meus sinceros e eternos agradecimentos pelo seu animo e
disposicdo nas discussdes, disponibilidade nas revisbes e altruismo na
socializacdo do seu patriménio do saber cientifico.

Aos professores pesquisadores da Pos-graduacdo EBMSP, do Projeto
PEPE- Projeto para o Estudo do Excesso de Peso, Prof. Dr. Arménio
Guimaraes, Profa. Dra. Ana Marice Ladeia, Profa. Dra. Maria de Lourdes
Lima, que me aceitaram no projeto, me incluiram nas discussdes cientificas
e disponibilizaram toda a estrutura no ADAB necessaria para a realizagao
desse trabalho.

Aos meus alunos, orientandos da Iniciacdo Cientifica da EBMSP, Paulo
Roberto Passos Lima, Carolina Garcez Varela e Patricia Fontes, que
atuaram com grande seriedade e responsabilidade nas varias etapas da
pesquisa e prestaram inestimavel colaboracdo. Também a aluna Isis
Vasconcelos, de Iniciacdo cientifica da Bahiana, que escolheu nossa
pesquisa para tema de sua monografia, e trouxe animo para mais uma
producdo, enriquecendo o trabalho com sua peculiar alegria. Ao aluno
Paulo Goes, da FTC, pela sua participacéo e capacidade organizadora.

A Dra. Marilia Galeffi, que participou na elaboracdo do projeto e seu
planejamento logistico, além da coleta de dados da pesquisa no ADAB.

A Sra. Cristina Maria de Jesus Batista, secretaria do servico de cardiologia
do ADAB, pelo apoio e tratamento para conosco, sempre solicita, amigavel
e atenciosa.

A equipe do Laboratério de Patologia Clinica do ADAB, em especial, & sua
coordenadora Marcia Moreira, pela disponibilizagdo da estrutura,
funcionarios, cuidados técnicos de coleta e armazenamento e criteriosas
analises.



A equipe do Laboratério de Patologia Clinica- LPC, que participou da
pesquisa com as medidas de PCR, forneceu resultados rapidos,
informatizados e de confianga, sendo incentivadores e parceiros nas
pesquisas cientificas com o NAP- Nucleo de Apoio a Pesquisa.

A Sra. Martha Silvia Martinez-Silveira Berbert, Bibliotecaria Tecnologista
em Salde Publica, da Fundacdo Oswaldo Cruz, do Centro de Pesquisa
Gongalo Moniz, pela gentileza, eficiéncia e agilidade no meu atendimento.

Agradeco, especialmente, a todas as voluntarias que depositaram na nossa
equipe de pesquisa confianca e respeito por este trabalho



LISTA DE ABREVIATURAS

ACC Artéria carotida comum

ADAB Ambulatério Docente Assistencial da Escola Bahiana de
Medicina

ALT Alanina aminotransferase

a-PA Ativador tecidual do plasminogénio

ASC Area de superficie corporea

AST Aspartato aminotransferase

CEPa Células endoteliais progenitoras em circulacéo

CPK Creatinafosfoquinase

CT Colesterol total

DAC Doenca arterial coronariana

ECR Ensaio clinico randomizado

EMIC Espessura médio-intimal carotidea

EMICsam Espessura médio-intimal carotidea semiautomatica media

EMICsamax Espessura médio-intimal carotidea semiautomatica méaxima

eNOS Oxido nitrico endotélio sintetase

E-selectina Molécula de adesdo da fase aguda

Fator tecidual Tromboplastina

GMPc Monofosfato ciclico de guanina

HDL Lipoproteina de alta densidade

HMG-CoA redutase Redutase do hidroxi-metilglutaril-coenzima

ICAM-1 Intracellular adhesion molecule-1

1Q Intervalo interquartil

IMC indice de massa corp6rea

IPAQ International Physical Activity Questionaire

LDL-colesterol ou LDL-c Lipoproteina de baixa densidade

NO Oxido nitrico

PAI-1 Inibidor do ativador do plasminogénio

PCR Proteina C reativa de alta sensibilidade

PGI2 Prostaciclina

s-ICAM-1 Molécula de adesdo intracelular-1 solGvel

STM Trombomodulina soltvel

TNFa Fator de necrose tumoral o

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1

VMF Vasodilatacdo mediada por fluxo

VMN Vasodilatagcdo mediada por nitrato

vWF Factor von Willebran



RESUMO

EFEITO DA TERAPIA COM ESTATINA EM ALTA DOSE VERSUS BAIXA DOSE
ASSOCIADA A EZETIMIBE NA FUNCAO ENDOTELIAL EM MULHERES COM

EXCESSO DE PESO

As estatinas agem prioritariamente reduzindo o LDL-colesterol e o efeito na funcéo
endotelial necessita ainda de esclarecimento. Objetivos: (1) Testar a hipdtese de que a
modulagdo da funcdo endotelial promovida por estatinas relaciona-se com a dose
utilizada, em cenério de semelhante redugdo no LDLcolesterol (2) Definir o nivel de
evidéncia do valor progndstico da vasodilatacdo mediada por fluxo (VMF), desfecho
testado no objetivo principal e (3) Testar a acuracia e a reprodutibilidade do método
manual de afericdo da espessura médio-intimal carotidea (EMIC), tendo o
semiautomatico como referéncia. Métodos: (1) Ensaio clinico randomizado para dois
grupos de tratamento (16 pacientes em cada) e um grupo placebo (14 pacientes), com
mesmo grau de reducdo de colesterol nos grupos ativos (sinvastatina 80 mg e sinvastatina
10 mg associada a ezetimibe 10 mg) e mensurado a VMF, antes e ap0s oito semanas. (2)
Revisdo sistematica nas principais bases de dados. (3) Andlises de concordancia e
reprodutibilidade das medidas de EMIC pelos métodos de afericdo manual e
semiautomatico. Resultados: (1) Houve semelhantes incrementos da VMF nos grupos
sinvastatina alta dose e sinvastatina baixa dose/ezetimibe, de 8,4% + 4,3% para 11% +
4,2% (P = 0,02) e de 7,3% + 3,9% para 12% * 4,4% (P = 0,001), respectivamente, em
cenario de idéntica reducdo do LDL-colesterol. (2) Auséncia de analise de estatistica-c
para comprovacdo do valor preditor incremental da VMF a modelos clinicos
estabelecidos. (3) Correlacdo, concordancia e reprodutibilidade satisfatérias entre os
métodos manual e semiautomatico de EMIC. Conclusdes: (1) O beneficio endotelial
semelhante entre as terapias de diferentes doses de estatinas, mas que promovem a
mesma reducdo de LDL-colesterol, sugere que 0 mecanismo hipolipemiante prepondera
sobre os efeitos pleiotropicos; (2) VMF prediz risco cardiovascular, mas ndo se justifica
seu uso na rotina clinica; (3) O método manual de afericio da EMIC pode ter suas
medidas validadas, com analise satisfatoria de precisdo, a partir do metodo

semiautomatico

Palavras-chaves: funcéo endotelial; efeitos pleiotropicos; estatinas; ezetimibe



ABSTRACT

EFFECT OF HIGH DOSE STATIN THERAPY VERSUS LOW DOSE WITH
EZETIMIBE

IN ENDOTHELIAL FUNCTION IN WOMEN WITH OVERWEIGHT

The primary action of statins is reduce LDL-cholesterol and the effect on endothelial function
still needs clarification. Objectives: (1) To test the hypothesis that modulation of
endothelial function promoted by statins relates to the dose used, in scenario of similar
reductions in LDL-cholesterol (LDL-c) (2) To set the level of evidence about the prognostic
value of flow mediated vasodilation (FMV), that is the main outcome tested and (3) Test the
accuracy and reproducibility of the manual method of measurement of carotid intima-media
thickness (IMT), taking the semiautomatic as reference. Methods: (1) a randomized clinical
trial for two treatment groups (16 patients each), and a placebo group (14 patients), with
similar degree of reduction in LDL-c in active groups (80 mg simvastatin and simvastatin 10
mg with ezetimibe 10 mg) and the FMV measured before and after eight weeks; (2)
Systematic review in major databases; (3) Analysis of agreement and reproducibility of IMT
measurements by manual and semi-automatic methods.

Results: (1) There were similar increments on FMV in high dose simvastatin group and low
dose simvastatin/ezetimibe, from 8.4% * 4.3% to 11% * 4,2% (P = 0.02) and from 7.3% +
3.9% to 12% + 4.4% (P = 0.001), respectively, in scenario of similar reductions in LDL-c;
(2) Absence of c-statistical analysis to prove the incremental predictive value of the FMV to
established clinical models; (3) satisfactory correlation, agreement and reproducibility between
the manual and semiautomatic methods of IMT.  Conclusions: (1) The similar endotelial
benefit between the two groups of different doses of statins, but same LDL-c reduction,
suggests that lipid-lowering mechanism predominates over pleiotropic; (2) FMV predicts
cardiovascular risk, but their use in clinical practice is not justified; (3) The manual method
was validated with satisfactory precision analysis, from semi-automatic method

Keywords: endothelial function; pleiotropic effects, statins, ezetimibe
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1. INTRODUCAO

Importancia do Problema

Os beneficios clinicos da terapia redutora de colesterol com as estatinas ja foram
demonstrados nas duas modalidades de prevencdo, primaria' e secundaria’®, e
primariamente creditados a enzima reguladora da sintese do colesterol, a redutase do
hidroxi-metilglutaril-coenzima (HMG-CoA redutase).’” Até o momento, devido aos
principais trabalhos terem demonstrado forte relagdo direta entre o nivel de lipoproteina de
baixa densidade, o LDL-colesterol (LDL-c), alcangado e chance de eventos, o mecanismo
que tem sido mais aceito para os beneficios clinicos das estatinas ¢ o da redu¢ao do LDL-c.
Contudo, os resultados de estudos em aterosclerose sugeriram que a acdo das estatinas
poderia incidir na parede arterial, na composicdo sanguinea e no fluxo de perfusdo

. 4
intravascular.* >

Além da sua acdo redutora de lipides, portanto, as estatinas mostram ter
efeito anti-inflamatério, anti-oxidante e anti-trombotico, observados in vitro, em modelos
animais e na clinica com ensaios clinicos randomizados.”®
A administracdo oral de estatina resulta em reducao dos niveis plasmaticos de
colesterol total e LDL-c na ordem de 30 a 50%, a depender da poténcia e dose utilizada.” E
plausivel a hipotese de que, também seus efeitos pleiotropicos sobre as fungdes vasculares,
ou seja, aqueles que ndo dependem da reducdo do LDL-c, sejam relacionados a poténcia e
dose do farmaco. As estatinas inibem a enzima HMG-CoA redutase, responsavel por
converter o HMG-CoA em mevalonato, e esta via, divide-se, no final, em outras duas, a do
colesterol e a dos isoprendides. Ocorre, portanto, ndo somente a reducdo da producao
intracelular de colesterol, mas também a inibi¢do da producdo de isoprendides, sendo esta
Gltima agdo responsavel por efeitos pleiotropicos, principalmente antiinflamatorio.'’As
estatinas também tém ag¢do sobre as células do endotélio vascular, melhorando sua fun¢ao
por meio da biodisponibilidade de 6xido nitrico e reducao da produgdo de endotelina-1,
interferindo no recrutamento de novas células precursoras endoteliais para tecidos
isquémicos (marcadores de neovasculariza¢do), atuando como antioxidantes, reduzindo a
concentracio intracelular de espécies reativas do oxigénio."'
O ezetimibe, por sua vez, ¢ uma droga que foi liberada para tratamento da
hipercolesterolemia, com distinto mecanismo de agdo, agindo como um inibidor intestinal
da absorcao do colesterol, sem interferéncia na via do mevalonato e sem efeito direito na

func¢do endotelial. Portanto, permite testar a hipdtese se alguns dos beneficios conferidos as
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estatinas devem-se independentemente da sua agdo redutora do LDL-c, dado que a
associacdo de uma estatina baixa dose com ezetimibe ¢ tdo eficaz quanto alta dose da
mesma estatina para a redugao do LDL-c, como acontece com ezetimibe 10 mg associada a
sinvastatina 10 mg e sinvastatina 80 mg em monoterapia, onde cada um dos tratamentos
confere reducio de aproximadamente 44% no LDL-c.'?

Trabalhos previamente publicados sobre o tema divergem muito em importantes
aspectos, que dificultam as conclusdes e a comparacgao entre eles. As populagdes estudadas
sao heterogéneas, sendo na maioria de alto risco ou portadora de doenca arterial
coronariana (DAC). Também, as drogas e as combinag¢des utilizadas foram as mais
diversas, bem como a metodologia empregada nas pesquisas, variando, por exemplo,
tempo de tratamento, comparagdes entre grupos com distintas e ndo equivalentes reducdes
de LDL-c e, ainda, a técnica de afericdo da funcdo endotelial. ¥

A obesidade se tornou uma condi¢do de saude publica, de proporc¢des epidémicas,
em todo o mundo. Além de ser fator de risco cardiovascular, a obesidade esta associada
com o desenvolvimento de diabetes, dislipidemia, hipertensdo arterial e estados pro-
tromboticos. Dentre os fatores com evidente influéncia no aumento do risco cardiovascular
na populacdo obesa encontra-se a disfuncdo endotelial, além da resisténcia a insulina e
inflamacdo subclinica.'® '7 Justifica-se, portanto, investigagdes sobre os efeitos das
estatinas na funcdo endotelial na populagdo obesa, potencialmente predisposta a alteragdes
no endotélio vascular.

Faltam solidas evidéncias sobre o a acdo endotelial das estatinas, bem como, até
onde a atual revisdo foi realizada, ndo foi testado esse efeito, em populagdo de mulheres
com excesso de peso, com potencial estado pro-inflamatorio.

Nesse contexto, o objetivo do atual trabalho foi testar a hipotese de que a influéncia
na func¢do endotelial promovida pelas estatinas tem relagdo com a dose usada,
independente da reducdo do LDL-c. Para esse fim, foi realizada a comparagao do efeito na
funcao endotelial de duas modalidades terapéuticas, que promoveram equivalente redugao
de LDL-c, em mulheres portadoras de excesso de peso. A primeira, estatina em dose alta, a
sinvastatina (80 mg), ¢ a segunda, dose baixa de estatina combinada a ezetimibe

(sinvastatina 10 mg/ezetimibe mg).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 REVISAO GERAL DA LITERATURA

2.1.1 Endotélio

A célula endotelial controla ativamente o tonus vascular, coagulacdo, trombodlise,
remodelagdo vascular e respostas inflamatoria e imune, portanto, exerce um importante
papel de autoprotecao estrutural e funcional.

A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatoéria crénica que ocorre em resposta a
agressdao ao endotélio, sendo a disfuncdo endotelial seu estigio mais inicial de
desenvolvimento. O dano arterial promove resposta compensatoria que altera as
propriedades do endotélio, resultando na disfuncdo endotelial, principalmente na camada
intima de artérias de médio e grande calibre.

A intensa resposta inflamatoria desencadeada pela agressao ao endotélio relaciona-
se, principalmente, com a lipoproteina de baixa densidade, que ¢ retida na camada intima
arterial, em parte por adesdo a proteoglicanos, com posterior modificagdes de oxidacao
dessa molécula, transformando-se em LDL-oxidado, indutores importantes da expressao
do quadro inflamatério.'® Consequentemente, ocorre o aumento da adesio e da
permeabilidade do endotélio a leucocitos, desencadeando um estado protrombdtico, e
induzindo a formacdao de moléculas vasoativas, fatores de crescimento e citocinas. Este
estado pro-inflamatorio e pro-trombotico ¢ mediado principalmente por macréfagos,
conhecidos como células esponjosas, além de subtipos de linfocitos T."

Desse modo, a perda da integridade endotelial, compromete sua intrinseca

capacidade de inibigdo de adesdo leucocitdria a superficie vascular e manutencao do
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equilibrio entre as atividades pro-fibrinolitica e pro-trombotica. A deposi¢ao dos leucocitos
sobre o endotélio e sua penetragdo no espaco subendotelial sio mediadas por moléculas de
adesdo, que tém sua producao aumentada na presenca de disfuncao endotelial, como por
exemplo, VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 (intracellular adhesion
molecule-1), E-selectina (molécula de adesdao da fase aguda), e a ELAM-1 9 (endotelial
leukocyte adhesion molecule). *° A secrecdo de tais moléculas de adesdo é regulada por
citocinas sintetizadas pelo endotélio arterial, destacando-se as interleucinas 1, 4 ¢ 6, além
do TNFa (fator de necrose tumoral ).

Inteleucina-1 (IL-1) € capaz de modular o comportamento e a expressao do gene da
maioria dos tipos de células envolvidas na cicatrizagdo do infarto, principalmente, as
células endoteliais. Através dos scus efeitos sobre a ativacdo de ambos os leucocitos e
células endoteliais, a IL-1 ¢ um mediador essencial no trafico de leucocitos. Ela estimula a
expressdo de moléculas de adesdao de células endoteliais e ativa vias mediadas por
integrinas, facilitando a migragdo transendotelial de neutréfilos e células mononucleares..
Além disso, a IL-1 regula positivamente a sintese de quimiocinas relacionadas ambas
células, mononucleares e endoteliais, promovendo a quimiotaxia de leucocitos em sitios de
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lesdao. Os cardiomidcitos, além do endotélio, da mesma forma, sofrem os efeitos da IL-1.

Figura I
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Adaptado de Circulation 2004 June 1;109(21 Suppl 1):1127-1133.

Figura I- Efeito da IL-1 nas células endoteliais, com ag¢des de sinalizagdo pro-inflamatorias de ativacdo de
leucocitos, induzindo a expressdo de citocinas, quimiocinas ¢ moléculas de adesdo em células endoteliais,
além de promover infiltracdo de células inflamatérias. IL-1 também modula a sinalizacdo de fendtipo e
fung@o de todos os tipos de células envolvidas na cicatrizagdo do infarto, suprime a fung@o cardiaca, induz
hipertrofia dos cardiomidcitos e apoptose. Além disso, a IL-1 modula a fungdo dos fibroblastos, aumentando
a expressdo de matriz metaloproteinase.

2.1.2 Vasodilatacao arterial e 6xido nitrico

A capacidade de vasodilatacdo ¢ fundamentada na sintese e biodisponibilidade do ¢xido
nitrico (NO) derivado do endotélio, sintetizado pela NO endotélio sintetase (eNOS), a
partir do precursor L-arginina, que constitui ndo s6 um importante mediador da
vasodilatagcdo endotelial, mas também atua na regulagdo de outras propriedades protetoras

do endotélio.”®

O termo disfunc¢do endotelial surgiu para descrever a incapacidade das
células endoteliais em manter o tonus vascular, no entanto, atualmente tende a englobar

comprometimento de véarias outras propriedades que se manifestam com o desequilibrio

vascular.
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As células endoteliais modulam o tonus vascular através da liberagao de
vasodilatadores, tais como o 6xido nitrico e prostaciclina, e vasoconstritores, como a
endotelina-1, prostaglandina H2, espécies reativas de oxigénio (ROS), angiotensina 2 e
tromboxano A2. A sintese de 6xido nitrico ocorre a partir do aminoacido L-arginina, pela
acdo enzimatica da eNOS e em a presenga de cofatores. Uma vez liberado no limen
vascular, o 6xido nitrico espalha-se nas células, incluindo musculo liso, liga-se com o
guanilato ciclase soluvel, resultando em aumento da produgao intracelular de GMP ciclico.
Na disfun¢do das células endoteliais, ocorre aumento da producdo de superdxido (02-)
levando a consumo excessivo de 6xido nitrico para produzir peroxinitrito (ONOO-).
Baixos niveis de oxido nitrico em células endoteliais pode potencialmente resultar na
supressdo ineficaz de ROS e conduzir indiretamente a vasoconstricdo. Dessa forma, essas
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alteragdes do metabolismo do 6xido nitrico promovem o estresse oxidativo.*® '

- Figura 2

Evidéncias crescentes sugerem a existéncia de um importante efeito anti-
inflamatorio e antitrombdtico exercido pelo NO endotélio dependente, através da
demonstragdo de que a inibicdo farmacoldgica dessa molécula aumenta a adesdo de
monocitos ao endotélio. A inibi¢do da eNOS resulta, portanto, em um aumento na
expressdo de moléculas que promovem a adesdo de leucécitos e também de quimiocinas,
como a proteina-1, quimicamente atraente de monocitos, direcionando-os para a intima de
sitios endoteliais, contribuindo para formacao de lesdo aterosclerotica.

A importante atuacdo da eNOS, estimulando a produg¢do de NO pelo endotélio,
limita a ativagdo, adesdo e agrega¢do da placa aterosclerdtica, em decorréncia do efeito
antitrombotico exercido pela molécula de NO, que possui relacio com a inibi¢do do

inibidor do plasminogénio ativado -1 (PAI-1) proteina pro-trombotica. Na presenga de

doenga aterosclerotica coronariana, ¢ documentado comprometimento da produgao de NO,
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dependente do endotélio lesado pela placa aterosclerdtica, sendo este um fator preditor
independente de eventos coronarianos agudos.” **

As respostas do endotélio vascular apresentam variagdes importantes, que
dependem de inumeros fatores. Em graus diferentes, estimulos externos como cigarro,”’
alimentos™ e drogas,31 dentre outros, influenciam na rea¢ao endotelial. Fatores internos,
relacionados ao organismo, também influenciam a funcdo endotelial, principalmente,
genética,32 imunidade,33 hormf)nios,34 idade® * e morbidades associadas, tais como,
diabetes, hipertensdo e aterosclerose.’’Dessa forma, é observado na literatura diferentes
resultados, quanto a resposta vasodilatadora arterial, que depende fortemente das
caracteristicas populacionais dos estudos.

A idade ¢ um importante fator modificador da estrutura e da fun¢ao endotelial e os
mecanismos envolvidos na diminuigdo da vasodilatacio dependente do endotélio
relacionada a idade sdo, mais importantemente, relacionados a alteracdo primaria na via da
L-aurginina-NO.38 Nos idosos, também, o estresse oxidativo na parede arterial,
especialmente nos portadores de hipertensdo, tem grande participagdo no
comprometimento da biodisponibilidade do NO.*

No Brasil, numa populacdo de idosos com mais de 65 anos e com
hipercolesterolemia, foi testado o efeito, na fun¢do endotelial e na proteina C reativa de
alta sensibilidade (PCR), de 20 mg de atorvastatina, por quatro semanas. Apesar da
reducdo significativa do LDL-colesterol e do grau de inflama¢do no grupo que recebeu
estatina, os resultados ndo registraram mudangas na vasodilatagdo mediada por fluxo, com
semelhantes percentuais de dilatagdo entre os grupos placebo e atorvastatina. Crisdstomo
LM. e cols.* sugeriram que a auséncia da influéncia da estatina na fun¢do endotelial em
idosos pode estar relacionada as intrinsecas questdes arteriais da senescéncia, como rigidez

de parede, reducdo de distensibilidade e reducdo de sintese e biodisponibilidade do 6xido
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nitrico. Os autores consideraram, adicionalmente, a possibilidade da ocorréncia de efeito
na fun¢do endotelial com maior tempo de intervengdo e com dose mais alta de
atorvastatina. Contrariamente, resultados anteriores de outro estudo que testou mesma dose
de atorvastatina, em 30 pacientes mais jovens, com idade de 49 + 12 anos e risco para
desenvolvimento de diabetes, por 12 semanas, demonstraram que houve resposta de
melhora significativa da vasodilatacao mediada por fluxo e também da PCR. Nesse mesmo
trabalho, entretanto, outro grupo, de 37 portadores de diabetes estabelecida, com 53 + 13

anos, teve melhora discreta na vasodilatacdo mediada por fluxo, que ndo foi significativa,
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Figura II- Vasodilatagdo e ¢xido nitrico
BH2: dihidrobiopterina; ET-1: endotelina 1, MAPK: proteina quinase ativada por mitégeno, NO: o6xido
nitrico, NOX: NADPH oxidase; PI3K: fosfatidilinositol 3-quinase, PKC: proteina quinase
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2.1.3 Obesidade e func¢ao endotelial

Durante décadas, o tecido adiposo foi considerado como um compartimento inativo, que
apenas era utilizado como um armazenador de energia. Durante os ultimos anos, o tecido
adiposo foi revelado como um importante 6rgdo enddcrino e paracrino, produtor de
inimeras enzimas, hormonios e fatores de crescimento, que sao denominados
genericamente de adipocinas. Varios estudos experimentais e clinicos mostraram que
adipocinas modulam a sensibilidade a insulina e influencia na glicemia e no metabolismo
da gordura. As adipocinas também atuam diretamente sobre a funcdo endotelial,
homeostase vascular e aterogénese, de forma independente dos seus efeitos sobre o
metabolismo da glicose e gordura. Essas moléculas ja sdo consideradas marcadores
diagndsticos e prognosticos cardiovascular e pesquisas a apontam como potencial alvo
terapéutico para reduzir o risco cardiovascular.*

O comprometimento da fun¢do endotelial em pacientes obesos relaciona-se,
principalmente, com o estado de resisténcia a insulina, quando o aumento da concentracao
de insulina estimula a via da MAP quinase (proteina ativada-mitogénio), promovendo
proliferagdo e migragdo celular, produ¢do de matriz extracelular, com consequente
progressdao do processo aterosclerotico. Tais mudangas ocorrem por defeito na auto-
fosforilagdo da serina e da treonina, que ativam a via dessa proteina quinase.* Ao
contrario, em estado normal de equilibrio, a via da tirosina quinase desencadeia a ativacao
de outra proteina quinase, a Akt, que libera 6xido nitrico e que tem papel antiaterogénico.

A obesidade, mesmo quando manifestada na infincia, apresenta incipiente
influéncia no endotélio vascular, principalmente se estiverem presentes variantes genéticas

da NO-s e endotelina- 1 e seus receptores, podendo aumentar o risco cardiovascular em
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criancas. A analise do genotipo-fendtipo da crianga em risco cardiovascular para disfungao
endotelial tem papel importante na acurada estimativa de risco cardiovascular.**

A obesidade, principalmente do tipo visceral, estad relacionada com estado
inflamatorio subclinico, e associa-se com indices elevados de PCR, interleucina-6 e
TNFa.* Tais marcadores inflamatérios, por sua vez, relacionam-se com disfuncao
endotelial, como demonstrado no estudo populacional multicéntrico IRAS (Insulin
Resistance and Atherosclerotic Study), com 1008 pacientes ndo diabéticos e sem DAC, que
constatou forte associagdo de PCR com IMC, cintura abdominal e sensibilidade a
insulina.*® Outros marcadores inflamatorios, como contagem de leucocitos, fibrinogénio,
albumina baixa, fator VIII e fator de von Willebrand também se relacionam com o
aumento de risco de desenvolvimento de diabetes e comprometimento endotelial, como
descrito nos estudos ARIC (Atherosclerosis Risk in Communities) e WHS (Women's Health
Study).*"

O ganho de gordura na regido da cintura abdominal, ainda que de grau modesto,
pode causar disfun¢do endotelial, tendo sido demonstrado pela significativa correlagdo
com a diminui¢do da VMF, mesmo em individuos com peso normal, e sem alteracdes na
pressdo arterial e frequéncia cardiaca. Fortalecendo essa associacdo, foi registrado que a
recuperacdo da funcdo endotelial foi relacionada com a perda de gordura. A disfungdo
endotelial decorrente do ganho de gordura visceral pode ser um importante mecanismo que
liga a obesidade central ao aumento da morbimortalidade cardiovascular.* Essa interagéo
entre disfuncdo endotelial e ganho de gordura visceral teve consistente demonstragdo em
estudos epidemiologicos. %!

Vilella e cols., entretanto, demostraram que a disfung@o endotelial correlaciona-se
melhor com a relagdo cintura-quadril do que com a medida da cintura abdominal ou indice

de massa corporea. Esse trabalho avaliou 85 pacientes obesos, quanto a associacdo entre
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VMF da artéria braquial com indice de massa corpoérea, circunferéncia abdominal e indice
cintura-quadril.*?

Os mecanismos que ligam a adiposidade visceral ao aumento do risco
cardiovascular incluem os altos niveis de adipocinas, que sdao citocinas produzidas pelo
tecido adiposo periférico, e moléculas pro-inflamatérias. Além disso, os acidos graxos
livres da gordura visceral, apresentam bioquimica diferenciada, com maior capacidade
nociva para o figado, predispondo 4 resisténcia & insulina e a disfuncio endotelial.>® >* A
adiponectina, mais especificamente, a hipoadiponectinemia, juntamente com o aumento
dos niveis de TNFa. induzidos pelo acumulo de obesidade visceral, pode ser um factor
importante para o desenvolvimento de alteragdes vasculares e disturbios metabolicos, dada
sua associacao com a piora na funcao endotelial. Além desses mecanismos, em individuos
obesos, a reducdo de células progenitoras também esta relacionada com a senescéncia de
células endoteliais.> — Figura III.

A leptina, hormdnio derivado do adipécito, tem seus niveis elevados na condi¢do de
obesidade e pode contribuir para o risco cardiovascular associado ao excesso de peso,
embora ndo tenha os mecanismos totalmente esclarecidos. Foi demonstrado em pesquisa
em ratos que receberam leptina recombinante em dias alternados por uma semana, que a
leptina associa-se com aumento da atividade simpdtica e superoxido, promovendo
disfungdo endotelial e influenciando na agdo da angiotensina II no aumento da pressao
arterial. Dessa maneira, a referida influéncia hormonal pode contribuir para rigidez arterial
e hipertensio na obesidade.”

Pesquisa clinica do estudo Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA)
comparou pessoas com sindrome metabodlica (mas ndo diabéticas) e diabéticas (com e sem
sindrome metabolica) em relacdo aquelas sem nenhuma condi¢do, quanto a incidéncia de

progressdo da calcificacdo arterial coronariana, utilizando escore de calcio Agatston. O
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riscos relativos ajustados (intervalos de confianga a 95%) de calcificacdo coronariana
foram de 1,7 (1,4 - 2,0); 1,9 (1,4 - 2,4) e 1,8 (1,4 -2,2) (todos p <0,01) para aqueles com
sindrome metabodlica sem diabetes, diabetes sem sindrome metabdlica, € com ambos,
diabetes e sindrome metabodlica, respectivamente. Além disso, a progressao da calcificacao
foi preditora de eventos coronarianos em pessoas com sindrome metabolica sem diabetes
(HR= 4,1, IC 95% = 2,0-8,5, p <0,01) e diabetes (HR= 4,9, IC 95% = 1,3-18.,4, p <0,05)
entre os de maior tercil de aumento de calcificagdo versus nenhum aumento.’’

Nesse contexto de lipotoxicidade, intervengdes terapéuticas, desde mudanca de
estilo de vida a tratamentos farmacoldgicos, especialmente de controle da dislipidemia,
influenciam positivamente a funcdo endotelial, com melhora nos desfechos

) (1 58
cardiovasculares e metabolicos.
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Adaptado de J Clin Pharmacol 2013 September 9.

Figura III. Obesidade e mecanismos da disfung@o endotelial
11-6: Interleucina 6, TNF-a: Fator de necrose tumoral, e-NOS: Sintase do 6xido nitrico, NO: Oxido nitrico,
PCR: Proteina C reativa
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2.1.4 Avaliacao da funcio endotelial

A resposta normal do endotélio depende principalmente da sua integridade. Suas vastas
fungdes, consideradas, enddcrinas, paracrinas e autocrinas, sao responsaveis pelo equilibrio
da circulagdo. A extensa area endotelial, atua como um sensor biologico, através das
comunicagdes intercelulares, captando as diversas alteracdes, de pressao arterial, de fluxo
sanguineo, de balango oxidativo, da coagulagdo, do metabolismo e também da ativacao do
sistema imune. De modo geral, o endotélio regula o tonus vascular, controla a coagulagao,
regula a fibrindlise, age no remodelamento vascular e interfere na resposta inflamatéria e
imunoldgica.

Portanto, apds estimulo, com entrada de calcio para o intracelular, o endotélio
responde liberando produtos, dos quais o NO, previamente conhecido como fator relaxante
derivado do endotélio (FRDE), ¢ o principal. Tendo curta meia vida, de menos de 50
segundos, ele ativa o monofosfato ciclico de guanina (GMPc), reduzindo o calcio
intracelular, relaxando a musculatura lisa vascular e promovendo vasodilatagao.

A vasodilatacao dependente do endotélio, responsavel pela auto-regulacao do fluxo
nos tecidos e pela homeostase do estresse de cisalhamentos (shear stress) nos vasos de
condutancia, foi a mais relevante fun¢do do endotélio ja caracterizada, devendo-se a
descoberta do o6xido nitrico, em 1980, por Furchgott.’’A funcio endotelial pode ser
estudada, testando essa capacidade vasodilatadora, e sdo varios os métodos utilizados,
sendo ultrassonografia intracorondria e arteriografia exemplos de métodos invasivos, e
vasodilatacdo arterial mediada por fluxo e plestimografia venosa, de nao invasivos.
Outras formas de avaliagdao do endotélio incluem andlises morfoldgicas € mecanicas da
parede wvascular, por exemplo com a espessura médio-intimal, da complacéncia,

distensibilidade, e indices de remodelamento.
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A determinacdo de marcadores endoteliais também refletem sobre a perda da
integridade endotelial, presente na aterosclerose, quando ocorre a transi¢cao das condigdes
basais (vaso-relaxante, anticoagulante, antiplaquetario e profibrinolitico) para um estado
vasoconstritivo, procoagulante, ativador das plaquetas e antifibrinolitico. Desta forma, as
células endoteliais disfuncionais libertam em menor quantidade NO, prostaciclina (PGI2),
trombomodulina e ativador tecidual do plasminogénio (tPA), e produzem uma maior
quantidade de endotelina 1 (ET-1), angiotensina II, inibidor do ativador do plasminogénio
tipo 1 (PAI-1) e fator Von Willenbrand (vVWF), expressando também o fator tecidual
(tromboplastina). Dos varios marcadores de fung¢dao endotelial com aplicabilidade clinica
em pacientes com DAC, as moléculas de adesdo celular soluveis (CAMs) o vWEF, a
trombomodulina soluvel (sTM) e as células endoteliais progenitoras em circulagao (CEPs)
tém-se revelado de especial utilidade clinica por predizerem o risco de evento
cardiovascular.®” ®'

Embora a funcdo endotelial coronaria continue sendo o "padrdo ouro", a sua
complexidade e requisitos invasivos ndo permitem o uso corrente, enquanto que a VMF da
artéria braquial pela ultrassonografia, além de ser relativamente simples, sua magnitude
reflete a producdo de 6xido nitrico dependente do endotélio, correlaciona-se com a
reatividade coronéria,62 associa-se com fatores de risco cardiovascular, com uma maior

prevaléncia de doenga arterial coronariana, 63 além de ser preditor independente de eventos

cardiovasculares em pacientes com e sem aterosclerose estabelecida.

2.1.5. Valor prognostico da funcio endotelial em portadores de aterosclerose: revisiao

sistematica (Anexos dos artigos — Artigo 1)
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2.1.6 Estatinas
As estatinas sdo drogas universalmente prescritas e sua historia comecou em 1971, com o
microbiologista Akira Endo pesquisando novo antibidtico, ao observar que certos fungos
produziam um potente inibidor da producéo do colesterol. Foi feito o isolamento e analise
desse composto inibidor, a partir do qual foi sintetizada em laboratorio a molécula que
daria origem a matriz das estatinas. O lancamento da primeira estatina (lovastatina)
aconteceu em 1987.%°

A acdo hipolipemiante das estatinas deve-se a sua interferéncia na primeira etapa da
biossintese do colesterol. Elas inibem de forma reversivel e competitiva a enzima HMG -
CoA redutase, através da afinidade desses fa&rmacos com o sitio ativo da enzima. Dessa
forma, ndo ha conversdo do HMG — CoA em acido mevaldnico, que € um precursor do
colesterol. ®® Dessa forma, o efeito bioquimico principal das estatinas consiste em reduzir
as concentracdes plasmaticas de LDL-colesterol. No entanto, ndo apenas a producdo
intracelular de colesterol é inibida, mas também a biossintese de diversos intermediarios da
via do acido mevaldnico, como os isoprenoides, que sdo essenciais para modular o
processo pos-traducional de proteinas envolvidas nas mais diversas vias de sinalizacdo
intracelular (ex. Proteinas Rho e Rac). Além disso, as estatinas reduzem triglicérides
plasmaticos e aumentam a lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol).® — Figura IV

As estatinas, portanto, por essa primeira etapa enzimatica, limita a velocidade da
biossintese do colesterol e resulta em reducdo da sua producédo, depois, também interfere
na maior expressdo de receptores de LDL na superficie dos hepatocitos, o que leva ao
aumento da sua remocéo do sangue. A maior parte das estatinas ficam ligadas as proteinas

plasmaticas e possuem meia-vida variavel, sendo que a da sinvastatina é em torno de 3
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horas, havendo posterior excrecdo do colesterol pelo intestino, tanto na sua forma livre,
como fazendo parte dos acidos biliares.®’

Estudos sugerem que o mecanismo pelo qual as estatinas reduzem o risco
cardiovascular vai além da diminuicdo lipidica, justificando-se, mais pela modulacdo da
composicao e biologia da placa aterosclerotica, deixando-a menos propensa a ruptura e
consequentemente com menos riscos de tromboembolismos, e menos por redugdo do grau
de estenose. *®

Esses efeitos dependem de diversas agdes como:

1) Melhora da fungdo endotelial ¢ efeito na atividade vascular e reendoteliza¢do

Uma das principais causas da disfuncdo endotelial ¢ o comprometimento da

biodisponibilidade do 6xido nitrico, que ¢ uma substancia produzida pelas células

endoteliais, mediadora da vasodilatacdo arterial, que também interfere na agregacao
plaquetaria, proliferacdo da musculatura lisa e interagdo leucocitaria vascular. As
estatinas aumentam o nivel de 6xido nitrico, estimulando e regulando a eNOS,
principalmente através da inibicdo da caveolina, proteina de membrana que atua
como inibidor especifico da eNOS. Além de aumentar a vasodilatagdo, as estatinas
promovem diminui¢do da producdo de endotelina — 1, peptideo sintetizado pelas
células endoteliais que promove vasoconstric¢ao, interferindo na fun¢do endotelial.

Hé também vinculagdo das estatinas a capacidade de aumento do numero de células

endoteliais progenitoras circulante e indu¢ao da angiogénese.

2) Efeito antioxidante

Esse efeito ainda ndo possui um mecanismo totalmente esclarecido, mas acredita-

se que se da pela inibigdo da sintese de intermediarios isopropendis, envolvidos na

sinalizagdo intracelular, durante a ativacao dos macrdéfagos, e também pelo aumento

dos niveis de oOxido nitrico, que interagem com radicais livres. Diversos
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mecanismos levam a neutralizagdo das espécies reativas do oxigénio, relacionando
ao estresse oxidativo, e que é um dos componentes da disfun¢do endotelial.®* ”°
As estatinas promovem reducao da concentragao intracelular de isopropendis, com
conseqiiente reducdo da migragdo, adesdo e ativagdo leucocitaria, diminuindo o
processo inflamatério arterial. Dessa forma, ocorre a supressao da inflamacgao
vascular e miocardica, favorecendo a modula¢ao do estado redox ¢ aumentando a
biodisponibilidade do 6xido nitrico.”"
O estudo PRINCE (The pravastatin inflammation CRP evaluation) ¢ um dos mais
importantes na demonstragdo de redugcdo de marcadores inflamatoérios com a
terapéutica com estatinas, tendo utilizado a pravastatina como hipolipemiante.”” O
JUPITER (Justification for the Use of Statins in Primary Prevention: An
Intervention Trial Evaluating Rosuvastatin trial), adicionalmente, foi o primeiro
estudo desenhado para avaliar se o efeito anti-inflamatorio das estatinas poderia
alterar desfechos clinicos, tendo sugerido reducdo do risco cardiovascular. Contudo
o trabalho foi precocemente interrompido, o que comprometeu o poder de suas
conclusdes.”
4) Estabilizacdo da placa de ateroma
As estatinas promovem mudangas na estrutura e composicdo da placa, como
espessamento da camada fibrotica envoltoria, diminuigao dos niveis de lipideos e do
acimulo de colesterol nos macrofagos, aumentando a estabilidade da placa e
diminuindo seu potencial trombético e de ruptura.®®
Na particular interferéncia na angiogénese, pode existir uma relagdo dose-efeito, do
tipo bifésica, onde em baixas doses de estatina, seu efeito ¢ proangiogénico, e em dose
elevada, seu efeito ¢ angioestatico, melhorando a fun¢do endotelial e impedindo a

~ . . . . . T4~
progressao da placa, conforme estudo in vitro e in vivo de modelo animal.”™ Sao, portanto,
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inimeros os mecanismos que levam as estatinas exercerem seus efeitos no endotélio
vascular, e estes ndo dependem, exclusivamente, dos mecanismos da redugdo absoluta do
colesterol.

Apesar destas demonstracdes de efeitos das estatinas, falta evidéncia clinica direta
que diferencie as fungdes hipolipemiantes que dependem da diminuigdo do colesterol e as
que independem dos inibidores da HMG-CoA redutase. Da mesma forma, continua
questionavel se as fungdes independentes da acdo hopolipemiante relaciona-se a inibigao

da HMG-CoA redutase ou com interferéncia direta nas vias inflamatorias.
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Figura IV- Via do mevalonato divide-se em duas outras, a do colesterol e a dos isoprenodides
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2.1.7 Ezetimibe

O ezetimibe ¢ o primeiro agente hipolipemiante com acao inibidora da absor¢ao
intestinal, sem comprometimento dos nutrientes lipossoliiveis. Ap6s a administragdo por
via oral, ¢ rapidamente absorvido e metabolizado em ezetimibe-glucuronideo, o metabolito
farmacologicamente ativo. Sua concentragdo maxima ¢ atingida em uma a duas horas,
sendo posteriormente reciclado via éntero-hepatica, para, em seguida, a maior parte ser
eliminado via fecal. A meia vida ¢ de aproximadamente 22 horas. Nao ha significativas
diferengas dos efeitos clinicos quanto a idade, sexo ou raga, € ndo se faz necessario ajustar
a dosagem, que ¢ de 10 mg ao dia, mesmo para pacientes com leve insuficiéncia hepatica
ou leve a severo comprometimento renal. A via metabdlica principal do ezetimibe se da
pela glucuronidacio do grupo 4-hydroxifenil pelas isoenzimas 5'-difosfato-
glucuroniltransferase na forma ativa ezetimibe-glucuronideo no intestino e figado.”

O ezetimibe tem passagem pelo figado e retorna ao intestino, onde na borda em
escova dos enterdcitos bloqueia a captacdo do colesterol da dieta e biliar. A acdo ocorre
através do bloqueio de uma proteina transportadora, chamada Niemann-Pick Cl1-like
I(NPCIL1),”® localizada na membrana do eritrocito do intestino delgado, ocorrendo
posterior reducao no aporte para o figado, onde a regulacdo do LDL-c do plasma ocorre
através de uma sobre-regulagdo dos receptores de LDL na superficie dos hepatocitos.””

O Ezetimibe reduz LDL-colesterol, tanto em monoterapia, quanto combinado com
estatinas, sendo altamente seletivo para o bloqueio do colesterol. A reducdo em
monoterapia ¢ da ordem de 17% a 22%,” ** e quando usado combinado com estatina, a
redugio adicional é de 6% a 20%.5"" ¥

As diferentes respostas observadas nos estudos podem dever-se a grande variacao

interindividuos do efeito inibitorio da droga.*® Estudos genéticos identificaram mais de 140
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polimorfismos no gene NPCIL1 e mostraram que a variacdo génica associa-se com

. 4
diferentes respostas ao tratamento.**
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Adaptado de Diabetes Metab J. 2013 Aug;37(4):240-8

Figura V- O papel do ezetimibe na proteina Niemann-Pick C1-Like 1 (NPCIL1), no transporte do colesterol
no intestino e no figado. NPC1L1 esté localizado na borda em escova intestinal e membrana hepatocanicular.
No limen do intestino delgado, o colesterol biliar e dietéticos sdo misturados e solubilizados para formar
micelas. NPCI1LI1 transporta esterdis da membrana da borda em escova para compartimentos intracelulares.
Colesterol livre (FC) ¢é esterificado por acil coenzima A: colesterol aciltransferase 2 (ACAT2) para formar
ésteres de colesterol (CE), em quilomicrons e secretado na linfa. NPCIL1 facilita a transferéncia de
colesterol biliar secretado para os hepatocitos e impede a perda de colesterol. O transportador de colesterol,
ATP-binding cassette transporter G5 ¢ G8 (ABCGS5/ABCGS8) também se localiza na membrana apical dos
hepatocitos. Ezetimibe inibe o transporte de colesterol ligado - NPC1L1 no intestino e no figado.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23991401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23991401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23991401
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2.1.8 Combinacao de estatina com ezetimibe

A terapia combinada de uma estatina com ezetimibe utiliza os dois diferentes mecanismos
de acao desses agentes hipolipemiantes, a inibi¢ao da sintese do colesterol pela estatina e a
inibicao da absor¢ao no intestino pelo ezetimibe. Essa dupla via implica em um substancial
aumento de reducao do LDL-colesterol. Foram descritos também beneficios no aumento
do HDL-colesterol e na reducio de triglicérides.

Estudos clinicos demonstraram que esta associagdo resulta numa reducao adicional
média no LDL-C de 21% aquela obtida com o uso da estatina isoladamente. A associacao
do ezetimibe com baixas doses de estatina equivale ou supera os resultados da redugdo do
LDL-C obtidos com estatina em dose méxima.3? 87+ 88

Em pacientes com hipercolesterolemia familiar, o estudo ENHANCE, nao
demostrou que a terapia combinada, resultasse em mudangas significativas na espessura da
camada médio-intimal carotidea, comparativamente com sinvastatina em monoterapia, a
despeito da reducio dos niveis de LDL-colesterol e de proteina C reativa.”

Apesar do incremento na capacidade redutora do LDL-colesterol, até o momento,
nao existem claras evidéncias dos beneficios clinicos adicionais com uso da associagdo das
duas terapias hipolipemiantes, principalmente, de avaliacdo de desfechos duros. Encontra-
se em andamento o IMPROVE-IT (Improved Reduction of Outcomes: Vytorin Efficacy
Inter- national Trial), um estudo multicéntrico, randomizado, prospectivo, placebo-
controlado, para avaliar reducdo adicional de eventos cardiovasculares em pacientes com
doencga coronariana cronica e sindromes coronarianas agudas, com a adi¢cao do ezetimibe a

terapia com estatina.”’
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2.2 REVISAO ESPECIFICA DA LITERATURA

2.2.1 Trabalhos que testaram a hipotese do estudo

A pesquisa foi realizada nas bases de dados Pubmed, Lilacs e Bireme, cruzando os
seguintes descritores: statins; endothelial function; pleiotropic effects; hypolipidemic
effect. Foram selecionados estudos publicados a partir do ano 2000, com desenho de ensaio
clinico randomizado, seguimento de pelo menos quatro semanas, populagdo minima de 20
individuos e que analisaram a fun¢ao endotelial por métodos de vasodilatagao mediada por
fluxo da artéria braquial ou radial e/ou Plestimografia. O objetivo dos trabalhos foi a
avaliacao do efeito endotelial com uso das estatinas.

Foram selecionados dez ensaios clinicos randomizados, publicados no idioma
inglés, entre os anos de 2005 a 2013, sendo um destes uma produgdo nacional. A
sinvastatina foi a estatina mais utilizada nos ensaios clinicos, mas também foram avaliadas
atorvastatina, rosuvastatina e fluvastatina” O principal método utilizado na da funcao
endotelial foi a vasodilatagdo mediada por fluxo da artéria braquial, presente em nove
trabalhos.

A média de 1idade dos trabalhos variou de 53 a 72 anos e os niveis basais de LDL-c
variaram entre 107 mg/dL a 203 mg/dL. Apos as intervengdes os valores médios de LDL-c
variaram entre 54 mg/dL a 105 mg/dL. Os percentuais médios de VMF medidos antes dos
tratamentos nos diversos estudos analisados estiveram entre 3,6% a 5,43%. A Tabela 1
apresenta os estudos que testaram a hipotese se a dose da estatina influencia o efeito na
funcdo endotelial. De modo geral, foram trabalhos com amostras populacionais pequenas,
distintas quanto as morbidades, e por curto periodo de seguimento.

Em individuos com intolerancia a glicose, portadores de DAC e diabetes, que

utilizaram duas estratégias terapé€uticas, alta dose de estatina (sinvastatina 80 mg) ou
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combinagdo sinvastatina 10 mg com ezetimibe 10 mg, obtendo redugdo equivalente de
LDL-c, foi igual a capacidade de melhorar a funcdo endotelial, com aumento na VMF
(+0,9% vs +1,5%, P=0,39), e de reduzir marcadores inflamatorios. Settergren e cols.
sugeriram, entdo, que o mecanismo mais importante na influéncia da fun¢do endotelial ¢ a
propria reducio do LDL-c, mais do que os efeitos pleiotropicos mediados pela estatina.”

Em trabalho com 23 pacientes portadores de hipercolesterolemia primaria, Araujo e
cols, da mesma forma, testaram o tratamento de sinvastatina 10 mg combinado com
ezetimiba 10 mg e o de sinvastatina 80 mg, na forma de cross-over 2 x 2, tendo
apresentado que para similar reducdo do LDL-c nos dois grupos (45,27% vs 49,05%),
houve melhora da funcdo endotelial nas duas formas de tratamento, sendo de 3,61% no
grupo da combinacdo sinvastatina/ezetimiba (P= 0,003) e de 5,08% no grupo sinvastatina
alta dose (P < 0,001), sem diferenca entre os tratamentos (P=0,291).”

Contrariamente a esses resultados, Ostad e cols., numa populacdo de 49 pacientes
portadores de doenca arterial coronariana estavel, mesmo tendo obtido redugao semelhante
de PCR, mostrou que a melhora da fun¢do endotelial foi significativa apenas nos pacientes
tratados com alta dose de estatina, na comparacdo de dois grupos, o tratado com
atorvastatina 80 mg e o que usou atorvastatina 10 mg e ezetimibe 10 mg. Além desse dado
principal, favoravel ao mecanismo pleiotropico da funcdo endotelial, os resultados desse
estudo nao demonstraram correlacdo entre a mudanga da vasodilatagao arterial mediada
por fluxo (VMF) com a mudanca do LDL-¢."*

Liu e cols, estudando pacientes dislipidémicos, obtiveram melhora da VMF apenas
com maior dose de sinvastatina e sugeriram beneficios pleiotrépicos das estatinas,
baseados nos resultados de quatro semanas. Contudo, nesse estudo, a variacdo da VMF nao
foi o objetivo primario do trabalho, que, inclusive, calculou seu n amostral objetivando a

diferenca de outro marcador, que ndo o efeito endotelial, e sim o efeito antioxidante. *
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Além disso, a opgdo por curto prazo de seguimento pode ter, no grupo de baixa dose,
impedido a observagdo dos efeitos dependente de maior tempo de tratamento,
considerando-se que a fun¢do endotelial € relacionada com substancias vasoconstrictoras
produzidas pelo proprio endotélio, como endotelina 1, que € a principal e mais potente, e
observagdes muito precoces com as estatinas podem comprometer os resultados dos graus
de bloqueio dos receptores e vias de agdo, como anti-inflamatoria, antioxidante e génica, €
consequentemente nas respostas da VMF. o4

Anteriormente, Fichtischerer e cols, ja haviam sugerido, também em portadores de
DAC, que apenas as estatinas associavam-se com melhora da fun¢do endotelial, tendo
comparado quatro grupos distintos de tratamento, o de 40 mg de atorvastatina, o de
titulagdo progressiva de 10 a 40 mg de atrovastatina, o de monoterapia de ezetimiba (10
mg), e o grupo de combinacdo ezetimiba 10 mg com sinvastatina 10 mg. Foi obtida
melhora na fun¢do endotelial, avaliada pela plestimografia, apenas nos individuos tratados
com atorvastatina. Apesar dos participantes iniciarem as intervengdes a partir de
semelhantes valores basais de LDL-colesterol, os grupos estudados ndo sdo comparaveis
entre si, principalmente, no que se refere a magnitude de reducdo de LDL-c,
comprometendo, deste modo, a inferéncia feita pelos autores sobre a a¢io pleiotropica.”

Comparando a VMF, entre grupos de pacientes diabéticos, tratados por 10 semanas,
com fluvastatina 60 mg ou a associacdo de fluvastatina 20 mg com ezetimibe 10 mg, os
autores observaram melhora na fun¢do endotelial nos dois grupos, apesar da redugdo do
LDL-colesterol ter sido menor no grupo da fluvastatina 60 mg, comprometendo também a
conclusdo do estudo.”

Mais recentemente, o efeito na melhora da funcao endotelial, foi avaliado no estudo
que examinou a VMF pos prandial, em 100 portadores de sindrome metabolica, tratados

com sinvastatina 80 mg ou com sinvastatina 10 mg e ezetimibe 10 mg, durante seis
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semanas. Nesse trabalho, a reducdo do LDL-colesterol foi semelhante nos grupos tratados
e a VMF em jejum foi igual nos dois grupos (4,35 +0,19 vs 4,43 +0,18; P=0,777), bem
com a variacdo pos prandial na VMF (-0,34 + 0,21 vs -0,43 + 0,20; P =0,76).”’

Foi também em cenario de redugdo semelhante de LDL-colesterol, que
Landmesser e cols. avaliaram portadores de insuficiéncia cardiaca, apds tratamento de
quatro semanas, com 10 mg de ezetimibe ou 10 mg de sinvastatina (15,6% vs 15,4%). Ao
final, a VMF apresentou aumento apenas nos pacientes eu usaram sinvastatina.’®
Concordante com esses achados, também em portadores de insuficiéncia cardiaca, Gounari
P. e cols, demostraram em ensaio clinico, duplo-cego, cross-over, apds quatro semanas de
tratamento, com rosuvastatina ou ezetimibe, obtendo semelhante efeito redutor nos niveis
de LDL-colesterol, que apenas o grupo da estatina promoveu melhora na VME.”

Em modelo de estudo duplo-cego e cross-over, Méki-Petdja e cols demostraram que
ambas terapias, sinvastatina 20 mg e ezetimibe 10 mg, melhoram a func¢do endotelial pela
VMF (64,9% vs 37,2%; P= 0,10). Entretanto, embora as reducdes do LDL-colesterol
tenham sido significativas, ndo foram semelhantes nos grupos testados (—38,7% vs —17,9%;
P=0,001). Além desse fator, a populacao estudada, restringiu-se a portadores de artrite
reumatoide ativa, com elevado grau inflamatorio, limitando a abrangéncia dos
resultados.'”

Dos trabalhos selecionados, trés deles, compararam o efeito da estatina na fun¢do
endotelial apds reducdo nao equivalente do LDL-colesterol, o que prejudicou a validade
interna para analise correta da intervengdo, por ndo ser independente do mais importante
fator modificado com as terapéuticas. Foi possivel observar nos estudos sobre a acdo das
estatinas, que quanto aos aspectos além da redugdo do LDL-c, sdo relativamente recentes
as pesquisas e que ainda nao ha consenso quanto a relevancia dos mecanismos prioritarios

que afetam a funcao endotelial com essa terapia.
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Dos dez trabalhos avaliados, quatro deles apontaram para os efeitos pleiotropicos
como mecanismo na melhora da funcao endotelial, ao passo que os outros seis sugeriram
que ¢ o mecanismo hipolipidico responsavel por esse incremento. Essa diferenca de
resultados pode ser atribuida a algumas razoes relacionadas a heterogeneidade dos estudos,
especialmente quanto as populacdes avaliadas e suas caracteristicas clinicas distintas.

Foram estudadas amostras portadoras de condi¢des clinicas diversas, como
diabetes, dislipidemia, sindrome metabolica, doenca arterial coronariana, insuficiéncia
cardiaca e artrite reumatoide. O contexto de graus diferentes de gravidade, principalmente
em relacdo ao comprometimento vascular, pode influenciar na relevancia do mecanismo
pleiotropico na ag¢ao das estatinas sobre a fun¢do endotelial. Situagdes onde o endotélio
encontra-se previamente lesado e mais instavel, como na doenca arterial coronariana,
demonstram uma maior responsividade a dose elevada de estatina, que exerce maior
impacto no estado considerado pro-inflamatorio, vasoconstrictor e pro-trombotico,
inclusive com evidéncias de reducdo de eventos cardiovasculares.'’

A partir do contexto inicial de morbidade e gravidade diferentes, outras
caracteristicas clinicas também nao se equivalem na apresentagdo basal, como idade, LDL-
¢ e a propria VMF. Cada um desses fatores podem exercer maior ou menor influéncia na

modulagdo da fungdo endotelial do tratamento com estatina.
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3. RACIONAL TEORICO

A principal varidvel clinica com o uso das estatinas ¢ o LDL-c plasmatico, que leva quatro
a seis semanas para mostrar reducdo, apds o inicio do tratamento. Sua farmacodinamica
baseia-se mais na relagao dose-efeito, do que a concentragio-efeito.'*

As estatinas sdo inibidores reversiveis da enzima microssomal HMG-CoA
reductase, que a converte em mevalonato. A pleiotropia atribuivel as estatinas resulta,
principalmente, da inibicdo da sintese de intermediarios isoprenodides, da via do
mevalonato e da biosintese do colesterol, em particular o farnesil pirofosfato e o geranil
pirofosfato. Portanto, o caminho da inibicao da sintese de isoprenoides é a que se
relaciona com o pleiotropismo, relacionado as estatinas, enquanto que é distinta e
independente a direcdo da reducao lipidica, nessa etapa final.103

A substancia ezetimibe, por sua vez, reduz o colesterol através da absorcao
intestinal de lipideos, sem interferéncia na via do mevalonato, permitindo que a
analise dos efeitos pleiotrépicos das estatinas, mediados por este mecanismo, possa
ser feita, sem o viés da influéncia de outra terapéutica com mecanismo similar. Seu
papel no estudo é de potencializar o efeito hipolipemiante da sinvastatina baixa dose
(10 mg), garantido semelhante reducdo do LDL-c ao grupo tratado com sinvastatina
alta dose (80 mg).

A equivaléncia de poténcia redutora do LDL-c, para os esquemas terapéuticos
propostos para comparacao (sinvastatina 80 mg e sinvastatina 10 mg associada a
ezetimibe 10 mg),1%4 permite a avaliacdo do efeito pleiotropico, de forma
independente da reducdo do LDL-c, jA que se estima ndo haver diferencas entre os
grupos, no que concerne este aspecto. A hipotese pleiotropica pode, portanto, ser testada
pela utilizagdo de doses diferentes de sinvastatina, sob a premissa de um gradiente dose-

resposta, caso exista 0 mecanismo pleiotrépico.
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Metas mais rigorosas de redu¢do de LDL-colesterol foram sugeridas na
intencao de maior reducao de risco cardiovascular, baseando-se em inuimeros
trabalhos com prevencdo primaria e secunddaria, derivados das evidéncias de
correlacdo linear existente entre o efeito redutor lipidico com menor risco de eventos.
105

A avaliagdo de marcadores de risco relacionados a prognoéstico tardio
(desfechos substitutos), como especificamente a funcdo endotelial, pela VMF e,
também, inflamacao, através da PCR, pode revelar se a influéncia sobre eles relaciona-
se com maior dose de estatina utilizada e, portanto, além da reducao do LDL-
colesterol, estariam envolvidos os efeitos pleiotrépicos. Opostamente, se associado,
primariamente, com a reducdo do LDL-colesterol, essa influéncia sera independente
da dose de estatina utilizada, ou seja, mesmo na combina¢do da baixa dose com o
ezetimibe o efeito devera ser igualmente observado.

Dados do Ministério da Saude do Brasil, obtidos através do programa de
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao para Doengas Cronicas por Inquérito
Telefonico (VIGITEL 2012) revelam que o excesso de peso e a obesidade,
apresentaram avango da proporg¢ao, passando de 43% de pessoas acima do peso, em
2006, para 51%, em 2012. No mesmo periodo, o percentual de obesos subiu de 11%
para 17%. Nas mulheres, o envelhecimento tem forte influéncia sobre os indicativos,
sendo que 25% das mulheres entre 18 e 24 anos esta acima do peso, 40% na faixa
etaria entre 25 e 34 anos, chegando a 56% entre 45 a 54 anos.

Estudar o impacto do tratamento com estatinas na fung¢do endotelial em
populagdo com excesso de peso tem sua justificativa, ndo apenas pelas questdes

epidemioldgicas, mas, especialmente, devido a existéncia do status inflamatério
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presente nessa morbidade de carater cronico, cujo mecanismo relaciona-se com as
elevadas concentracdes de citocinas plasmaticas, diretamente associadas ao
comprometimento da funcao endotelial.1% Dessa forma, a populacdo escolhida para o
estudo, de mulheres acima do peso e com LDL-c 2 100 mg/dL, oferece potencial

vascular para testar a hipétese da influéncia da dose de estatina na fun¢do endotelial.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL
1. Testar a hip6tese de que a terapia com estatina em alta dose oferece beneficio
endotelial superior a terapia com baixa dose de estatina, em cendrio de equivalente

reducao de LDL-colesterol

4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Definir o nivel de evidéncia a respeito do valor progndstico da vasodilatagdo
mediada por fluxo, como fundamento do desfecho testado no objetivo principal.

2. Testar a acuracia e a reprodutibilidade do método manual de afericao da espessura

médio-intimal carotidea, tendo o semiautomatico como referéncia.
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5. METODOLOGIA

Desenho do Estudo: Ensaio clinico randomizado, duplo-cego e placebo-controlado.

Registro de Ensaio Clinico: Identificador do Estudo no Clinical Trials.gov
NCT01241097 (Anexo 1)

O presente trabalho tem protocolo de registro no sistema do Clinical Trial.gov, iniciado em
06/08/2010, sob o seguinte titulo em inglés: Pleiotropism of Statin Therapy in High Dose
Versus Low Dose Combined With Ezetimibe. O registro seguiu as Normas Consolidadas
do CONSORT 2010, que ¢ utilizado mundialmente para melhorar o registro de estudo

. . 107
randomizado, ensaios controlados.

Local do Estudo: Ambulatorio de Obesidade da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica,
em Salvador, Bahia. O trabalho contou com equipe multiprofissional da instituicdo, que
oferece estrutura com consultérios devidamente aparelhados e salas de exames de
eletrocardiografia, ergometria e ecocardiografia, atendendo em média 60 consultas por més, o
que permitiu a realizacdo da pesquisa. Os exames laboratoriais foram realizados em um tnico
laboratorio central, vinculado ao ambulatorio exceto a dosagem nefelométrica de PRC que foi
feita em um segundo laboratorio de referéncia, com selo de qualidade pela Sociedade de

Patologia Clinica.

Populacio alvo: Portadores de sobrepeso ou obesidade e com LDL-c > 100 mg/dL.

Populacio acessivel: Mulheres matriculadas no Ambulatorio de Obesidade da Escola

Bahiana de Medicina e Saude Publica, que os critérios para participar do estudo.


http://clinicaltrials.gov/show/NCT01241097
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Selecao da Populacido: Do universo de 72 mulheres, foram selecionadas 46 mulheres e
randomizadas para as modalidades de tratamento, sendo 16 no grupo Sinvastatina 80 mg,
16 no grupo Sinvastatina 10 mg com ezetimibe 10 mg e 14 no Placebo. A sele¢do exclusiva
do género feminino neste trabalho deveu-se ao perfil do proprio ambulatério, onde, apos

revisdo de prontudrios do setor, foi detectada uma distribuicdo de 95% de mulheres.

Critérios de Inclusdo: Mulheres com indice de massa corpérea (IMC) > 25 Kg/m?, com

idade superior a 18 anos e LDL-c > 100 mg/dl.

Critérios de exclusao: Uso prévio, nos ultimos trés meses, de estatinas, ezetimibe ou
fibratos, triglicérides > 400 mg/dL, creatinina sérica superior a 2,0 md/dl, enzimas
hepaticas elevadas, maiores que uma e meia vezes o limite superior da normalidade;
creatinafosfoquinase (CK) sérica superior a trés vezes o limite superior da normalidade;
gestantes; fase de amamentacao; insuficiéncia cardiaca; doenca psiquiatrica, deméncia de
qualquer etiologia, ou terapia de reposi¢ao hormonal. Inicio recente, dentro das ultimas
quatro semanas, de tratamento com betabloqueador, inibidor de enzima de conversdao ou
bloqueador de canais de calcio. Nesse caso, a interven¢do seria realizada apos periodo de
pelo menos quatro semanas de uso continuo. Também terapia com insulina em diabéticos e
processos inflamatorios agudos no ultimo més, avaliados através da historia clinica e
exame fisico (ouvido, garganta, lesoes de pele ou outras manifestagdes inflamatorias), bem
como relato de doencas cronicas como colagenoses, ou ocorréncia de tuberculose ativa nos
ultimos trés meses foram excluidos do trabalho. Além disso, PCR acima de 10 mg/dL,

correspondendo a presencga de inflamagao subclinica.
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Critérios de interrupcao: Intolerancia ao uso das medicagdes; aumento das enzimas
hepaticas superior a trés vezes o limite superior da normalidade ou medida isolada de CPK

superior a dez vezes o limite superior da normalidade.

Protocolo de Randomizacédo: Foi realizado o protocolo de randomizacdo em bloco, para
assegurar uma distribui¢ao igual do niumero de participantes nos grupos de estudo. Neste
estudo, o tamanho do bloco foi de trés, randomizacao procedeu normalmente dentro de
cada bloco até que a terceira pessoa fosse randomizada para um grupo; depois disto, os
participantes foram automaticamente distribuidos para o outro grupo, e assim
sucessivamente, até completar cada grupo. A ordem randémica de trés em cada bloco foi
gerada para sorteio a partir de alocagdo computadorizada, com o programa “Research

Randomizer” que utiliza o método Math.random'(www.randomizer.org).

O fluxograma do protocolo do estudo, segundo modelo do CONSORT 2010,

encontra-se ilustrado na Figura 1.


http://www.randomizer.org/
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Figura 6- Fluxograma do Protocolo do Estudo
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Cegamento: Foi realizado duplo cegamento, portanto, os pacientes ndo tiveram
conhecimento para qual tratamento foi direcionado, e da mesma forma, o avaliador dos
desfechos do estudo nao conhecia a respeito da alocacao ou dados clinicos. Na situagao de
ocorréncia de efeitos colaterais significativos poderia ser revelado para o paciente e para
dois dos pesquisadores qual era o tratamento em uso. Tais pesquisadores eram previamente
designados como os responsaveis pela randomizagdo e nado realizavam os procedimentos
de exames relacionados aos desfechos.

Foram adquiridas idénticas embalagens para os comprimidos dos trés grupos de
tratamento, em forma de frascos de plastico branco leitoso (polietileno de alta densidade) e
com tampas e lacres também de polietileno. Nao era possivel a visualizagao do contetudo
dos frascos, devido ao seu aspecto leitoso, 0 que garantiu o cegamento, mesmo que oS
comprimidos de sinvastatina e ezetimibe, embora parecidos no tamanho, apresentassem
diferenca na tonalizacdo da coloracao. Cada frasco recebeu identificacao alfanumérica,
cuja correspondéncia terap€utica era conhecida apenas pelos dois pesquisadores
previamente designados.

Para o tratamento com sinvastatina 80 mg, cada participante recebeu 2 frascos
idénticos (Al e A2), contendo em cada um sinvastatina 40 mg. Para o tratamento com a
combinagdo sinvastatina 10 mg e ezetimiba 10 mg, cada participante recebeu dois frascos
idénticos (B1 e B2), sendo um frasco com sinvastatina 10 mg e outro com ezetimibe 10mg.
No grupo controle, cada participante também recebeu dois frascos idénticos (C1 e C2),

contendo em cada frasco comprimidos inertes. -Figura 2
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Frascos ldénticos das Medicacgoes

o (Sin C (Placebao)

Grupo A (Sinvastatina B0 mg) Grupo B (Sinvastatina 10 mg + Grupo C (Placebo)

I ! Ezetimibe 10 ma) Frasco C1: Inerte A

Frasco A1: Sinvastatina 40 mg etimibe 14 mg) Frasco C2: Inerte B
Frasco A2 Sinvastatina 40 mg Frasco B1: Sinvastatina 10 mg
Frasco B2: Sinvastatina 10 mg

Figura 2- Representagdo dos frascos utilizados na pesquisa

Tratamento: Os pacientes foram randomizados para um dos trés possiveis tratamentos:
sinvastatina 10 mg e ezetimiba 10 mg; ou sinvastatina 80 mg; ou placebo, Todos foram
orientados para fazer uso diariamente, a noite, tomando um comprimido de cada frasco,
durante oito semanas.

Para o controle do uso correto da terapéutica, foi solicitado a todas as participantes
que trouxessem os frascos dos comprimidos, sempre que comparecessem as visitas
marcadas. Essa medida visava a contagem dos comprimidos para certificar do uso diario,
na dose recomendada. Tratamento inadequado foi considerado se auséncia de uso por mais
5 dias durante 4 semanas.

O placebo foi produzido por farmécia de manipulacdo de referéncia local, com
insumo inerte, desprovido de propriedades farmacologicas ou terapéuticas, em forma de
comprimidos pequenos com peso de 100 mg, constituido de sacarose. O uso dessa
substancia ndo compromete nem a dieta hipocaldrica das pacientes, nem o controle

glicémico, dada sua pequena dosagem e baseado em informacdes das Diretrizes Brasileiras
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de diabetes de 2009, segundo a qual, a sacarose nao aumenta a glicemia mais do que
quantidades isocaldricas de amido e, inclusive, alimentos contendo sacarose, nao

necessitam ser restringidos por pessoas com diabetes.

Visitas: Foram em numero de trés no total, divididas na seguinte cronologia: (1) a primeira
visita constou da realizacdo dos estudos ultrassonograficos, principalmente a VMF, coleta
da amostra de sangue, para medidas dos marcadores bioquimicos basais, e para orientacao
nutricional padrdo. Nessa visita eram entregues os frascos contendo os comprimidos; (2) a
segunda visita, apds quatro semanas, teve o objetivo de novas medidas de fungdo
endotelial, que testou se houve maior precocidade do efeito na VMF em algum dos grupos.
Também foi coletado amostra de sangue para avaliar as variaveis lipidicas e possiveis para-
efeitos da terapéutica, com dosagem de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), CPK e creatinina; (3) Apos oito semanas, na terceira visita, houve
a ultima avaliacao ultrassonografica, dessa vez, para avaliar o desfecho final, a VMF e, por
conseguinte, a variacdo da VMF do basal para a oitava semana (o delta na fun¢ao
endotelial). Também foram repetidas todas as medidas bioquimicas realizadas antes dos
tratamentos. Além disso, foi avaliada a fun¢do diastolica do ventriculo esquerdo ao

ecocardiograma.



54

Coleta dos Dados

Questionario

Foi aplicado a todas as participantes um questionario clinico estruturado (Anexo 2), contendo
dados de identificagdo, idade, género, cor da pele auto-referida (segundo classificagdao do
IBGE- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), interrogatorio sobre sintomas, habitos
de vida e antecedentes médicos. Tabagismo foi definido como uso regular de qualquer forma
de tabaco, habito presente ou passado, desde que interrompido hd no maximo um ano; etilismo
foi considerado como ingesta de bebida alcoodlica ao menos trés vezes por semana;
sedentarismo definido pela ndo realizacdo de atividade fisica regular pelo menos trés vezes por
semana; ¢ historia familiar considerada positiva quando da ocorréncia de doenga arterial
coronariana prematura em parentes de primeiro grau, antes dos 65 anos em mulheres e antes

108
dos 55 anos em homens.

Exame Fisico
O exame fisico foi realizado de forma completa e incluiu a avaliagdo antropométrica (Anexo
2). Todas as participantes tiveram aferidas a freqiliéncia cardiaca de repouso, a pressdo arterial
sistolica e pressdo arterial diastolica. O local de afericdo da pressdo arterial foi o braco
esquerdo, estando os individuos sentados por pelo menos 5 minutos, com bexiga vazia, sem
terem fumado ou ingerido bebida alcodlica ou contendo cafeina, nos 30 minutos que
antecederam as tomadas. Foi utilizado tensidmetro aferido na calibragdo periodicamente, com
dimensdes de bragadeira apropriadas para bragos de pacientes obesos.

A circunferéncia abdominal foi medida na distdncia média entre a Ultima costela

flutuante e a crista iliaca, utilizando fita métrica inelastica. O quadril foi medido com fita
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métrica na altura dos trocanteres femurais. Peso e altura foram medidos em balanca biomédica
e destas medidas derivou o indice de massa corpdrea, através da formula de Quetelet, que
divide o peso pela altura ao quadrado.'” Foi calculada a 4rea de superficie corporea (ASC),

para posterior indexagdo das medidas cavitarias obtidas pelo ecocardiograma, de acordo com a

0,425 0,725

seguinte formula: 0,007184 x (peso em kg) X (altura em metros)
Exames Laboratoriais

As coletas e andlises sanguineas foram feitas em um unico laboratério central, sediado no
proprio Ambulatorio (ADAB), seguindo técnicas especificas. Foi encaminhado para dosagem
no segundo laboratorio, também de referéncia e com selo de qualidade pela SPC,
exclusivamente, proteina C reativa de alta sensibilidade. (Anexo 3).

As coletas do sangue foram realizadas, apos 12 horas de jejum, seguindo as
técnicas e métodos padronizados pela Sociedade Brasileira de Patologia Clinica. A
dosagem de PCR foi realizada pelo método nefelométrico, comercialmente disponibilizado
Dade Behring Inc., Newark, DE, USA. Este método mede a aglutinagdo das particulas
recobertas por anticorpos pela intensidade da luz refletida, utilizando o equipamento BN
100."° Para glicemia, foi utilizado o método do sistema de quimica clinica Dade Behring-
Dimension RXL- DADE Behring Inc., Newark, DE — USA e o reagente do Kit Flex
Cartriabe da Dade Behring-Dimension® IVD Dimension®, que serve para diagnostico in
vitro da determinagdo quantitativa da glicose no soro, plasma. O método da glicose ¢ uma
adaptacao do método hexoquinase-glicose-6-fosfato desidrogenase, ja validado como um
método de laboratdrio clinico geral. As medidas da concentracao plasmatica de colesterol
total (CT), triglicérides e lipoproteina de alta densidade, o HDL-colesterol (HDL-c) foram
obtidas por meio de método bioquimico enzimdtico; LDL-c foi calculado através da

equagdo de Friedewald:'"" colesterol total - (HDL-c + triglicérides/5). O equipamento
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utilizado para a dosagem dos triglicérides, colesterol total e HDL-c foi o Dade Behring-
Dimension RXL- DADE Behring Inc., Newark, DE — USA, e o reagente do Kit Flex
Cartriabe da Dade Behring-Dimension® IVD.

Para este trabalho, foram realizadas trés coletas sanguineas uma, na primeira visita

(marcadores basais), € as subsequentes, apos quatro e oito semanas de tratamento.

Risco de Framingham

A estimativa de risco de infarto ou morte para 10 anos foi calculada utilizando o
Escore de Risco de Framingham, usando a tabela para o género feminino, classificando em
baixo, intermediario ou elevado risco.'”” (Anexo 3) Tal estimativa de risco, além de
caracterizar a populacdo do estudo, podera ser utilizada para futuras anélises, em grupos
especificos, quanto a correlagdo com fatores de risco, € em trabalho prospectivo com

desfechos clinicos.

Avaliacido da Vasodilatacao Mediada por Fluxo da Artéria Braquial
Os exame fundamental que forneceu a variavel indispensavel para testar a hipdtese da
pesquisa foi a VMF para a avaliacdo da fun¢ao endotelial pré e pos tratamento. (Anexo 4).
Foi utilizado aparelho de ultrassonografia com Doppler colorido, de alta resolugao,
da marca GE, modelo Vivid 3, com sonda de 7,5 MHz e o exame foi realizado segundo
diretriz previamente publicada' (Anexo 5). Os pacientes foram estudados em jejum de
quatro horas, em repouso, na posi¢ao deitada, com temperatura ambiente controlada (22°a
24° C), tendo permanecido pelo menos dez minutos repousando deitado, antes do exame.
Os exames foram realizados por um unico examinador, a pesquisadora principal do estudo.
A monitorizagdo eletrocardiografica simultinea com o sistema de ultrasom permitiu a

sincronizagdo com o ciclo cardiaco. A artéria braquial era identificada no eixo longitudinal,
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trés centimetros acima da fossa antecubital. Uma imagem longitudinal de seis a oito
centimetros era adquirida como basal. Posteriormente era obtido o fluxo e estimada a
velocidade média de uma amostra-volume no meio da artéria, com 60° de angulagao do
vaso. Em seguida, era inflado o esfingomanometro, posicionado no antebrago, até pelo
menos 50 mmHg acima da pressdo sistolica, para ocluir a artéria, durante 5 min.
Subsequentemente, era desinflado, induzindo breve estado de alto fluxo, ou hiperemia
reativa, € apds um minuto, obtida a imagem da vasodilatagdo mediada por fluxo,
representante da dilatacdo dependente do endotélio, devido ao efeito da producao do 6xido
nitrico, causada pelo estresse de cisalhamento (shear stress). Foi registrado em gravacao
continua, em forma de imagem em movimento, com inicio 30 segundos antes da
desinflacdo até¢ 2 minutos ap6s. Sdo considerados valores normais de VMF os percentuais
superiores a 7%.''"* '* Figura 3

A imagem correspondente a segunda fase de repouso foi adquirida apds 15 min.
Novamente, adquiria-se o Doppler do fluxo da artéria braquial, apds a liberacdo do cuff e
antes de completar 15 segundos ap6s a desinflagdo, registrando a velocidade da hiperemia.
Por ultimo, a vasodilatacdo independente do endotélio era medida pelo célculo da resposta
vasodilatadora, quatro minutos apds a administragao sublingual de dinitrato de isossorbida,
Smg (comercialmente conhecido como isordil). Essa segunda fase, era avaliada dez
minutos apds repouso da primeira, ou seja, da hiperemia reativa. A mudanga percentual no
didmetro da artéria era calculada em relagdo a sua respectiva medida basal, e a razdo da
mediagdo por fluxo pela mediacdo por nitrato (VMN) era também calculada (VMF/VMN)).
Neste contexto proporcional, pode-se avaliar a resposta da funcdo do tecido muscular
vascular. Foi também gravado continuamente a vasodilatagdo ap6s 3 minutos do uso do
nitrato. Em individuos com hipotensao, bradicardia ou cefaléia esta etapa do exame nao foi

feita.
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Para a atual pesquisa o foco foi na vasodilatagdo dependente do endotélio, sendo as
analises centradas exclusivamente nos diametros arteriais € seus percentuais de dilatagao.
Nao foram utilizados nas analises valores de velocidades de fluxo ou a fase da
vasodilatacdo independente do endotélio (com uso de nitrato).

Foram programadas trés medidas da fun¢do endotelial para cada participante, a
basal (primeira visita), uma ap6s quatro semanas de tratamento (segunda visita) e outra,

apos oito semanas do tratamento (terceira visita).

ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA 12-Nov-10

\

OFe:-92-6
1 Dist.= 3.5 mm
2 Dist.= 3.4 mm

3 Dist.= 3.5 mm

Figura 3. Exame de Vasodilatagdo Mediada por Fluxo - Imagem de um dos exames da pesquisa realizado no
Laboratério de Ultrassonografia da EBMSP

Avaliacdo das Medidas Ecocardiograficas
O exame de ecocardiograma transtoracico foi realizado com o mesmo aparelho de ultrasom

da VMF, comercialmente disponivel (Vivid 3, GE), equipado com transdutor setorial
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eletronico, multifrequencial, de 2 a 4 MHz. O equipamento possui recursos de Doppler
pulsado, Doppler continuo, Doppler tecidual, mapeamento de fluxo a cores e
monitorizagdo eletrocardiografica simultanea. As imagens foram digitalizadas e

armazenadas apar posterior analise.

As dimensdes cavitarias foram medidas e a fracdo de eje¢do calculada, através do
modo unidimensional. A fun¢do diastélica do ventriculo esquerdo foi avaliada através do
Doppler pulsado e Doppler tecidual, e classificada em normal ou com disfun¢do em graus
I, II e IIL"® O volume de atrio esquerdo foi determinado pelo método de Simpson,
utilizando o corte apical 4-cAmaras e indexado pela 4rea de superficie corporea.''’ A massa
do ventriculo esquerdo calculada de acordo com a féormula de Devereux e indexada pela
area de superficie corpérea.''® Hipertrofia ventricular esquerda foi definida como indice de
massa de ventriculo esquerdo > 115 g/m? para homens e 95 g/m? para mulheres e disfuncao
sistolica definida como fracdo de ejecdo < 55%. Como alteragdes valvares, foram
consideradas as estenoses de qualquer grau e os refluxos superiores ao grau leve. Os
exames de ecocardiografia foram realizados na primeira visita de forma completa e, apos
oito semanas de tratamento, foram analisados, especificamente, os parametros da funcao

diastdlica, com Doppler pulsado e Doppler tecidual. (Anexo 6)
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Medida da Espessura Médio-intimal Carotidea

Os exames de ultrassonografia de cardtidas, seguindo metodologia previamente
estabelecida'"’, foram realizados na primeira visita, como um marcador basal da carga
aterosclerotica de cada participante. (Anexo 6)

As participantes foram examinadas em posi¢ao deitada, com rotagao da cabega para
o lado oposto ao examinado, em 45° da linha média e minimo suporte abaixo do pescogo.
Nao foi utilizada harmdnica, apenas freqiiéncia fundamental, para ndo criar falso aumento
da espessura médio-intimal (EMIC). As artérias cardtidas direita e esquerda foram
avaliadas utilizando o mesmo aparelho de ultrasom bidimensional de alta resolucao (Vivid
3, GE), conectado com transdutor linear de 7,5 MHz. Foi realizada a armazenagem digital
das imagens para analise “off-line” das medidas.

Inicialmente, varreduras longitudinais e transversais das cardtidas direita e
esquerda, foram adquiridas, partindo de sua origem, passando pelo bulbo e bifurcagdo, até
ramo interno, objetivando a pesquisa de placa de ateroma. Imagens longitudinais foram
obtidas da artéria cardtida comum (ACC), bilateralmente, em diastole, com foco na parede
afastada do transdutor, para a medida da espessura médio-intimal carotidea.

Placa de ateroma foi definida como lesdo ecogénica focal, com protusdo na camada
intima superior a 1,5 mm e classificada conforme a presen¢a de calcificagdo, como placa
com ou sem sombra acustica.'*’ Espessura médio-intimal de carétidas foi definida como a
distancia entre a borda externa da primeira linha brilhante e a borda externa da segunda
linha brilhante da parede posterior, portanto, entre as duas linhas ecogénicas representadas
pelas interfaces limen-intima e média-adventicia da parede arterial.'”' As medidas de
EMIC foram realizadas pelos métodos manual e semiautomatico.

A analise manual da EMIC foi feita, em ambas artérias carotidas comuns, através

de trés medidas ponto a ponto. O primeiro ponto era posicionado na borda superior da
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linha diviséria entre o limen e a camada intima e o segundo ponto na borda superior da
linha divisdria entre a camada média e adventicia, determinados manualmente pelo
examinador, a um centimetro do bulbo, com aproximadamente um milimetro entre as
medidas. A EMIC manual (EMICmanual), de cada lado, foi definida como a média dessas
trés medidas. A média da EMI carotidea comum esquerda e direita foi considerada como
EMI carotidea composta (EMICcomposta). As medidas foram realizadas na parede
afastada do transdutor da ACC, considerando ser este local mais acessivel e menos sujeito
a falhas técnicas na obtengdo, comparado com as medidas em artéria carotida interna e
bulbo carotideo.'**'#

As medidas semiautomaticas, padrao de referéncia, foram realizadas por software
reconhecedor de bordas (Vivid 3 Pro IMT software analyzer). Nesse método, a medida ¢é
iniciada com um clique do mouse no limen do vaso, no limite do lado esquerdo do
segmento arterial de interesse e delimitado pelo segundo clique no limite a direita, com
aproximadamente um centimetro entre eles. A deteccdo das interfaces lumen-intima e
média-adventicia dentro do segmento arterial delimitado € feita automaticamente com base
na imagem, intensidade e informac¢ao de gradiente. Sdo, em média, 100 pontos de amostras
aferidas, dependendo dos parametros de aquisicdo de imagem, como frequéncia e
profundidade. Foram obtidas as medidas semiautomaticas maxima (EMICsamax) e média

(EMICsam) da espessura médio-intimal. - Figura 4
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Método Manual Método Semiautomatico

1 Dist=
2 Dist=
3 Dist=

Figura 4- Medidas manual e semiautomatica da espessura médio-intimal carotidea- Imagem de um dos
exames da pesquisa realizado no Laboratério de Ultrassonografia da EBMSP

Registro de Eventos Adversos

Todos os eventos adversos foram registrados (Anexo 7) e classificados como maiores
(rabdomidlise, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia renal, morte, pancreatite, ictericia
obstrutiva), intermediarios (mialgia moderada, diarréia, vomitos, dentre outros) e menores
(constipagdo, nauseas, flatuléncia, mialgia leve, dentre outros). O acompanhamento dos
eventuais efeitos colaterais da terapéutica foi feito através de exames laboratoriais e
aplicaco de questionario, nos retornos com quatro e oito semanas. E importante registrar
que as participantes possuiam o contato tefefonico dos pesquisadores responsaveis pela
randomizagao, podendo avisar da ocorréncia de efeitos

colaterais indesejados.
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Habitos alimentares e Atividade Fisica

Todas os participantes foram questionados, na ultima visita, sobre os héabitos alimentares e
atividade fisica desenvolvida, no periodo do estudo, utilizando como instrumento, para este
ultimo, o questionario validado do IPAQ (Interantional Physical Activity Questionaire), na
sua versdo curta (Anexo 8). Pretendeu-se, dessa forma, certificar que, além da
randomizacdo ¢ uniformizacdo de orienta¢des oferecidas, os individuos nao diferiram

significativamente na dieta ou gasto energético.
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6. ANALISE ESTATISTICA

Hipoteses Estatisticas

Hipdétese nula (Hp): As mudangas percentuais da VMF entre os grupos A (sinvastatina 80

mg) e B (sinvastatina 10/ezetimibe 10) sdo semelhantes.

Hipdtese alternativa (H;): As mudangas percentuais da VMF entre os grupos A

(sinvastatina 80 mg) e B (sinvastatina 10/ezetimibe 10) sdo diferentes.

Operacionalizacdo das Variaveis

Variavel Dependente (Desfecho Final Primario): Percentual de mudanga da vasodilatacao

da artéria braquial mediada por fluxo, apds o tratamento de oito semanas.

Covariaveis: caracteristicas clinicas, marcadores bioquimicos e ultrassonograficos.

Testes estatisticos utilizados

As caracteristicas clinicas gerais foram comparadas entre os grupos pelo teste ¢ de Student
ndo pareado, quando varidveis continuas, ou qui-quadrado, quando categéricas. Quando
necessario teste ndo paramétrico, usou-se teste de Mann-Whitney. J4 na comparagdo no
mesmo grupo, entre pré e pds-tratamento, foi realizado teste t de Student ou Wilcoxon
signed rank.

A vasodilatagdo mediada por fluxo (VMF) foi calculada como a varia¢do percentual
no didmetro da artéria apos a hiperemia. O efeito do tratamento na fun¢do endotelial foi
medido primariamente pela variacdo percentual da VMF entre o momento basal e apos oito
semanas de tratamento. Esta varidvel foi comparada entre os dois grupos de tratamento

pelo teste de Mann-Whitney. Na analise intra-grupos, a medida da VMF foi comparada
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entre antes ¢ depois do tratamento, em cada grupo separadamente, pelo teste de Wilcoxon
sign-rank. Para comparagdo pareada da VMF entre os trés momentos (basal, 4 semanas, 8
semanas) foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas. Esta analise
também foi utilizada para comparar os efeitos dos tratamento em se considerando os trés
momentos, através da interagao entre grupo ¢ momento. Eventuais variaveis de confusao
decorrentes de diferencas clinicas entre os grupos foram ajustadas através da analise de
covariancia (ANCOVA). Analise de covariancia foi usada para ajustar o efeito dos
tratamento para a idade.

Secundariamente, a variagdo percentual da VMF entre o basal e a oitava semana
dos grupos de tratamento ativo foram comparadas com o grupo placebo pelo teste de
Mann-Whitney. Neste caso, ndo optamos pela comparacdo simultanea dos trés grupos
(ANOVA), pois esta foi considerada analise complementar, que ndo dizia respeito ao teste
de hipdtese principal do trabalho. Comparagdo entre os grupos considerando a andlise
intermediéria (quarta semana) foram tratadas da mesma forma, por se tratarem também de
analise complementar.

Associacao linear entre as variagdes de LDL-colesterol e na vasodilatagao mediada
por fluxo foi testada pelo coeficiente de correlagdo de Spearman. Valores de probabilidade
bi-caudais < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo para as varidveis continuas e porcentagem para
as variaveis categoricas. Variaveis que fugiram da normalidade na distribuicdo foram
expressas por mediana e intervalo interquartil. Foi utilizado para a andlise estatistica o
software Statistical Package for Social Sciences, Versdao 20 para Windows (SPSS Inc,

Chicago, I1).
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Tamanho Amostral
O tamanho amostral foi estimado a priori no intuito de promover poder estatistico de 90%
(o= 5%) para detectar diferenca absoluta de 20% entre os grupos (sinvastatina e
sinvastatina/ezetimibe) na variagdo da vasodilatagdo mediada por fluxo obtida com o
tratamento (comparagdo intergrupo). Utilizamos a premissa pessimista de que o desvio-
padrdo do delta em cada grupo seria em torno de 15%, resultando na necessidade de 13
pacientes em cada grupo.

Tal amostra foi determinada, através do programa WINPEPI (computer programs
for epidemiologists),'”*® versdo 11.32, em teste de “compare means”, no modelo de

equivaléncia de médias entre grupos.
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7. ASPECTOS ETICOS

7.1 QUANTO A SEGURANCA DOS EXAMES

As voluntarias foram orientados claramente sobre os exames, ¢ a respeito do procedimento
da VMF, inclusive do uso de nitrato sublingual e seus eventuais efeitos secundarios, como
hipotensdo e cefaléia, entretanto, as participantes foram observadas em unidade dotada de
profissionais habilitados e todo material necessario para suporte e tratamento de eventuais
efeitos adversos. No caso de hipotensao seria adotada posi¢ao horizontal com elevacio dos
membros inferiores, sendo mantida nesta posicao até sua total recuperacao. Se nio fosse
suficiente para resolver o problema, seria utilizada expansdo volémica venosa, com
solugdo fisioldgica ou Ringer lactato.

A fase da resposta vasodilatadora mediada por nitrato ndo poderia ser realizada em
pacientes com bradicardia, hipotensdo clinicamente significativa ou cefaléia, conforme
recomendado pelo protocolo da Forga Tarefa Internacional de Reatividade da Artéria
Braquial.'"?

Os demais exames do estudo foram dosagens séricas, ecocardiograma e

ultrassonografia de cardtidas, que eram isentos de riscos.

7.2 QUANTO A SEGURANCA DAS TERAPIAS

7.2.1 Estatina
O uso de estatina ¢ seguro, independentemente da magnitude da redugdo das taxas de

colesterol. A incidéncia de miopatia ¢ baixa, de 0,00011%, ao ano e doenca hepatica com
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desordem hepatobiliar ¢ rara, sendo a ocorréncia de insuficiéncia hepatica de 0,000001%,
ao ano. Doenga renal ou proteinuria nao ¢ freqliente e queda da filtragdo glomerular
demonstrou ser menos freqliente nos grupos de tratamento do que nos placebo. As estatinas
podem causar neuropatia, mas com risco atribuivel de 0,00012%, ao ano, € nao ¢ causa de
deficit cognitivo em idosos.'?”’

A utilizacao de doses clevadas de estatina, em individuos com niveis de LDL-c
normais ou proximos da normalidade, ja testada em grandes estudos, demonstrou
segurancga, revelando baixo indice de descontinuacao (2,5%), de elevagdo de transaminases
(1%) e de miopatia (0,5%)."** Questionamentos sobre riscos de desenvolvimento de cancer
foram estudados e considerados ausentes, como mostrou recente metanalise, concluindo
que ndo ha aumento do risco de mortalidade por cAncer com tratamento com estatinas.'*’

Durante o estudo, houve acompanhamento dos potenciais efeitos adversos e
tolerancia a medicagdo, sendo medidas as taxas de fun¢do hepatica, renal e de CPK, na
selecdo, com quatro semanas, € no final, com oito semanas. Estas avaliacdes visaram
identificar para-efeitos da terapéutica e, se necessario, a interrup¢do da mesma.

A pesquisa seria interrompida, a qualquer instante, no caso do participante nao mais
desejar participar, se ocorresse elevagdo de ALT e/ou AST acima de trés vezes o limite
superior da normalidade, se ocorresse elevacdo de CPK acima de dez vezes o limite
superior da normalidade. Tais efeitos sdo reversiveis com a suspensdo da medicagdo' ",
Haveria interrupgao, também, se apresentasse efeitos adversos graves (risco de morte ou

necessidade de hospitalizagdo). Em qualquer destas situacdes, o Comité de ética em

Pesquisa seria imediatamente comunicado.
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7.2.2 Combinac¢ao Ezetimibe com Estatina
A seguranca e tolerancia ao esquema combinado de ezetimibe com estatina sao
semelhantes ao tratamento com monoterapia de estatina.'*' Neste trabalho, a combinacio

usada foi com estatina em baixa dose.

7.3 Principio da Beneficiéncia

Foram entregues os laudos dos exames laboratoriais, de ecocardiografia e Doppler de
carotidas com medida da espessura médio-intmal para as participantes do trabalho. As
pacientes que necessitaram, foram encaminhadas para acompanhamento no ambulatorio,
onde continuaram sob vigilancia, mantendo tratamento da dislipidemia e outras

comorbidades.

7.4 Principios bioéticos em Pesquisa em Seres Humanos

O presente estudo atendeu aos principios bioéticos em Pesquisa em Seres Humanos,
segundo a Resolu¢do 196/96 do Ministério da Saude e com a Declaracao de Helsinki e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Escola Bahiana de Medicina e Saude
Publica, sob protocolo de numero 157/2009 (Anexo 9), primariamente na data de
15/01/2010, com posterior aprovacdo de adendo em 01/08/2010 (Anexo 10). A
participagdo na pesquisa foi explicada em detalhes a todas as voluntarios, que assinaram o
Termo de Consentimento Livre e esclarecido (Anexo 11), quando aceitaram participar. Nao

houve qualquer custo para as participantes da pesquisa.
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8. RESULTADOS

8.1 Caracterizacio da Populacio

A populagdo caracterizou-se por ser composta de mulheres adultas jovens, idade média de
43 £ 10 anos, com excesso de peso, adiposidade abdominal, e com alteragdes consideradas
leves nos niveis de pressdo arterial (132 + 17 x 84 = 12 mmHg) e de lipidas séricas, como
LDL-colesterol de 137 + 31 mg/dL e triglicérides de 129 + 66 mg/d. Nao havia
comprometimento da funcdo renal ou das enzimas hepaticas nas participantes, que
apresentavam mediana de PCR aumentada, em 3,57 (IQ=5,03). Foi observado também que
a média percentual da vasodilatagdo mediada por fluxo demonstrava predominio de funcao
endotelial normal (8,5% + 4,3%).

Na populagdo estudada, a andlise categérica das caracteristicas clinicas demonstrou,
quanto aos habitos de vida, que 24% foi ou ¢ tabagista, 33% etilista e 41% tentava fazer
controle alimentar. Diagnostico de hipertensdao arterial estava presente em 41%,
hiperglicemia em 65%, diabetes em 9% e dislipidemia em 74%. Havia antecedentes
familiares de doenca cardiovascular em 65% das participantes. Quanto a classificacdo de
risco de Framingham, todas as pacientes eram de baixo risco cardiovascular, com risco
calculado inferior a 6%, excetuando uma participante, que foi classificada como de elevado
risco cardiovascular, com 22% de risco calculado de infartar ou morrer em 10 anos, sendo
integrante do grupo que usou a combinacao sinvastatina 10 mg com ezetimibe 10 mg.

Na avaliacdo das categorias terapéuticas antihipertensivas, no grupo sinvastatina 80
mg, as cinco pacientes hipertensas faziam uso de inibidores da enzima conversora da
angiotensina, bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina II, bloqueadores beta-

adrenérgicos e bloqueadores adrenérgicos de acdo central, semelhante as seis participantes
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da combinac¢ao sinvastatina 10 com ezetimibe 10 e as oito hipertensas do grupo placebo,
que além desses, a mais, usavam diuréticos tiazidicos. Quanto aos hipoglicemiantes, 12%
da populagao utilizava metformina e apenas uma paciente fazia uso de sulfoniuréia.
Importante registrar que os niveis basais de LDL-colesterol nao apresentaram
diferencas entre os grupos de tratamento, sendo de 132 + 25 mg/dL a média inicial no
grupo de sinvastatina alta dose, de 145 = 40 mg/dL no grupo da combinagao baixa dose de
sinvastatina com 10 mg de ezetimibe e de 136 £ 27 mg/dL no grupo placebo. Da mesma
forma, a vasodilatagdo mediada por fluxo foi semelhante entre os grupos, sendo
sinvastatina 80 mg (8,4% =+ 4,3%), sinvastatina 10 mg/ ezetimibe 10 mg (7,6% + 3,9%) e
placebo (9,8% =+ 4,5%), (P = 0,31). Nao houve diferencas significativas entre os grupos de
tratamento em relagdo as caracteristicas clinicas ¢ laboratoriais ¢ classes de anti-
hipertensivos, exceto pela a idade, que foi maior no grupo sinvastatina 10 mg / ezetimiba
10 mg (48 £ 8,1 anos), seguido pelo grupo sinvastatina 80 mg (41 £ 8,6 anos) e o grupo de

placebo (40 = 12 anos) (P = 0,05). - Tabela 1

8.2 Efeito antilipémico dos tratamentos
Durante as oito semanas do estudo, ndo ocorreram interrup¢des nos tratamentos, sendo
plena e idéntica a aderéncia nos trés grupos. Nenhum efeito colateral que necessitasse a
suspensdo do tratamento foi registrado. Eventos clinicos leves a intermediarios foram
referidos, sendo cefaléia o mais frequente (um caso no grupo sinvastatina, um caso no
grupo sinvastatina/ezetimibe e trés no grupo placebo), seguido de dores leves nas pernas
(um caso no grupo sinvastatina 80 € um caso no grupo sinvastatina/ezetimibe) e episodio
de vomito (um caso no grupo sinvastatina/ezetimibe).

Observou-se que os dois tratamentos, sinvastatina 80 mg e combinagdo sinvastatina

10 com ezetimiba 10 mg, apresentaram semelhante efeito redutor sobre o LDL-colesterol,
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com redugdo proporcional em oito semanas, de 27% =+ 31% no primeiro e de 30% + 29%
no segundo (P = 0,75). Na dosagem do LDL-colesterol com quatro semanas, tal
significativo efeito redutor ja se evidenciava, também sem diferenca entre os grupos (-
45% £ 17% vs - 37% =+ 20%, P =0,33).

Nao houve efeito exercido pelo tratamento placebo nos niveis de LDL-colesterol,
que passou de 136 + 27 mg/dL para 137 = 29 mg/dL (P = 0,74), sendo evidente as
diferencas de efeito deste grupo com o grupo sinvastatina 80 mg (P =0,017) e com o grupo
da terapéutica combinada sinvastatina 10 mg com ezetimibe 10 mg (P = 0,006). Figura 2;
Tabela 2

Com excessdo do LDL-colesterol e colesterol total, todas as demais caracteristicas
clinicas permaneceram com valores semelhantes entre os trés grupos de tratamento, tanto
na avaliacao da quarta semana, quanto na de oitava semana.

Nao houve variagdo significativa do HDL-colesterol ou dos triglicérides
plasmaticos em nenhum dos trés grupos de tratamento, exceto por redugdo do triglicérides
limitada ao grupo sinvastatina alta dose. No periodo avaliado, ndo houve modificagdo na
média de IMC nos grupos tratados. Da mesma forma, pressdo arterial, glicemia e PCR
permaneceram constantes.

Elevacao dos niveis médios de CPK ocorreu de forma significativa apenas no grupo
que utilizou sinvastatina em alta dose, ja observado na quarta semana, entretanto, os grupos
mantiveram-se semelhantes entre si nos valores médios dessa variavel, tanto na avaliacao
de quatro semanas de tratamento (P= 0,12), quanto na ultima (P = 0,10). Ambos grupos
ativos demonstraram promover aumento leve, porém com significincia estatistica, da
enzima hepatica ALT, na oitava semana de intervencdo. Nao se detectou diferenga na

avaliacdo comparativa entre as médias dos grupos em geral (P=0,17). -Tabela 3



Tabela 1. Comparacao das caracteristicas clinicas e laboratoriais entre os grupos tratados
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Sinvastatina  Sinvastatina/Ezetimibe Placebo P

Amostra 16 16 14

Idade (anos) 41+8,6 48 +8,1 40+12 0,05
IMC (kg/m?) 35+43 36+4,4 36+8.6 0,90
Cintura (cm) 107 +7.6 108 +9,9 107 +17 0,94
Cintura/quadril 092071 0,92 + 0,67 0,91 £ 0,56 0,84
PAS (mmHg) 133+ 15 132+ 18 130 + 18 0,86
PAD (mmHg) 85+9 86 + 13 81+14 0,52
Colesterol total (mg/dL) 205 + 29 2925 + 47 206 + 33 0,26
HDL colesterol (mg/dL) 49 + 11 52 +12 49+11 0,75
LDL colesterol (mg/dL) 132 £ 25 145 + 40 136 27 0,50
Triglicérides (mg/dL) 125 + 51 145+ 92 115+41 0,46
PCR (mg/dL) 3,9 3,0 33 070

(21-81) (18-51) (12-72) ’

Glicemia (mg/dL) 94 +13 123+ 82 94+19 0,22
Ureia (mg/dL) 20+ 7.3 29+8,3 26+ 6 0,42
Creatinina (mg/dL) 0,83+0,11 0,79+0,12 0,85+0,18 0,55
AST (U/L) 18+5,1 20+4,6 20+11 0,71
ALT (U/L) 18+5,1 20+4,6 20+11 0,71
GGT (UL) 32+11,74 42 +22.99 42 +23,70 0,27
CPK (mg/dL) 123 + 60 168 + 88 109 + 62 0,07
Hipertensdo 5 (31%) 6 (38%) 8 (57%) 0,33
IECA 2 (13%) 0 (0%) 4 (29%) 0,07
BRA 1(6,3%) 2 (13%) 2 (14%) 0,75
VMF 8,4% + 4,3% 7,6% + 3,9% 9,8% + 4,5 0,31

IMC: indice de massa corpores, PAS: Pressdo arterial sistolica, PAD: Pressdo arterial diastolica, HDL:
Lipoproteina de alta densidade, LDL: Lipoproteina de baixa densidade, PCR: Proteina C reativa, AST:
Aspartato aminotransferase, ALT: Alanina aminotransferase, GGT: Gama glutamiltransferase, CPK:
Creatinofosfoquinase, IECA: Inibidor da enzima conversora da angiotensina, BRA: Blogueador do receptor

da angiotensina, VMF: Vasodilatacdo mediada por fluxo
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Figura 2: Efeito dos tratamento no LDL-colesterol, mostrando significativa reducdo da lipoproteina nos
grupos ativos.
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Tabela 2- Efeito nos perfis lipidico e metabdlico nos trés grupos, com quatro € oito

semanas

Basal 8 Weeks P Value 4 Weeks @ vz.\éa\lllvl;iks)
Simvastatin
LDL-colesterol (mg/dL) 133 + 26 95+ 44 0,006 72+23 0,15
Colesterol total (mg/dL) 205 + 29 166 + 48 0,007 141 + 26 0,12
HDL-colesterol (mg/dL) 49+ 11 51+12 0,48 49+938 0,97
Triglicérides (mg/dL) 125+51 99 + 39 0,01 91+29 0,26
Glicemia (mg/dL) 96 +12 95+10 0,88 93+11 0,28
Sinvastatina/Ezetimibe
LDL-colesterol (mg/dL) 149 £ 43 100 £ 45 < 0,001 97 £49 0,90
Colesterol total (mg/dL) 226 £51 176 £ 54 < 0,001 169 £ 52 0,83
HDL-colesterol (mg/dL) 54 +12 52 +13 0,98 5314 0,39
Triglicérides (mg/dL) 121 + 67 122 +73 0,08 124 + 60 0,52
Glicemia (mg/dL) 129 +91 102 +18 0,28 102 + 22 0,65
Placebo
LDL-colesterol (mg/dL) 136 + 27 137 + 29 0,80 123 + 30 0,21
Colesterol total (mg/dL) 206 = 33 212 +31 0,79 201 +35 0,32
HDL-colesterol (mg/dL) 49 +11 50+8 0,39 52+ 14 0,50
Triglicérides (mg/dL) 115+ 41 127 + 52 0,27 132 + 38 0,48
Glicemia (mg/dL) 94 +19 103 + 32 0,06 111 +54 0,40

LDL: Lipoproteina de baixa densidade, HDL: Lipoproteina de alta densidade



Tabela 3: Efeito dos tramentos no peso e caracteristicas bioquimicas
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Basal 4 Semanas P 8 Semanas P
Sinvastatina
Indice de massa corpérea (kg/m?) 35+4,3 35+4,3 0,51 34+44 0,19
Aspartato transaminase (U/L) 18+5,1 17+4 0,73 19+5 0,50
Alanina transaminase (U/L) 18+5,1 17+6 0,90 21+8 0,05
Creatinofosfoquinase (mg/dL) 123 £ 60 136 +64 0,04 155+ 84 0,03
PCR (mg/L) (2,13;98,1) (2,5—36.4) 0,14 (1,92;98,3) 0,65
Sinvastatina/Ezetimibe
Indice de massa corpérea (kg/m?) 36+4,4 35+44 0,63 35+4,3 0,27
Aspartato transaminase (U/L) 20+ 4,6 22%9 0,42 23+10 0,22
Alanina transaminase (U/L) 20+ 4,6 26 +15 0,21 25+12 0,03
Creatinofosfoquinase (mg/dL) 168 + 88 185 + 127 0,30 195+ 118 0,11
PCR (mg/L) (1,83;05,1) (1,72’—0 a2 09 (1,62i04,2) 0,66
Placebo
fndice de massa corporea (kg/m?) 36 +8.6 35+6,6 0,23 3694 0,81
Aspartato transaminase (U/L) 20+ 11 177 0,59 18+5 0,24
Alanina transaminase (U/L) 20+ 11 17+10 0,20 18 +10 0,12
Creatinofosfoquinase (mg/dL) 109 * 62 103 £ 60 0,17 120 + 67 0,25
PCR (mg/L) (1,23;?’7’2) 40(24-82) 043 (2174 A gy Ol

PCR: Proteina C reativa (mediana e 11Q)
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8.3 Efeito dos Tratamentos na Vasodilatacio Arterial Mediada por Fluxo
O grupo sinvastatina 80 mg apresentou incremento da vasodilatacdo mediada por fluxo de
8,4% + 4,3% no basal para 11% =+ 4,2%, apo6s 8 semanas de tratamento (P = 0,02). Da
mesma forma, o grupo sinvastatina 80 mg com ezetimibe 10 mg apresentou melhora da
func¢do endotelial, de 7,3% £ 3,9% para 12% + 4,4% (P = 0,001).

Em termos relativos, a variagdo da funcio endotelial apresentou mediana de +39%
(11IQ = 2,2% — 105%) no grupo sinvastatina 80 mg, semelhante a +41% (IIQ = 13% -
227%) no grupo sinvastatina 80 mg + ezetimibe 10 mg (P = 0,36). O grupo placebo
apresentou minima mediana da varia¢do da fun¢do endotelial de + 9% (I1IQ = - 6,6 - 56%),
sem significancia estatistica na comparagdo entre a medida basal e da oitava semana (P =
0,28). Figura 3; Tabela 4

Esta comparagdo permaneceu ndo significativa apds ajuste para a diferenca de
idade entre estes dois grupos (ANCOVA, P = 0,30). Ao se comparar de forma pareada os
trés momentos de avaliacdao (basal, 4 semanas e oito semanas) por ANOVA de medidas
repetidas, o grupo sinvastatina (P = 0,045) e sinvastatina/ezetimibe (P = 0,001)
apresentaram variagdo significativa, diferente do grupo placebo (P = 0,25). Nesta analise,
ndo houve interagdo entre grupo e momento, quando apenas os tratamentos ativos foram
considerados (P = 0,30), indicando semelhanca de variagdo entre estes dois grupos.

Ao contrario do efeito no LDL-colesterol, 4 semanas de tratamento nao foram
suficientes para obter o efeito final na vasodilatagdo arterial mediada por fluxo, embora
uma tendéncia na melhora da vasodilatagdo ja era observada nesta medida interina. Em

termos de mudanca relativa de dilatagdo, na andlise precoce de quatro semanas, 0s
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individuos submetidos ao tratamento com sinvastatina 10 mg associada a ezetimibe 10 mg
apresentaram significativa variacdo, dado pela mediana de + 25% (IIQ = -4% — 92%; P=
0,03), semelhante ao grupo da sinvastatina alta dose +27% (IIQ = - 13% - 63%; P= 0,09),
com P = 0,58. O grupo placebo registrou mediana da variagdo da funcdo endotelial de
+13% (IIQ = - 8% - 31%), sem significincia estatistica na comparacdo entre a medida

basal e da quarta semana (P =0,21).

Painel A Painel B

Placebo '

Sinvastatina 80 mg |

Sinvastatina 80 mg/ Ezetimibe 10mg

Vasodilatacao mediada por fluxo {%)
N
\
Vasodilatacdo mediada por fluxo (%)

Basal 4 Semanas 2 Semanas 0 1

Figura 3- Variagdo na Vasodilatacdo mediada por fluxo, indicando aumento nos dois grupos ativos. Painel
A: Gréfico de linhas mostra variacdo na vasodilatacdo com 4 e 8 semanas dos tratamentos; Painel B: Grafico
de barras mostra percentual de variacdo da vasodilatacdo do basal para oitava semana.

Linha preta cheia: sinvastatina 80 mg, linha preta tracejada: sinvastatina 10 mg/ezetimibe 10 mg; linha clara

tracejada: placebo.



Tabela 4. Efeito dos trés tratamentos na vasodilatacdo mediada por fluxo

79

Basal 8 Semanas P 4 Semanas P
Sinvastatina
VMF (%) 8,4+4,3 11+4,2 0,02 8,6 £3,6 0,03
- + 39% +27%
Variagdo da VMF (2.2% — 105%) (~13% — 63%) 0,09
Sinvastatina/Ezetimibe
VMF (%) 7.3+3,9 12+4,4 0,001 9,1+473 0,03
- +41% + 25%
Variagdo da VMF (13% — 227%) (-4% — 92%)
Placebo
VMF (%) 9,8+45 10+4 0,28 11£22 0,93
+9% +13%

Variagéo da VMF (-6.6% — 56%)

(-8% — 31%)

Parenthesis mean 95% confidence intervals.
VMF: Vasodilatagdo mediada por fluxo da artéria braquial

8.4 Efeito dos Tratamentos na Inflamacao

A variacao nos valores de PCR, do estagio basal para quarta semana de tratamento

e para a oitava semana de tratamento, foram semelhantes entre os grupos sinvastatina 80

mg, sinvastatina 10 mg com ezetimibe 10 mg e placebo. Na comparagdo entre os dois

grupos de tratamento ativo, também ndo houve diferenca entre eles na variagdao do PCR,

em nenhum dos dois estagios de observagdo, quatro e oito semanas (P = 0,36 e 0,48,

respectivamente).
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8.5 Correlagao entre as variacoes do LDL-colesterol e da Vasodilatagdo Mediada por
Fluxo
As variagoes absolutas (mg/dL) dos valores de LDL-colesterol do basal para oitava semana
de tratamento e as variagdes percentuais das medidas da vasodilatagdo mediada por fluxo
(VMFS8 - VMF0/ VMFO0) apresentaram significativa correlagdao inversa (r = - 0,33; P =
0,03), na andlise global da amostra. Ou seja, o LDL diminuindo seus valores (varia¢ao
negativa) e a VMF aumentado (variacao positiva) - Figura 4

Contudo, para esse tipo de andlise, os grupos de tratamento separadamente, com
amostras pequenas, 16 pacientes no grupo sinvastatina 80 mg (r = - 0,39; P = 0.14), 16 no
grupo sinvastatina 10 mg com ezetimibe 10 mg (r = - 0,18; P =0,51) e 12 no placebo (r =

0,35; P=0,27) ndo reproduziram o mesmo resultado global de correlacdo inversa.
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Figura 4- Correlacdo entre as variagdes do LDL-colesterol e da vasodilatagdo mediada por fluxo.

8.6 Correlacao entre as variacoes do LDL-colesterol e variacoes da PCR.

Nao houve correlacdo entre as variagoes no LDL-colesterol com as mudancas de PCR, no
grupo sinvastatina 80 mg, na quarta semana (r = 0,41; P= 0,22) ou na oitava semana de
intervengdo (r = 0,40; P=0,17). No grupo baixa dose de sinvastatina associada a ezetimibe,
foi ausente, também, significativa correla¢do entre as variacdes de LDL-colesterol com as
variagdes de PCR, tanto na fase precoce de observacdo, com 4 semanas, (r = 0,40; P =

0,17), quanto com oito semanas (r = 0,31; P =0,25).
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9. DISCUSSOES

9.1 DISCUSSAO RELACIONADA AO OBJETIVO PRINCIPAL

Os achados do atual ensaio clinico sugerem que a melhora da fungdo endotelial ¢
prioritariamente mediada pelo grau de redugdo do colesterol. A hipotese pleiotropica foi
testada pela utilizagdo de doses diferentes de sinvastatina, alta e baixa (80 mg vs 10 mg),
sob a premissa de um gradiente dose-resposta, caso este mecanismo estivesse presente.

No intuito de evitar que o grau de reducdo no LDL-colesterol fosse um fator
confundidor, ezetimibe foi associado ao grupo de menor dose de sinvastatina,
proporcionando o mesmo efeito hipolipemiante do grupo alta dose. Desta forma, ao
observar que ambas as terapias apresentaram o mesmo beneficio na funcdo endotelial, a
auséncia do gradiente dose-reposta ficou demonstrada.

Além do resultado principal, alguns achados secundarios foram observados.
Primeiro, a presenga de um grupo placebo, que ndo apresentou mudanca na fungao
endotelial, assegura que a melhora observada nos dois grupos de tratamento ativo nao
decorreu do fendmeno de regressdo a média. Segundo, a correlacdo negativa entre a
magnitude da redugdo de LDL-colesterol e a melhora da funcao endotelial representa mais
uma evidéncia a favor do mecanismo anti-lipidémico. Terceiro, observamos que a
influéncia positiva na funcao endotelial ocorre de forma progressiva, de acordo com o
tempo de exposi¢do, visto que os resultados tardios (8 semanas) foram melhores que os
resultados precoces (4 semanas), a despeito do nadir de LDL-colesterol ter sido obtido
apés 4 semanas de tratamento. Finalmente, quanto ao mecanismo anti-inflamatorio, o
tratamento nao promoveu redugdo de proteina C-reativa em nenhum dos grupos, tornando
menos provavel que este tenha sido um mecanismo adicional, relacionado ao

pleiotropismo, de melhora da func¢ao endotelial.
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Convém justificar que a correlagdo negativa entre a variacdo negativa de LDL-
colesterol e positiva da VMF nao foi evidenciada nos grupos de tratamento
individualmente, possivelmente, pelo reduzido tamanho amostral de cada um deles, o que
tornou-se presente na analise global da populagao estudada.

Corrobora com nossos resultados, o recente estudo de Westerink J e cols,97 que
demonstrou o mesmo impacto endotelial de sinvastatina em alta dose versus baixa dose
associada a ezetimibe, em individuos com sindrome metabolica, como também ja havia
sido reportado em portadores de diabetes ou doenga coronariana.”’ Contrariamente, Liu e
cols,” obtiveram melhora da VMF apenas com maior dose de sinvastatina e sugeriram
beneficios pleiotropicos das estatinas, baseados nos resultados de quatro semanas.
Contudo, nesse estudo, a variagdo da VMF ndo foi o objetivo primdario do trabalho. Além
disso, a opcao por curto prazo de seguimento pode ter impedido a observacdo dos efeitos
dependente de maior tempo de inibicdo da HMG-coA redutase. Também, em portadores
de doenca arterial coronaria, Fichtlscherer S. e cols,”” sugeriram que apenas as estatinas,
em questao, foi a atorvastatina, no tratamento de trés meses, exerceram melhoria da fungao
endotelial. A redug¢do do LDL-colesterol, contudo, ndo apresentava equivaléncia entre
todos os grupos avaliados, e, portanto, houve comprometimento dos resultados
comparativos.

O atual trabalho obteve com dois tratamentos, sinvastatina 80 mg e combinagdo
sinvastatina 10 com ezetimibe 10 mg, o mesmo efeito redutor sobre o LDL-colesterol
(p=0,75). Os percentuais obtidos de redugdao de LDL-cholesterol foram levemente
inferiores as médias percentuais registradas em outros estudos (44% a 49%),'>°"*? o que
pode ser atribuido, principalmente, as caracteristicas distintas das populagdes, no que se
refere aos niveis séricos basais de LDL-colesterol, mais baixos no presente estudo. No

1

estudo de Settergren M. e cols,”’ o efeito hipolipemiante dos tratamentos foi mais
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expressivo, de aproximadamente 50%, apesar das taxas basais de LDL-colesterol terem
sido semelhantes ao do presente estudo. Entretanto, tratava-se de populacdo mais grave
quanto as comorbidades, diabetes e doenga coronariana cronica, além de multimedicada.
Quanto ao efeito na funcdo endotelial, consonante com a atual pesquisa, os resultados
sugeriram maior relevancia da queda do LDL-colesterol na melhora da funcao endotelial.

Pela grande heterogeneidade, em relevantes aspectos relacionados aos trabalhos,
tais como caracteristicas populacionais e desenhos dos estudos, justificam-se os diferentes
resultados de graus de respostas, nas comparagdes terapéuticas testadas.

Todos os participantes foram selecionados sem prévio uso de drogas
hipolipemiantes e o LDL-colesterol basal era semelhante entre os grupos, bem como as
demais caracteristicas clinicas, com excessao da idade. No seguimento de oito semanas, as
intervencoes realizadas exerceram mudangas eminentemente no LDL-colesterol ¢ na
variavel desfecho, a VMF. Com o intuito de evitar influéncias de possiveis variaveis
confundidoras, adicionalmente, foi realizado ajuste para idade, através de andlise de
covariancia, sendo mostrado que a comparacdo permaneceu ndo significativa para a
diferenca de idade entre os grupos tratados com as duas diferentes modalidades de terapia
hipolipemiante.

O mecanismo de agdo pelo qual ezetimibe reduz colesterol ndo exerce papel nas
acoes pleiotropicas, ndo sendo, portanto, creditado a essa droga influéncia direta na fungao

1,99

endotelial,” menos ainda, na magnitude observada com alta dose de estatina. Contudo, ha

que se considerar que procedimentos outros, mesmo ndao medicamentosos, a exemplo de

re 132 1
exercicio,** plasmaferese'*

e dieta, estiveram associados com algum efeito na fungdo
endotelial, nesses casos, exclusivamente, pelo efeito redutor do LDL-colesterol. Em

mulheres obesas, inclusive, a perda sustentada de peso pode reduzir o grau de inflamacao e

melhorar a funcdo endotelial, por si s6.'° Contudo, existe ainda algum grau de
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discordancia, havendo tanto pareceres negativos sobre qualquer efeito na fungdo endotelial
promovido unicamente pelo ezetimibe,” quanto afirmativos da sua a¢do na melhora.'**
Ainda assim, essa possibilidade ndo deve afetar a conclusao referente a hipdtese principal
da dose-resposta do bindmio estatina-vasodilatagdo arterial mediada por fluxo.

No presente estudo, de oito semanas de seguimento, nao ocorreu perda de peso
significativa em nenhum dos grupos de tratamento, sendo o IMC mantido constante e
semelhante, com quatro e com oito semanas, sem diferenga entre os grupos e, portanto,
sem possibilidade dessa ser uma variavel de confusao na analise do desfecho.

Pode-se considerar que as terapéuticas foram seguras, dado que a aderéncia aos
tratamentos foi muito boa, sendo infrequente a ocorréncia de efeitos colaterais, que quando
presentes nao foram severos, nem implicaram em afastamento da pesquisa. Além da baixa
incidéncia de queixas clinicas pelas participantes, a seguranga das terapias foi confirmada
pelas medidas dos niveis séricos de CPK, que, em comparagdo com o basal, teve aumento
significativo, apenas no grupo que utilizou sinvastatina em alta dose, sendo de pequena
monta e que ndo foi capaz de interferir na semelhanca dos valores médios de CPK entre os
grupos, em todas as etapas da pesquisa. Sobre as enzimas hepaticas, registrou-se, com 0ito
semanas de intervencao, leve aumento de ALT, comparativamente com as medidas basais,
em ambos grupos de tratamento ativo, diferente da auséncia desse efeito no grupo placebo.
Outros estudos ja testaram doses elevadas de estatina em individuos com niveis de LDL-c
normais ou proximos da normalidade e também a consideram segura, com baixo indice de
descontinuagao, de elevagao de transaminases ¢ de miopa‘[ia.]28

Limitacdes no presente estudo devem ser reconhecidas. Primeiro, a amostra
estudada consistiu apenas de mulheres com excesso de peso. Em sendo um estudo
pequeno, justifica-se a op¢ao por homogeneizacdo da amostra, com género feminino,

exclusivamente. A selecao de mulheres acima do peso teve o intuito de incluir um grupo
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mais predisposto a alteragio da funcdo endotelial,’® aumentando a possibilidade de
observar o efeito corretivo da terapia. A despeito da escolha deste tipo de amostra
populacional ser justificavel, devemos reconhecer que isto reduz a abrangéncia da
conclusao do estudo para populacdo geral. Em segundo lugar, o grau de dislipemia na
populagdo avaliada foi modesto, o que pode ter subestimado o beneficio da terapia
hipolipemiante.

Sobre o método de afericdo da vasodilatagdo mediada por fluxo, todas as etapas do
protocolo recomendado pelo International Brachial Artery Reactivity Task Force''> foram
cumpridas, contudo, ¢ inerente ao método grande variabilidade nas medidas, que sofrem
influéncias de inumeros fatores externos. Tal variabilidade pode também ser fator
limitante da reprodutibilidade dos achados de VMF e, consequentemente, da sua
interpretacdo. Os bracos de circunferéncias mais largas da populacdo de mulheres obesas
podem trazer alguma dificuldade técnica para a realizacdo das medidas, entretanto, nesta
pesquisa, ndao houve interferéncia na realizagdo de nenhum exame. A técnica foi facilitada
pela utilizagdo do antebragco, de menor largura para a insuflacdo do esfingomandmetro,
além do que permitiu um campo maior para identificacdo da artéria braquial com o
trandutor posicionado no braco. Apesar da técnica automatizada ser mais robusta e
acurada,135 a técnica manual, que foi utilizada nesse trabalho, também ¢ confidvel e
considerada viavel para uso em diagndstico e monitoramento da fungio endotelial.'*®

E importante, por sua vez, lembrar que o desfecho deste estudo ¢ substituto,
caracterizando o objetivo como puramente mecanicista, € ndo podendo ser interpretado

como evidéncia de que o efeito clinico das duas terapias ¢ semelhante

9.2 DISCUSSAO RELACIONANDO OS TRES OBJETIVOS DA TESE
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Foi observado no atual ensaio clinico que foi semelhante o beneficio endotelial entre as
terapias testadas, com alta e baixa doses de estatina, no cenario de equivalente reducao de
LDL-colesterol, sugerindo que a agdo hipolipemiante ¢ mais preponderante que os efeitos
pleiotropicos, como mecanismo de acdo. A importancia desse conhecimento tem
implicagdes na maior valorizacao do efeito redutor do colesterol pelas estatinas do que dos
efeitos relacionados ao pleiotropismo. Tal conclusdo adveio da auséncia de interferéncia na
dose-resposta da estatina no percentual de vasodilatagdo mediada por fluxo da artéria
braquial, que caso ocorresse favoreceria a conclusao pelo beneficio pleiotropicos,
relacionado a maior dosagem.

E importante registrar que a conclusdo do estudo limita-se a populagdo de mulheres
com excesso de peso, predominantemente, com baixo risco cardiovascular, estimado pelo
escore de risco de Framingham, ndo podendo ter uma validacdo mais abrangente.
Diferentemente, em outro contexto populacional, como por exemplo, portadores de
sindromes coronarianas agudas, altas doses de estatinas ja demonstraram exercer
importante papel na estabilizacdo da placa, com efeitos antitrombotico e antiinflamatorio,
com redugio de risco de eventos adversos relacionados a fase precoce."’

Foi descrito na revisdo sistematica apresentada nessa tese e publicada em 2012,
sobre o valor prognodstico da VMF, que os menores valores de funcdo endotelial foram
observados nos trabalhos em SCA e, principalmente, no IAM sem supradesnivel de ST,
onde foram detectadas piores respostas dilatadoras, € onde o papel do endotélio parece ser
ainda mais importante, com maior instabilidade de placa, estado vasoconstrictor e pro-
trombotico da circulagio coronaria.'**. Provavelmente, esse pior status arterial justifique a
maior responsividade as agdes pleitropicas das estatinas.

Além de conhecimentos como os anteriormente citados, sobre os valores de VMF

em diferentes patologias ateroscleroticas, a realizacdo da revisdo sistemadtica teve, a
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fortiori, intengao de esclarecer o nivel de evidéncia sobre o valor progndstico da medida da
VMF da artéria braquial. Por ndo se tratar de um desfecho robusto, como morte, infarto,
angina ou hospitalizagdo, informacdes adicionais sobre sua capacidade como desfecho
substituto puderam ser esclarecidas, assegurando seu uso no presente ensaio clinico.

O papel da disfungao endotelial na patogénese da aterosclerose, sua associagdo com
fatores de risco cardiovascular, e os resultados iniciais de predi¢ao de risco favorecem seu
uso como marcador substituto de risco em trabalhos cientificos. A maioria dos trabalhos
selecionados na revisdo documentou, tanto na analise univariada, como na multivariada,
que a VMF possui capacidade preditora independente para eventos cardiovasculares.
Contudo, como ainda faltam evidéncias sobre sua capacidade incremental a modelos
prognosticos clinicos, ndo hd, at¢é o momento, amparo para seu uso na rotina clinica na
predi¢ao de risco cardiovascular.

Entre as variaveis clinicas pesquisadas na populacdo desse ECR e que pretendemos
utilizar em futuras pesquisas clinicas, também como desfecho substituto, encontra-se a
espessura meédio-intimal carotidea, medida pela ultrassonografia, e que ¢ representativa da
carga aterosclerotica. A medida da EMIC, realizada pelos métodos manual e
semiautomatico, foi avaliada no segundo artigo dessa tese, quanto a acuracia e
reprodutibilidade. Dessa forma, ja se encontram documentadas as analises validadoras das
medidas do nosso laboratério de ultrassonografia, que evitardo comprometimento de
validade interna e aumentardo o poder da pesquisa, visto que os resutados desse trabalho
demonstraram boas e semelhantes reprodutibilidades, intra e interobservadores, das

medidas da EMIC manuais e semiautomaticas.
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10. CONCLUSOES

9.1. CONCLUSAO PRIMARIA
1. O presente ensaio clinico randomizado demonstra que o mais provavel primordial
mecanismo da melhora da fun¢ao endotelial obtida com estatinas ¢ a reducdo do LDL-

colesterol, sendo improvavel que mecanismos pleiotropicos exercam papel relevante.

9.2 CONCLUSOES SECUNDARIAS

1. A revisdo da literatura mostrou evidéncias que a vasodilatacdo mediada por fluxo da
artéria braquial ¢ um método validado para aferir a funcdo endotelial, associa-se com
fatores de risco cardiovascular e tem fortes bases fisiopatoldgicas e resultados iniciais de
predicao de risco cardiovascular. Contudo, o valor preditor incremental da VMF a modelos
prognosticos clinicos ndo foi estabelecido, até o0 momento, e seu uso na rotina clinica para
predicao de risco cardiovascular ainda ndo tem amparo cientifico.

2. Os dados do estudo encorajam o uso da medida semiautomadtica, padronizada nos
grandes ensaios clinicos e dos quais foram extraidas as tabelas de distribuigdo de
normalidade de espessura médio-intimal carotidea nas diversas populacdes. O método
manual pode ser considerado uma ferramenta alternativa para a aferigdo da EMIC, tendo
boa correlagio e concordancia com o semiautomatico, além de reprodutibilidades

semelhantes.
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11. PROPOSTAS DE ESTUDOS

As varidveis pesquisadas durante a pesquisa constituem-se em um rico banco de dados

sobre o perfil de mulheres com obesidade, suas caracteristicas clinicas, bioquimicas,

medidas ecocardiograficas e de ultrassonografia carotidea com afericdo da espessura

médio-intimal. Estudos pilotos, antes de completar o banco, ofereceram resultados

preliminares, apresentados em congressos, em forma de temas-livres. (Anexo dos temas

livres)

Essas hipoteses, inicialmente testadas e outras, também passiveis de avaliagdes,

deverdo, em seguida ao término dessa tese, serem analisadas, de forma completa e

definitiva, e transformadas em produgdes cientificas. Por exemplo:

1.

Avaliagao da influéncia da inflamacado na fun¢ao endotelial, através de testes
entre PCR e VMF.

Testar se a carga aterosclerdtica, pela medida da espessura médio-intimal
carotidea da populagdo estudada, influencia a funcdo diastdlica do ventriculo
esquerdo, e também

Avaliar se ha influéncia da func¢ao endotelial na fungdo diastolica, através de
testes entre VMF e marcadores de fungdo diastolica. A esse respeito especula-se
se disfuncdo endotelial, mesmo em assintomaticos, pode ser o mecanismo pelo
qual a aterosclerose subclinica influencia a funcao diastélica.

Avaliagao da relagdo dos marcadores metabolicos com fungao endotelial

Outras analises com varidveis antropométricas (IMC, cintura, quadril e relagdo
cintura/quadril), de dados vitais (pressao arterial) e ecocardiograficas (espessura

1de parede de ventriculo esquerdo, volume de atrio esquerdo, fracao de ejegdo)
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6. Analises dicotomizadas para pesquisa de diferencas entre grupos especificos,
tais como, com e sem hiperglicemia, com e sem hipertensdo, e através da

categorizagao de varidveis continuas pelo estabelecimento de pontos de cortes.
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12. PERSPECTIVAS

Nessa pesquisa ndo foram avaliados desfechos duros, e sim desfecho substituto, assim, nao
¢ permitido qualquer inferéncia a respeito de redugdo de eventos, relacionado as terapias
testadas, até porque ndo fazia parte do objetivo desse trabalho, que tinha sua hipdtese
ligada ao mecanismo das estatinas no efeito sobre a funcdo endotelial. Contudo, a partir
desse conhecimento inicial mecanistico, questionamentos clinicos tendem a surgir, € com
desenhos de estudos apropriados poderao ser respondidos.

Ainda nado dispomos de evidéncias cientificas s6lidas sobre a nao inferioridade da
terapia combinada de sinvastatina e ezetimibe comparativamente com estatina em
monoterapia, quanto a reducdo de desfechos clinicos duros, mantendo essa opg¢ao de
associacdo apenas como alternativa nas situagdes de impossibilidade de aumento da
dosagem da monoterapia. Existe, portanto, uma lacuna na literatura que pode impulsionar
pesquisas futuras com essas duas modalidades terapéuticas, em distintos cenarios, com
diferentes populagdes, com riscos cardiovascular diversos, sobre o impacto da sua acdo
hipolipeminate na reducdo de eventos cardiovasculares.

Os beneficios clinicos das estatinas, embora presentes em prevencao primaria e
secundaria, sdo mais evidentes nessa ultima. Da mesma maneira, existem mais resultados
positivos sobre as vantagens do seu uso nos pacientes classificados em alto e intermedidrio
risco cardiovascular. Tem sido crescente o interesse sobre sua serventia nos portadores de
baixo risco cardiovascular. Sobre esse Ultimo topico, os autores da metanalise que avaliou
grupos de baixo risco cardiovascular, e que habitualmente ndo teriam indicagdo para
terapia com estatina, concluiram que poderia haver beneficio nessa populacao, ja que os
trabalhos analisados demonstraram que as estatinas reduziram o risco de eventos
vasculares graves em cerca de 21%, para cada 38,61 mg/dL de reducdao nos niveis de

colesterol LDL, mesmo naqueles com menor risco de doencga vascular. Ainda mais, a
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analise mostrou que essa reducao de risco foi independentemente de idade, sexo, niveis
basais de LDL-colesterol e de doenca vascular prévia.'*’

Tendo tais informagdes como base, planejar estudos com desenho adequado e
desfechos robustos, seja nessa populagdo de mulheres com excesso de peso e
predominantemente de baixo risco cardiovascular pelo escore de Framingham, ou em

outras amostras com caracteristicas distintas, para testar hipoteses sobre redugdao de

eventos com as opgoes terapéuticas discutidas, sao perspectivas futuras.
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13. DESCRICAO DO PROCESSO DE DOUTORADO

Iniciei no Doutorado do Programa de Pods-graduacdo em Medicina e Satide Humana da
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica no ano de 2009. Ja conhecia as caracteristicas
do curso, nao apenas pela divulgagdao no meio académico e cientifico, mas por propria
experiéncia, pois aqui havia concluido, em 2008, meu Mestrado, ¢ onde, sem duvidas,
constatei a organiza¢ao € marcante preocupag¢dao com o desenvolvimento do conhecimento
cientifico e da capacidade de avaliacao critica das evidéncias cientificas.

A experiéncia positiva e o ambiente cientifico incitante, durante os dois anos do
curso de Mestrado, me impulsionaram a partir para o doutorado. Meus objetivos para essa
nova etapa eram de maior aprendizado e capacitagdo em pesquisa clinica, ¢ também de
adquirir autonomia e seguranga em todas as etapas da pesquisa, incluindo projeto,
conducao, analise e interpretagao.

Fui muito privilegiada na escolha do meu professor-orientador, Prof. Luis Claudio
Correia, grande exemplo de pesquisador ético e de inesgotdvel criatividade cientifica.
Manter no Doutorado o mesmo orientador do Mestrado foi uma decisdo acertada, pois a
parceria ja consolidada foi fator facilitador nas discussdes, desde o projeto de pesquisa e
em cada etapa de sua execu¢do. Aprendi muito com ele, e sempre fiquei impressionada
com a logica dos caminhos do seu raciocinio cientifico e com sua capacidade assertiva na
comunicacdo de suas idé€ias, sendo verdadeiros meus respeito e admiragdo pelo seu
excepcional altruismo na socializacdo do saber cientifico.

Concordo com meu orientador quando diz que “O processo ¢ mais importante do
que a conclusdao”, se referindo as passagens experimentadas em cada etapa do Doutorado.
Procurarei descrever esse processo, por etapas, como se deu, e o que cada uma trouxe de

aprendizado, dificuldades, preocupagdes e também conquistas.
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Ano 2009

Minha primeira licdo de mundo real em cendrio da pesquisa foi de que as circunstancias
podem lhe obrigar a mudar o rumo, e que desejar fazer ¢ diferente de poder fazer. Sao
situagdes que nos exigem resiliéncia para, como alguns metais, acumular energia quando
submetidos a estresse, sem permitir ocorrer ruptura.

Elaboramos o primeiro projeto intitulado Avaliagdo do Valor Preditor da Funcao
Endotelial em Pacientes Admitidos com Sindromes Coronarianas Agudas sem
Supradesnivel do Segmento ST, tratando-se de um estudo observacional que seria realizado
na Unidade Coronariana de um Hospital dessa cidade. Obtivemos aprovagdo do Comité de
Etica da Instituicio e planejamos a execugdo, que envolveria outros setores, como a
Emergéncia, e contaria com a colaboragcdo de estudantes, internos na Unidade. Contudo,
situagoes de forca maior inviabilizaram nossa pesquisa.

Haviamos realizado uma revisdo de varios estudos sobre o tema e esse tempo
investido e material coletado nao poderiam ser perdidos. Dessa forma, posteriormente,
publicamos nos Arquivos Brasileiros de Cardiologia o trabalho referente a pesquisa de
literatura, intitulado “Valor Prognostico da Fun¢do Endotelial em Portadores de
Aterosclerose: Revisdo Sistematica.” Essa publicacdo teve um grande significado, pois
retratou uma conquista do conhecimento. Um dos internos, Paulo Roberto Lima, que era
aluno de Inicia¢do Cientifica também teve a sua Monografia apresentada com esse tema,
cujo titulo foi “Importancia da Vasodilatagdo Mediada por Fluxo como Método
Determinante do Valor Preditor da Funcdo Endotelial”. A experiéncia vivenciada me
mostrou que as condigdes adversas e desafiadoras sdao oportunidades que devemos

aproveitar para crescer, melhorar e aprender.
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Ano 2010

Nao precisei abandonar o estudo da fungdo endotelial. Com apoio dos demais
professores pesquisadores da Bahiana, Ana Marice Ladeia, Maria de Lourdes Lima e
Arménio Guimaraes, encontramos uma segunda linha de pesquisa. Eles disponibilizaram
para realizagdo do nosso trabalho o Ambulatorio de Obesidade do ADAB (Ambulatorio
Docente Assistencial) onde ¢ desenvolvido o PEPE (Projeto de Estudos em Excesso de
Peso). Partimos, entdo, para o segundo projeto, agora, um estudo intervencionista, que foi
o atual Ensaio Clinico Randomizado intitulado, inicialmente, “Comparacao do Efeito
Endotelial da Terapia com Estatina em Alta Dose versus Baixa Dose Associada a
Ezetimibe em Mulheres com Excesso de Peso”. Foi um avanco, em se considerando a
maior robustez do desenho do estudo, comparado com o anterior, portanto. A revisao de
literatura sobre esse tema foi objeto da Monografia da aluna Claudia Heine.

Mais licdes no meu caminho, para nao desanimar e acreditar que podemos sempre
recomegcar. O apoio recebido pelo grupo também revelou um verdadeiro sentido de equipe.
Sou imensamente grata aos professores que abriram esse caminho, acolheram o projeto, e
participaram de varias formas, seja com encaminhamento de pacientes, discussoes
cientificas instigantes ou calibragdes dos exames.

Recomegar novo projeto, com novo objetivo, implicou em nova submissdo ao
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Os Comités sdo rigorosos nas analises para aprova¢ao de Ensaios Clinicos, € assim devem
mesmo ser, pois primordialmente precisam proteger os sujeitos das pesquisas e evitar
abusos. Antes de submeter ao CEP da EBMSP, tive uma reunido de orientagdo com Prof.
Luciola Cris6stomo, na época, Coordenadora do CEP, e que considero ter sido fundamental

para o conhecimento e valorizacao dos pré-requisitos da submissao do projeto.
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Era necessario iniciar o planejamento de execucdo, de recrutamento,
operacionalizacdo de medicagdes e placebo, viabilizar exames laboratoriais e de imagem,
transporte de material biologico, confecgcdo de fichas, trabalhar varidveis para o banco de
dados e obter todo material para exames. De fato, ¢ uma etapa muito trabalhosa, porém,
crucial, e exige extrema organizacao para que o trabalho evolua corretamente. Comecar a
pesquisa bem estruturada faz com que sua evolucao seja mais tranquila e mais controlada.
Investir tempo em uma logistica funcional, antes de comecar a pesquisa, nos garante,
futuramente, menos perdas de pacientes e maior eficiéncia na coleta e catalogacdo dos
dados. Outro fator muito importante a ser reconhecido foi o papel dos alunos de Iniciagdo
Cientifica. Considero fundamental para a execucdo do trabalho o papel desses

pesquisadores iniciantes, além da grande experiéncia que € a rica troca dessa relagdo.

Ano de 2011
Eram todas as sextas-feiras nosso trabalho de coleta de dados. Durante a semana, os alunos
contactavam as pacientes e orientavam sobre o encaminhamento ao ADAB. Nesse dia, a
atividade era intensa e exigia extraordindrio controle de agenda, pois chegavam
participantes em estagios diferentes da pesquisa, algumas para selecdo e outras ja
selecionadas, para randomizagdo. Existiam aquelas que estavam na fase inicial dos exames
de imagem, outras que voltavam apos quatro semanas de intervencao e ainda, mais tarde,
as que ja estavam concluindo as oito semanas, e retornavam para realizar a avalia¢do final
€ mais importante, € que permitiria a analise do desfecho da pesquisa.

Eram muitas as atribui¢des € uma equipe responsavel e atuante ¢ indispensavel. Era
preciso aplicar questiondrio clinico, fazer exame fisico completo, solicitar, checar e
registrar exames bioquimicos, saber dos eventos adversos, realizar ecocardiograma,

ultrassonografia das cardtidas e o exame fundamental da pesquisa, a Vasodilatacao
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Mediada por fluxo. Tudo isso com os devido registros nas suas pastas de arquivos. Apos
finalizada a manha, conforme uma planilha de rodizio entre nos pesquisadores, as aliquotas
de sangue eram transportadas de carro, para um segundo laboratorio, qualificado e de
referéncia, onde o exame de PCR, pelo método nefelométrico, era realizado. Foram
seguidas as normas para transporte de material bioldgico, quanto a embalagem externa,
etiquetagem, identificacao e temperatura de conservacgao.

Que alegria quando tudo dava certo, além do orgulho pelo andamento da pesquisa.
Mas, nem tudo segue perfeito em pesquisa, e muitas vezes ficamos estressados com
algumas situacdes, que depois serviriam para corrigir erros e outras até para fazer rir.

Ja haviamos obtido alguns dados iniciais e fizemos a primeira analise preliminar,
usando o programa SPSS. Os resultados, ainda incipientes, serviram como motivagdo para
prosseguir, mas nao permitiam ainda conclusdes nas andlises. Ainda assim, participamos
de trés congressos, o Brasileiro, o Norte-Nordeste e o Bahiano, levando quatro temas-
livres. Foi grande para todos nos a alegria de ganhar o prémio de melhor tema-livre poster,
e ainda maior, para a aluna Carolina Garcez que apresentou o trabalho, intitulado
“Influéncia da Inflamagdo na Funcdo Endototelial em Obesas sem Dislipidemia
Significativa”.

A concordancia entre métodos manual e semiautomatico na afericdo da espessura
médio-intimal carotidea foi um dos temas apresentados e, posteriormente, foi o que mais
nos interessou em trabalhar com as analises dos dados, para quando fosse alcancado o n
amostral. Fazendo parte desse braco da pesquisa, a aluna Isis Vasconcelos contou com

minha orientacao na sua Monografia.
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Ano de 2012

Concluimos a fase de coleta dos dados no final do ano de 2012. Era hora de rever o banco,
suas lacunas, buscar dados que faltavam e corrigir outros. Isso ¢ muito importante e deve
ser minunciosamente trabalhado, pois os resultados dependem da precisdo das medidas
feitas e como elas foram registradas. Um exemplo pessoal foi uma virgula no lugar errado,
que, até ser descoberta, transformou o desvio padrao em valor impréprio para a média.

Participamos do Primeiro Simposio dos Orientandos do Professor Luis Claudio
Correia, em agosto de 2012, quando cada pds-graduando teve a oportunidade de apresentar
seus projetos e seus resultados, preliminares ou finais. Foi um dia inteiro de debates
intensos sobre os trabalhos, com criticas gerais e discussodes, tendo o resultado sido muito
proveitoso para todos, para colher as sugestdes dos colegas e do orientador, para rever
falhas em métodos e delineamentos e aprimorar analises.

Retomamos a analise da espessura médio-carotidea e produzimos o segundo artigo
intitulado “Acuracia e Precisdo do Método Ultrassonografico Manual de Aferigdo da
Espessura Médio-intimal Carotidea tendo como Referéncia o Método Semiautomatico”. A
trajetoria de cada artigo durante o doutorado revela-se como uma “p6s” dentro de outra
“pbs”, visto que seguimos varias etapas de sua confec¢do, com intensas discussoes, sempre
muito ricas em aprendizado, envolvendo metodologia, estatistica, €tica e interpretacdo das
evidéncias. Esse trabalho foi enviado, primeiramente, aos Arquivos Brasileiros de
Cardiologia, contudo, a revista considerou que o tema, apesar de relevante, ndo se
encaixava no seu escolpo, sugerindo-nos submeter a outra revista. Nao ha como negar,
sempre sentiremos algum desapontamento por nosso artigo nao ser aceito. Ainda assim,
nesse processo, devemos aproveitar a oportunidade de melhorar nosso trabalho, inclusive

analisando as sugestdes da revisao critica feita pelos revisores.
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Trés alunas de Iniciacdo Cientifica apresentaram suas monografias com temas de
nossa pesquisa, no ano de 2012: Carolina Garcez Varela (Avaliacdo da Influéncia da
Inflamagdo na Fun¢do Endotelial em Mulheres com Sobrepeso e Obesidade), Patricia
Fontes da Costa Silva (Avaliagdo da Associagdo entre Aterosclerose Subclinica e Fungao
Diastolica) e Isadora Bulhdes Maia (Avaliagdo da Influéncia dos Marcadores Metabolicos
e Pressoricos na Carga Aterosclerotica de Pacientes com Excesso de Peso).

Produzimos também trés temas-livres para os Congressos, com os titulos “Impacto
dos marcadores de risco classicos na fungao diastolica do ventriculo esquerdo em pacientes
com excesso de peso; Influéncia dos marcadores de risco na fungdo endotelial em
pacientes com excesso de peso e Associagdo Independente da Adiposidade Abdominal com

Carga Aterosclerotica”.

Ano de 2013

Nosso artigo “Acuracia e Precisdo do Método Ultrassonografico Manual de
Afericdo da Espessura Médio-intimal Carotidea tendo como Referéncia o Método
Semiautomatico” foi aceito pela Revista Brasileira de Ecocardiografia e Imagem
Cardiovascular.

As andlises finais dos dados da pesquisa se deram no ultimo ano do doutorado,
realizadas com interesse ainda maior, pois responderiam ao objetivo principal do trabalho
da tese e também do artigo, cujo desenho foi um Ensaio Clinico Randomizado Duplo-cego
Placebo-controlado. Consideramos ter feito esse estudo com todo rigor metodologico que
exige um Ensaio Clinico, com intenso controle e gerenciamento, além de claras
especificagdes prévias da selecao dos grupos, das intervengdes, da execugdo no seguimento

e da aferi¢cao dos desfechos.
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Interpretamos e discutimos os resultados que constituem a obra dessa tese e o artigo
terceiro submetido, antes da qualificacao do doutorado, a revista Atherosclerosis, intitulado
“Influence of High-dose Statin Therapy versus Low-dose Statin Therapy Combined with
Ezetimibe on Endothelial Function: A Randomized Clinical Trial”. Entretanto, em
comunicado recebido do editor da revista, fomos informados que o tema ¢ original e
relevante mas, atualmente, a Atherosclerosis rejeita mais de 70% do artigos recebidos.
Fomos arrojados, ¢ fato, mas, por acreditar na qualidade do artigo e que merece empenho
para publicacdo em revista de bom impacto. Estamos novamente revisando o manuscrito
que serd, dessa vez, submetido a revista Arteriosclerosis, Trombosis, and Vascular Biology,
tendo 6,33 de fator de impacto, e considerada pela dedicagdo ao estudo da aterosclerose ¢
trombose em relagdo com a biologia vascular.

A fase final do doutorado envolveu um maior desgaste psicoldgico do que as etapas
anteriores, que se caracterizaram mais por desgaste laboral. Nessa fase, o doutorando que
necessita focar nas exigéncias académicas e investir na qualidade da sua producao, pode
nao equacionar bem essas atribuicdes com a questao do cumprimento do prazo.

Na reflexdo que fago sobre o sentimento geral de todo o processo do Doutoramento
predomina alegria, por ter sido de intenso ganho em conhecimento e experiéncia, o que me
deixa muito gratificada. Desse modo, finalizo parafraseando o grande educador e filosofo
Paulo Freire: A alegria ndo chega apenas no encontro do achado, mas faz parte do processo
da busca. E ensinar e aprender ndo pode dar-se fora da procura, fora da boniteza e da

alegria.
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Anexo 1.
Registro clinical
trial.gov

Clin ic(ll Trials-go ) %4 arch ive Linking patients to medical research

A service of the U.S. National Institutes of Health Developed by the National Library of Medicine

«— History of this study? Current version of this study

View of NCT01241097 on 2010 11 15
ClinicalTrials Identifier: NCT01241097

Descriptive Information
Brief title Pleiotropism of Statin Therapy in High Dose Versus
Low Dose Combined With Ezetimibe
Official title Comparison of the Effect on Endothelial Function of
Statin Therapy in High Dose Versus Low Dose
Combined With Ezetimibe

Brief summary
* To test the hypothesis that therapy with high dose statin provides

endothelial superior benefit to the same cholesterol lowering with low-
dose statin combined with ezetimibe.  To test the hypothesis that
therapy with high dose statin provides anti-inflammatory effect than
the same reduction of cholesterol with low dose of statin plus
ezetimibe

Detailed description
Randomized, double-blind, placebo-controlled study. Inclusion
Criteria: Obese women with body mass index (BMI)> 25 kg / m?, aged
18 years and LDL-C> 100 mg / dl For treatment with simvastatin 80
mg, the participant will receive two identical vials, each containing a
simvastatin 40 mg. For treatment with the combination simvastatin 10
mg and ezetimibe 10 mg, the participant will receive two identical
bottles, one bottle with simvastatin 10 mg, and another bottle with
ezetimibe 10mg. In the control group, each participant will receive two
identical bottles, each bottle containing inert tablets. Each group with
20 participants.

Dependent Variable (Final Primary Outcome): Percentage
change vasodilation of brachial artery flow-mediated, after
treatment for eight weeks. Covariates: clinical, biochemical
markers and ultrasound.

Phase N/A
Study type Interventional
Study design Other

Study design Randomized


http://clinicaltrials.gov/archive/NCT01241097
http://clinicaltrials.gov/archive/NCT01241097
http://clinicaltrials.gov/archive/NCT01241097
http://clinicaltrials.gov/archive/NCT01241097
http://clinicaltrials.gov/archive/NCT01241097
http://clinicaltrials.gov/archive/NCT01241097

Study design

Study design
Study design

Double Blind (Subject, Caregiver,
Investigator)

Dose Comparison
Parallel Assignment

Study design Safety/Efficacy Study
Anexo 2.
Questionario clinico e exame fisico
QUESTIONARIO
Nome: Data:

Data de nascimento:

Cor da pele autoreferida:

Escolaridade:

End:

Telefone:

Questionario de sintomas:

Sintoma

Sim Nao

Dispnéia

Palpitacdes

Dor toracica

Tonturas

Sincope

Outros

Questionario dos Habitos

Habito

Sim Néao

Tabagismo

Ex-tabagista

Sedentarismo

Etilismo

Controle alimentar

Questionario de antecedentes médicos

Dado

Sim Nao

HAS

Diabetes

Hiperglicemia

Marcapasso

Dislipidemia

Doenga renal

Arritmias

Tiredide (hipo ou hiper)
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Doenca cardio-vascular

Lupus Eritematoso

TRH

Uso de estatina ou fibrato

Uso medicacGes outras

Processo inflamatério

Antecedentes familiares

Outros...
EXAME FISICO
Peso: Kg | Alt: m | IMC: TA: FC: C: Q: cm
kg/m? mmHg | bpm cm
C/Q: ACV: AR: VMG: | Ext: Boca Garganta
Ouvido Articular Pele

Outros achados do exame fisico:
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Anexo 3.

Ficha dos exames laboratoriais

Nome:

Data:

Exames laboratoriais:

Exame

Basal

4 semanas

8 semanas

Colesterol Total

HDL

LDL

Triglicérides

Glicemia

PCR

Uréia

Creatinina

AST

ALT

GGT

CPK

Escore de Risco de Framingham

Total de pontos:

Risco absoluto em 10 anos (%):

Classificacdo: ( ) Baixo risco ( ) Meédio Risco ( ) Alto Risco

Outros exam
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Anexo 4.
Vasodilatacdo mediada por fluxo da artéria braquial

EXAME DE VASODILATACAO MEDIADA POR
FLUXO

Nome:

Data:

Peso: Kg Altura: m

Periodo: Basal ( ) 4semanas () 8semanas ( )Jejum de 12
para laboratério SIM ( ) NAO ()

Fase Dependente do Endotélio
Velocidade em cm/s e Didmetro em mm

Basal

VSP= VDP= Velocidade média=

Diametro (A)

Hiperemia reativa

VSP= VDP= Velocidade média (VMF)=

Diametro (B)

Dilatacao mediada por fluxo

% DMF= (B-A)/A

Fase dependente de nitrato

Basal

VSP= VDP= Velocidade média=

Diametro (C)

Nitrato

VSP= VDP= Velocidade média (VMN)=

Diametro (D)

Dilatagdao mediada por nitrato

% DMN= (D-C)/C

Func¢do da musculatura lisa do vaso

VMF/ VMN

858 Arq Bras Cardiol 2012;99(3):857-864
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Anexo 5.
Protocolo da vasodilatacdo mediada por fluxo da artéria braquial

Protocolo da VMF

1. Medir a TA sistolica (braco esquerdo)

2. Descanso de 10 minutos antes do exame (braco direito)
3. Basal: Corte longitudinal da artéria braquial em fossa antecubital —
gravar trigado no ECG
4. Inflar esfingomanémetro 50 mmHg acima da TA sistdlica —
permanecer por 5 minutos
5. Desinflar
6. Gravar imagem longitudinal- de 30 segundos a 2 minutos
. Doppler fluxo- imediatamente e até 15 segundos apds
desinflar O Diametro- 45 a 60 segundos apds desinflar
7. Descansar 10 minutos
8. Nova imagem basal
9. Nitrato sublingual

10.Gravar no 4° minuto apés nitrato
Medidas:

Diametros
. fazer 3 medidas e tirar a média

. Final da distole —onda R do ECG
. Reportar % de mudanca

. Reportar mudanca absoluta

Doppler fluxo
. VSP, VDP, VTI

859 Arq Bras Cardiol 2012;99(3):857-864
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Anexo 6.
Ecocardiograma e ultrassonografia de carotidas

Nome:

Peso: Kg Altura: m Data:

Ecocardiograma
Medidas modo M e bidimensionais

VED= mm VES= mm SIV= mm PP= mm FE= %

AE= mm AEVol.= cm?® | AO= mm Massa= g IMVE= g/m?
AEdrea= cm? |

Calcificagdo de VAO ()SIM ()NAO | Calcificagdo de VM () SIM ( )NAO

Doppler do fluxo mitral

‘ E= ms ‘ A= ms ‘ E/A= ‘ EF= ‘ TRIV= ms

Doppler Tecidual em anel lateral da valva mitral

| E= ms | A= ms | E/A= ms | E/E= 5=

Doppler Tecidual em anel septal

| E= ms | A= ms | E/A= ms | E/E'= 5=

Ultrassonografia das carotidas
Espessura médio-intimal- Medida manual

Lado direito (distante) - Medida manual

‘ ACCD'= mm ‘ ACCD?= mm ‘ ACCD3= mm

Lado direito (distante) - Medida semiautomatica

‘ Maxima= mm ‘ Média= mm ‘

Lado esquerdo: (distante) - Medida manual

‘ ACCE'= mm ACCE?= mm ‘ ACCE3= mm

Lado esquerdo (distante) - Medida semiautomatica

‘ Maxima= mm ‘ Média= mm ‘

Presenca de placa(s) de ateroma: () Sim () Nao
Se sim, sombra acustica: () Sim () Néo
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Anexo 7.

Ficha de Eventos Adversos

Nome:

Data:

() 4 semanas

() 8 semanas

Eventos Maiores

Data da
ocorréncia

Sintoma como
referido

Dados de exame
Fisico

Dados de
Laboratério

Elevacdo de CPK

Elevacédo de
transaminases

Ins. Renal

Morte

Pancreatite

Ictericia colestatica

Eventos
Intermediarios

Data da ocorréncia

Sintoma como
referido

Dados de
exame Fisico

Dados de
Laboratorio

Mialgia

Diarréia

Vomitos

Cefaléia

Tontura

Edema
angioneurdtico

Parestesia

Neuropatia
periférica

Anorexia

Erupcéo cutinea

Eventos Menores
outros

Data da ocorréncia

Sintoma como
referido

Dados de
exame Fisico

Dados de
Laboratorio

Constipacéo

Flatuléncia

Dispepsia

Dor abdominal

Cefaléia

Nausea

Astenia

Insbnia

Alopecia

Prurido
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Anexo 8.
Questionario internacional de atividade fisica —
VERSAO CURTA -

Nome: Data:

Idade : Sexo: F( )M () il

As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo
atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as
atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer,
por esporte, por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou
no jardim. Suas respostas sao MUITO importantes. Por favor responda
cada questdao mesmo que considere que ndo seja ativo. Obrigado pela sua

participacao !

Para responder as questdes lembre que:

atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um grande esforco
fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal
atividades fisicas MODERADAS sdo aquelas que precisam de algum esforco

fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza

por pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

1la Em quantos dias da Gltima semana vocé CAMINHOU por pelo menos

10 minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte

para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de
exercicio? dias por SEMANA

( ) Nenhum
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1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos

quanto tempo no total vocé gastou caminhando por_dia? horas:
Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo
menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dancar,
fazer ginastica aerdbica leve, jogar volei recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos
domeésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou
qualquer atividade que fez aumentar

moderadamente sua respiracio ou batimentos do coracio (POR FAVOR NAO

INCLUA CAMINHADA) dias por SEMANA ( ) Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10

minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades

por dia? horas: Minutos:

3a Em quantos dias da Gltima semana, vocé realizou atividades

VIGOROSAS por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo

correr, fazer ginastica aerébica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta,
jogar basquete, fazer servicos domésticos pesados em casa, no quintal ou
cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez

aumentar MUITO sua respiracdo ou batimentos do coracdo. dias

por SEMANA ( ) Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10

minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades

por dia? horas: Minutos:

Estas ultimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado
todo dia, no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo
livre. Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa,
fazendo licdo de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado
assistindo TV. Nao inclua o tempo gasto sentando durante o transporte em

onibus, trem, metr6 ou carro.
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4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?

horas minutos

4b.  Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de

final de semana? horas minutos
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Anexo 9.

Aprovacao do comité de ética em pesquisa

3AHIANA 5

FESENRSRY ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
OFICIO N. 03/2010

Salvador, 15 de janeiro de 2010.

Referente ao Protocolo N°157/2009

“Comparagio do efeito endotelial da terapia com estatina em alta dose versus baixa
dose associada a ezetimibe”

PARECER

O CEP-Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo Bahiana para
Desenvolvimento das Ciéncias, apds analise do ponto de vista bioético do citado
Protocolo, considera que o mesmo atende aos principios éticos em pesqquisa em seres
humanos, segundo a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP- CNS- MS).

Diante do exposto julga o protocolo supracitado APROVADO.

Lembramos a necessidade do envio de relatorio do andamento da pesquisa dentro dc
cronograma citado no mesmo protocolo.

Saudagoes,

Profa. Dra. Luciola es Crisostomo
Coordenadora do CEP/EBMSP/FBDC.

Ilma. Sra..

PROF* : Maristela Magnavita Oliveira Garcia
End.: Rua Artesdo Jodo da Prata, 268/202
Bairro: Alto do Itaigara

CEP: 41.815-210

Salvador - BA

Av. D. Jodo VI, 274 - Brotas / QEP 40285-001 — Salvador-BA

e INTAN AAAL AOAR Tl F
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Anexo 10.
Adendo do comité de ética em pesquisa

ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

COMITE.DE ETICA EM PESQUISA

COMITE DE ETICA E PESQUISA DA EBMSP

PARECER

N° Protocolo 157/2009 = ADENDO (01/08/10)
Titulo: Comparacao do efeito endotelial da terapia com estatina em alta
dose versus baixa dose associada a ezetimiba.

Instituicdo: Escola Bahiana de Medicina e Satide Publica (EBMSP)
Pesquisador responsavel: Maristela Magnavita Oliveira Garcia
Orientador: Luis Claudio Lemos Correia .
Curso: Pos-Graduaciao/Doutorado

Os pesquisadores aparesentam solicitagdo de avaliacdo bioética relativa
modificacdes de protocolo de pesquisa nimero 157/2009, analisado e julgad
por este CEP-EBMSP, com parecer aprovado.Os pesquisadores referem n
documentac¢io atualmente apresentada que, as modifica¢des referem-se a:

1 — Reduc¢io no ponto do corte do IMC estabelecidos nos critérios d
inclusdo, antes de 30 kgm2 para obesidade para sobrepeso, ou seja 25kgm?
O que se justifica pelo fato de alteracdes vasculares e matabolicas s
relacionarem também a sobrepeso.

2 — Inclusio de um grupo placebo, aos dois grupos anteriore
(sinvastatina+ezetimiba e apenas sinvastatina) o que se justifica pel
necessidade de evitar o erro tipo Il. Assim, o niimero amostral foi aumentad:
em vinte pacientes, antes quarenta, atualmente 60 .

3 — O placebo sera produzido em farmacia de manipulac¢io, como tablete
inertes, com caracteristicas de formato e cor semelhantes as substincia
ativas. As embalagens de cada grupo sdo idénticas. Os pesquisadore
informam que a utilizacdo do placebo nesta pesquisa nio comprometera
saude dos sujeitos participantes, pois a intervencido durara apenas oit(
semanas e, envolve mulheres acompanhadas no ambulatorio de obesidade
com excesso de peso, portadoras de LDL maior ou igual a 100mg/dl, que ni«
fazem uso de estatina. Contudo, as que porventura, se aparesentarem n:
selecdo com indica¢do formal e imediata para uso de estatina(ex: quadro ot
passado de infarto, angina, AVC, placas instaveis na ultrassonografia d:
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

LS o oy o : wmZa fratads A busn: die g Sh s
cardtidas) nio serdo incluidas e serao tratadas. Alem disso, se aigumna

LuaniyUs

participante desenvoiver gualquer uma d
t i i

. situacdes descrifas acima sera

afastada da pesquisa e iniciada a terapia com estatina necessaria. Um dos

pesquisadores tem controie da random guant

to os demais s20 cegos.

4 _ Diante do exposto os pesquisadores informam que o desenho do estudo
passa a ser um ensaio clinico randomizado, duplo cego, placebo controlados

antes apenas ensaio clinico randomizado.

5 _ O Termo de Compromisso Livre e Esclarecido (TCLE) atual, se encontra
anexo a0 adendo e refere a existéncia do grupo placebo ¢ randomizacio

(mencionado como sorteio) em linguagem clara ao sujeito,

Consieracdes fnais: Os dados informados pelos pesquisadores demonstram

que, houve modificacdes na metodologia, contudo, estas, ndo

significamente o método ¢ as téenicas. além do que, as justificativas apoiam-
se em embasamento concreto. O titulo, objetivos, e demais aspectos do
protocolo de pesquisa ndo sofreram qualquer modificagao. Diante do
exposto consideramos que as modificacdes ao protocolo 157/2009, atendeu
aos principios bioéticos em Pesquisa, segundo Resolucdo 196/96 e néao
modificam significativamente o0s propositos e metodologia da Pesquisa.

Assim aprovamos o Adendo.

Conclusdo : ADENDO AO PROTOCOLO 157/2009 APROVADO.

Salvador 01 de seteembro de 2010

Luciola Maria Lope tomo
Coordemadora do CE /EBMSP/FBDC

Av. D. Jodo VI, 274 - Brotas | CEP 40285-001 - Salvador-BA
Fones: (071) 2101-1900 - Email: bahiana@bahiana.edu.br - www.bahiana.edu.br
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2 BAHIANA

Anexo 11. VR i MDD B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Comparacéao do Efeito Endotelial da Terapia com Estatina em Alta
Dose versus Baixa Dose Associada a Ezetimibe

Instituicdo: Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica

A Sra. estd sendo convidado a participar da pesquisa “Comparacao do Efeito
Endotelial da Terapia com Estatina em Alta Dose versus Baixa Dose Associada a
Ezetimibe”, com o objetivo de comparar duas opcdes de tratamento usadas para
reduzir colesterol, quanto a seu efeito na funcao das artérias, mais especificamente na
camada interna de revestimento, o endotélio.

O tema da disfuncéo endotelial é importante, pois esta relacionado a aumento
do risco de eventos cardiovasculares, por isto é necessario conhecer melhores
tratamentos que possam reduzir estes riscos.

Os participantes desta pesquisa responderdo ao questionario, que traz
questBes, como idade, peso, tabagismo, atividade fisica, uso de medicacGes, dentre
outras. Também serdo colhidas amostras de sangue para exames laboratoriais, em
trés momentos da pesquisa (no inicio; no meio, com 4 semanas; e no final, com oito
semanas). Os exames laboratoriais serdo: glicemia (agucar), colesterol total e fracdes,
triglicérides, enzimas do figado (AST e ALT), funcdo dos rins (uréia e creatinina) e
proteina C reativa de alta sensibilidade (inflamagéo).

A coleta de sangue sera realizada em uma das veias do brago, com material
descartavel, podendo causar desconforto semelhante a uma injecdo na veia e em
alguns casos deixar uma mancha roxa, que habitualmente melhora em algumas horas
ou poucos dias.

Seréo realizados exames de ecocardiograma (estuda a anatomia e fungéo do
coracdo) e ultrassonografia das carotidas (exame da artéria do pescogo). Estes
exames ndo sdo invasivos e ndo causam dor ou desconforto.

Sera realizado o teste da vasodilatacdo arterial mediada por fluxo, que é uma

ultrassonografia da artéria do braco para medir o grau de sua dilatacdo. Sera inflado e
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desinflado o aparelho de presséo no brago. Este procedimento pode causar algum
desconforto porque aperta o braco durante poucos minutos. Depois, numa segunda
fase, sera usado via sublingual uma medicacdo de nitrato (isordil). Esta medicacéao
pode causar efeitos secundarios como dor de cabeca e hipotensdo (queda na pressédo
arterial). O médico responsavel estard& monitorando o paciente durante todo o
periodo, e 0 exame serd realizado somente se as condicdes clinicas forem estaveis no
momento. No caso de pressdo baixa sera adotada posi¢do horizontal com elevagéao
dos membros inferiores, sendo mantida nesta posicao até sua total recuperacdo. Se
ndo for suficiente para resolver o problema, sera utilizado soro venoso.

Todos os participantes serdo sorteados entre trés possiveis grupos de
intervencdo, que sdo: para receber o tratamento para colesterol com medicagdo com
dose alta; para receber o tratamento com medicacdo de dose baixa combinada com
outra que também reduz lipidios; ou ainda para uso de placebo, que é uma substancia
inerte, ou seja, sem efeito terapéutico. Os participantes serdo acompanhados e
repetirio exames de controle, monitorizando os efeitos medicamentosos e 0s
possiveis efeitos colaterais.

Os possiveis efeitos adversos, embora raros, sdo 0s seguintes: miosite (dor
muscular) e alteragdes nas fungdes do figado e rins, que serdo monitorados com 0s
exames de laboratorio, sendo interrompido o tratamento, a qualquer instante, no caso
de ocorrer elevacdo das taxas do figado acima de trés vezes o limite normal ou se
ocorrer elevacdo da taxa do musculo acima de dez vezes o limite normal. Estes
efeitos sdo reversiveis com a suspensdo do remédio. Se houver intolerdncia a
medicacdo, a pesquisadora deve ser contactada, para avaliar e, se necessario,
suspender a mediacao.

Os resultados desta pesquisa serdo divulgados em congressos e revistas
cientificas. Os pesquisadores garantem guardar sigilo em relacdo a identidade dos
participantes. Também garantem esclarecimento em relacdo a qualquer duvida, antes
e durante o curso da pesquisa, e todos estdo livres para recusar a participar da
pesquisa, assim como retirar este consentimento a qualquer momento, sem
penalizag&o ou prejuizo ao seu cuidado.

N&o havera remuneracdo aos participantes. Serdo fornecidas pelo laboratorio
amostras de sinvastatina, em dose habitual, para as pacientes que precisarem manter

a medicacao apos o estudo, pelo prazo de trés meses.
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Serdo entregues os laudos dos exames de ecocardiografia e o Doppler de
carotidas com medida da espessura médio-intimal para todos os participantes do
trabalho.

Os individuos gque necessitarem, serdo encaminhados para acompanhamento
em ambulatorio, onde continuaréo o tratamento e vigilancia.

Pesquisador responsavel: Dra. Maristela Magnavita Oliveira Garcia
(cardiologista- CREMEB 9834)

Tel.(71) 99739981, 21086600.

Este termo € composto de duas vias de igual conteddo, sendo a primeira para
arquivamento pelo pesquisador, e a segunda para 0 paciente ou seu representante

legal.

L T dou meu consentimento  para

participar desta pesquisa, apds ter lido, recebido esclarecimentos e compreendido.

Salvador , / /

Assinatura do Participante ou digital (no retangulo ao lado)

Assinatura do(a) pesquisador(a)

Assinatura da testemunha

Em caso de divida ou dentncia contactar o Comité de Etica em Pesquisa em Seres

Humanos (CEP) da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica — Av. D. Jodo
VI, 274 — Brotas - CEP. 40.285-01- Salvador-BA. Tel.:(71) 2101-1900
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Anexo 12.
ORCAMENTO
Laboratério
Exame Quantidade Valor unitario (R$) | Valor total (R$)
Colesterol total 80 1,85 148,00
HDL-c 80 3,51 120,80
Triglicérides 80 3,51 120,80
PCR-as 120 16,00 1.920,00
Glicemia 80 1,85 148,00
Uréia 120 1,85 222,00
Creatinina 120 1,85 222,00
AST 120 2,01 241,20
ALT 120 2,01 241,20
GGT 120 2,01 241,20
CPK 120 8,70 1.044,00
4.669,20

Os precos desta tabela sdo referentes a valores da Tabela Unificada do
SUS. Os custos referentes a realizacdo destes exames serdo pagos ao
Laboratorio Central, vinculado ao Ambulatério de Obesidade da Escola
Bahiana de Medicina, através de verbas de fundo de pesquisa da

Instituicdo e dos pesquisadores envolvidos.

Exames de ultrassonografia

Exame Quantidade Valor unitario (R$) | Valor total (R$)
Ecocardiograma 80 100,00 8.000,00
Cardtidas 80 80,00 6.400,00
Funcéo endotelial 80 80,00 6.400,00
Nitrato sublingual 80 0,25 20,00
20.820,00

Os exames de ecocardiograma, ultrassonografia de carotidas e
vasodilatacdo mediada por fluxo serdo realizados pela pesquisadora
principal. Ndo havera pagamento para a realizagdo dos mesmos.

O nitrato sublingual, dinitrato de isossorbida, que sera usado no exame de
vasodilatacdo mediada por fluxo foi doacdo do Laboratorio Sigma Farma
(EMS), que corresponde ao Isordil sublingual de 5 mg. Ndo ha nenhuma
vinculagdo dos pesquisadores com o respectivo laboratério, sem
compromissos ou conflitos de interesse de qualquer especie.
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O aparelho de ultrassonografia que serd utilizado para realizacdo dos
exames é da marca GE, modelo VIVID 3, dotado de transdutores linear e
setorial, que ja pertence a Instituicdo, e foi obtido através de
financiamento a pesquisa da FAPESB, tendo custo estimado de R$
100.000,00

Medicagbes (sinvastatina 80 mg e combinacgdo sinvastatina 10 + ezetimibalO)
durante 8 semanas de pesquisa (56 dias)

Medicacdo Quantidade Valor unitario(R$) | Valor Total
(R$)

Sinvastatina 80 mg 56 0,83 46,48

SinvastatinalO+ezetimibalO 56 2,96 165,76

Placebo 56 2 112,00

324,24

As medicacOes utilizadas na pesquisa foram provenientes de doacdo do
Laboratério Merck Sharp Dohme (MSD), que ofereceu amostras de

Vytorin 10/10. O Laboratdrio Biolab forneceu Vaslip 80 mg.

Os pesquisadores pagaram a farmacia Formula de manipulacdo para
elaborar os comprimidos inertes de placebo e compraram frascos
idénticos para o acondicionamento dos comprimidos referentes aos

grupos de tratamento.

N&o ha nenhuma vinculagdo dos pesquisadores com 0s respectivos laboratdrios,
ndo existindo, portanto, compromissos ou conflitos de interesse de qualquer
espécie.

Nenhum exame, medicacdo ou procedimento realizado foi cobrado do paciente.
N&o houve recompensa financeira aos participantes.
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ANEXOS DOS ARTIGOS

Anexo 1.

ARTIGO 1. VALOR PROGNOSTICO DA FUNCAO ENDOTELIAL

“Valor Prognéstico da Funcao Endotelial Avaliada por Vasodilatacio Mediada por

Fluxo da Artéria Braquial em Portadores de Aterosclerose: Revisiao Sistematica”

Anexo 2.

ARTIGO 2. AFERICAO DA ESPESSURA MEDIO-INTIMAL CAROTIDEA

“Acuracia e Precisao do Método Ultrassonografico Manual de Aferi¢do da Espessura

Meédio-intimal Carotidea tendo como Referéncia o Método Semiautomatico”

Anexo 3.

ARTIGO 3. ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO
“Influence of High-dose Statin Therapy versus Low-dose Statin Therapy Combined

with Ezetimibe on Endothelial Function: A Randomized Clinical Trial”
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Anexo 1.

ARTIGO 1

Titulo:
Valor Prognéstico da Funcdo Endotelial em Portadores de Aterosclerose: Revisdo

Sistematica

PUBLICADO:
Arquivos Brasileiros de Cardiologia 99: 857-64, 2012.

Anexo 1: Artigo em portugués — (anexo em pdf)
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Artigo de Revisao

Valor Prognostico da Fungao Endotelial em Portadores de
Aterosclerose: Revisdo Sistematica

Prognostic Value of Endothelial Function in Patients with Atherosclerosis: Systematic Review

Maristela Magnavita Oliveira Garcia, Paulo Roberto Passos Lima, Luis Claudio Lemos Correia
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP) - Fundagdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias (FDBC), Salvador, BA —

Brasil

Resumo

A Vasodilatagdo Mediada por Fluxo (VMF) da artéria
braquial, por meio da ultrassonografia, € um método de
avaliagdo da fungdo endotelial que pode oferecer
informacoes fisiopatologicas, diagndsticas e
prognosticas.

A realizagdo dessa revisdo sistematica objetivou
avaliar o nivel de evidéncia na literatura a respeito da
capacidade preditora da fungdo endotelial, medida pela
VMF da artéria braquial, por meio da ultrassonografia,
quanto a eventos cardiovasculares, em individuos
portadores de aterosclerose.

Foram realizadas buscas nas bases de dados MEDLINE,
SCIELO e LILACS e selecionados estudos de coorte
prospectivos, em seres humanos, que analisaram o valor
prognodstico da fungdo endotelial medida pela VMF da
artéria braquial, em popula¢des portadoras de doenga
aterosclerdtica, periférica ou coronariana. Trabalhos com
evidentes vieses metodoldgicos foram excluidos.

A selegdo final constituiu-se de 15 estudos. Dos 13
estudos que, na andlise univariada, mostraram
significancia estatistica do método da VMF na predicao
de eventos cardiovasculares, 12 deles demonstraram sua
capacidade preditora independente, em analise
multivariada. Em nenhum dos trabalhos foi descrito valor
progndstico incremental em relagdo a modelos
preditores tradicionais, como escore de Framingham.
Resultados de trés trabalhos sugerem que o método
agrega valor progndstico a marcadores isolados como:
indice Tornozelo-Braquial (ITB), diabetes e Proteina C
Reativa (PCR) de alta sensibilidade.

Em conclusdo, a VMF da artéria braquial prediz risco
cardiovascular, porém ndo é estabelecido seu valor
preditor incremental a modelos progndsticos clinicos,
ndao havendo, até o momento, evidéncias sélidas que
amparem seu uso na rotina clinica para predigdo de risco
cardiovascular.

Palavras-chave

Fungdo endotelial; vasodilatagdo mediada por fluxo;
artéria braquial; progndstico; aterosclerose.
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Introducéo

No Brasil, as doengas do aparelho
circulatério sdo responsaveis pela maior
mortalidade proporcional por grupos de

causas (32%), sendo as doengas isquémicas do
coragdo a segunda taxa mais elevada de
mortalidade, de 48,5 por 100 mil habitantes ao
ano'. Portanto, a estratificagdo de risco de
eventos cardiovasculares em portadores de
algum grau de aterosclerose é uma area
importante de pesquisa, em busca de
marcadores  aprimorados da  avaliagdo
progndstica, numa tentativa de modificar a
evolugdo clinica.

A disfuncdo endotelial participa como
elemento-chave na aterogénese, e todos os
fatores de risco maiores para doenga
cardiovascular estdo a ela associados, além de
ter comprovado envolvimento nos processos
isquémicos agudos, relacionando-se
diretamente com a instabilizagdo da placa
aterosclerdtica.

Os estudos pioneiros de Furchgott e
Zawadzki* comprovaram o papel do endotélio
na regulagdo do tonus vascular e que o
método da Vasodilatagio Mediada por Fluxo
(VMF) da artéria braquial permite avaliar a
fungdo endotelial, sendo capaz de fornecer
informagdes fisiopatoldgicas e diagndsticas. A
VMF mede as mudangas do diametro da
artéria braquial em resposta ao aumento de
fluxo por hiperemia reativa (resposta
dependente do endotélio) e nitrato sublingual
(ndo dependente do endotélio), como
padronizado pela International Brachial Artery
Reactivity Task Force’. Quanto as técnicas
usadas, a automatizada é mais robusta e
acurada®; contudo, a técnica manual também é
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confidvel, possibilitando seu wuso para
diagndstico e monitoramento da fungdo
endotelial’. Nesta atual revisdo, pretende-se
avaliar o método quanto aos seus dados
progndsticos.

Apesar das relevantes informagGes que a
VMF da artéria braquial oferece e de ter o
endotélio importante papel na aterosclerose,
os trabalhos sobre fungdo de marcador
prognostico sdo bastante recentes e estdo
emergindo como uma perspectiva para o
arsenal avaliador de risco individual e mesmo
de potenciais alvos terapéuticos. Contudo,
como toda evolugdo do conhecimento, as
publicagdes nessa darea surgem revelando
heterogeneidade quanto a aspectos
metodoldgicos, que comprometem uma
conclusdo segura a respeito do tema. Dessa
forma, o intuito dessa revisdo foi,
especialmente, organizar as informagdes da
literatura para saber se o conhecimento
cientifico, disponivel até o momento, permite
concluir sobre a capacidade preditora da
fungdo  endotelial quanto a eventos
cardiovasculares, em individuos portadores de
aterosclerose.

Métodos

Pesquisa da literatura

A base de dados MEDLINE (Medical
Literature Analysis and Retrieval System) foi a
principal fonte para revisdo sistematizada de
trabalhos sobre o tema. Para pesquisa de
trabalhos ndo indexados no MEDLINE e
realizados na América Latina, foram utilizadas
as bases de dados SCIELO (Scientific
Electronic Library Online) e LILACS (Literatura
LatinoAmericana e do Caribe em Ciéncias da
Saude), aplicando-se as mesmas palavras-
chave do MEDLINE. As referéncias de cada
artigo original e de artigos de revisdao foram
checadas a fim de selecionar estudos que nao
tenham sido identificados pela pesquisa nas
bases de dados.

Inicialmente, o dicionario MeSH (Medical
Subject Heading Terms) foi utilizado para
definicdo dos termos para pesquisa nos titulos
dos trabalhos. As expressdes endothelial
function ou endothelial dysfunction ou flow
mediated vasodilation ou reactive hyperemia
foram escolhidas para combinagdo com os
termos prognosis ou prognostic value ou
cardiovascular events e com o termo
atherosclerosis, totalizando 12 combinagGes
de trés termos, utilizando-se a conjungdo
AND. Ap6és leitura dos titulos e dos resumos
encontrados, os estudos com as seguintes
caracteristicas foram selecionados: estudos de
coorte prospectivos, em seres humanos, com
amostras superiores a 60 individuos, que
analisaram a fungdo endotelial,
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especificamente, com o método ndo invasivo
da VMF da artéria braquial e com populagGes
portadoras de algum grau de aterosclerose,
periférica ou coronariana. Trabalhos com
evidentes vieses metodoldgicos foram
excluidos.

Na compilagdo dos dados, para cada artigo,
foram registrados: autor, perfil da populagdo,
tamanho da amostra, idade média dos
sujeitos da pesquisa, desfechos considerados,
periodo de seguimento, capacidade preditora
e predicdo independente. Foram também
analisados risco relativo e valor incremental,
bem como o uso adequado das covariaveis.

Desfechos avaliados

Para  selegdo dos artigos foram
considerados os eventos mais duros, como
morte cardiovascular, infarto do miocardio,
angina instavel e acidente vascular cerebral
isquémico. Ndo fizeram parte da andlise
principal desfechos menos robustos, como re-
estenose de stent, necessidade de
revascularizagdo, angioplastia ou ocorréncia
de arritmias cardiacas.

Critérios de avalia¢do da qualidade dos
trabalhos

Os seguintes critérios foram avaliados para
julgamento da qualidade dos estudos: se foi
realizada analise multivariada, e caso positivo,
se a metodologia de inclusdo das covaridveis
seguiu exigéncia de significancia, além de e se
todas aquelas consideradas importantes por
plausibilidade bioldgica foram incluidas no
modelo. Itens considerados relevantes, como
andlise do valor incremental, randomizagdo
da populagdo, tamanho da amostra,
cegamento, utilizagdo do método padronizado
da VMF, tempo de seguimento e técnica para
coleta dos eventos, foram todos checados.

Resultados

Selecéo dos estudos

Foram encontrados 217 trabalhos no MEDLINE, 10 no
LILACS e um no SCIELO. As razdes de ndo inclusdo dos
trabalhos foram: andlise metodoldgica da fungdo
endotelial outra que ndo a VMF da artéria braquial;
populagdo de individuos sadios ou com outras patologias,
mas sem aterosclerose, porque ndo eram coortes
prospectivas ou eram estudos experimentais em
modelos animais. A sele¢do dos registros identificados
encontra-se no diagrama, segundo protocolo do PRISMA
(preferred reporting items for systematic reviews and
meta-analyses)® (Figura 1).

ApOs a selegdo, o conjunto final consistiu de 15 artigos
(Tabela 1), todos na lingua inglesa, da base de dados
MEDLINE. Todos os trabalhos selecionados foram com
individuos portadores de aterosclerose, tanto na Doenga
Arterial Periférica (DAP) como na coronariana (DAC), em
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situagdo estavel e em fase aguda da sindrome. O periodo
das publicagGes foi entre 2000 e 2009.

Caracteristicas dos estudos

A busca para avaliar a capacidade preditora do
método da VMF, em portadores de aterosclerose,
iniciou-se recentemente, em 2000’. As amostras
populacionais foram de no minimo de 73 até no maximo
de 444 participantes™®,

Tanto revistas especializadas de imagem quanto as de

A utilizacdo da metodologia correta na aferigdo da
vasodilatacdo endotélio dependente ndo sofreu variagdo
significativa entre os trabalhos, embora falte a citagdo da
diretriz mais recente °, publicada em 2002, em metade
das publicagdes que surgiram apos este artigo. A aferigdo
da vasodilatagdo ndo dependente do endotélio, com uso
de nitrato, variou significativamente, tendo, inclusive,
faltado em numero expressivo dos participantes de
alguns estudos™®.

De modo geral, pode-se considerar satisfatéria a
qualidade dos trabalhos apresentados, tendo como

&
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c pesauisa de banco de
2 (N=22) Redaistros
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— com foco em
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endotetue néo a
S Artioos
3 Artiaos completos excluidos.
3 para ———— questdes
® (n 8 auséncia de
i important
(h=
zg A
= Estudos incluidos
2 sintese
= h 5

pesquisa clinica publicaram trabalhos sobre o tema,
sendo nestas ultimas o maior predominio de artigos
relacionados a esta revisdo. Revista de prestigio
internacional, como o Journal of The American College of
Cardiology, abrange quatro dos 15 artigos selecionados®
" PublicagBes nacionais de ensaios clinicos
randomizados sobre o tema especifico da revisdo ndo
foram encontradas. Existe registro nacional de uma
revisdo com portadores de diabetes tipo 1, concluindo
que a detec¢do precoce da disfungdo endotelial tem
valor progndstico para o desenvolvimento de
complicagdes vasculares e sugerindo que pode ser
importante em estratégias de prevengdo primdria de
eventos cardiovasculares”.
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parametros para julgamento a preocupac¢do na inclusdo
de covaridveis importantes e realizagdo rotineira de
andlise multivariada. No entanto, ficou prejudicada a
avaliagdo do valor incremental sobre marcadores ou
escores estabelecidos.

As investigacbes em portadores de DAP foram
publicadas em quatro estudos e demonstraram ser a
disfungdo endotelial preditora independente de eventos
cardiovasculares nos pacientes clinicos e nos cirdrgicos.
Os desfechos

Fig. 1 — Diagrama da selegdo dos registros para a revisao
sistematica
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cardiovasculares considerados nesses estudos foram:
morte de causa cardiaca, infarto do miocardio, angina
instavel, insuficiéncia cardiaca, procedimento de
revascularizagdo miocardica e acidente vascular cerebral.

Foram 11 artigos publicados a respeito do valor
preditor da fung¢do endotelial avaliada pelo método
ultrassonografico da VMF da artéria braquial, quanto ao
risco de eventos cardiovasculares em individuos
coronarianos. Desses, os trés trabalhos em populagGes
com sindrome coronariana cldssica confirmaram
positivamente sua capacidade preditora, sendo dois em
infarto agudo do miocardio (IAM) sem
supradesnivelamento e um em IAM com
supradesnivelamento do segmento ST.

Oito estudos que contemplaram diversos espectros da
coronariopatia, como doenga estavel, selecionados para
implante de stent, portadores de dor toracica ou de teste
isquémico alterado encaminhados para cateterismo,
revelaram  discordantes informagGes do  valor
prognostico do método, sendo cinco favoraveis e trés,
opostamente, negando qualquer potencial de predicdo.

Anélise do valor prognéstico

As evidéncias disponiveis sdo crescentes,
porém ainda sdo poucas as publicagGes que
exploraram o tema do valor progndstico da
hiperemia reativa. Todos os trabalhos
reconhecem a importancia da fungdo
endotelial; contudo, a valorizagdo da sua
capacidade progndstica mostra-se
controversa.

Sera analisado o valor prognéstico da VMF
em portadores de aterosclerose, quanto a trés
aspectos: o valor progndstico geral (analise
univariada), o valor prognodstico independente
(analise multivariada) e o valor prognodstico
incremental (estatistica C). Nesses tdpicos,
serdo apresentadas as evidéncias da
importancia progndstica da VMF em diferentes
populagdes portadoras de doenga
aterosclerdtica, permitindo observar as
diferengas entre os trabalhos e a influéncia da
doenca nos resultados.

Tabela 1 - Caracteristicas dos Ensaios Clinicos que Avaliaram a Capacidade Preditora de Eventos
Cardiovasculares da Vasodilatagao Mediada por Fluxo em Portadores de Aterosclerose

Autor
Revista . Idade Seguimento  Predi-cdo Predicao Qual!dade Valor
Ano Populacéo N Desfechos S Indepenente do ajuste Incremental
(anos) (meses) (univaiada) T PP
(ref) (multivariada (covariaveis) *
Eventos CV (morte
Akcakoyun, cardiaca, IM, Al,
Coron DAC-PTCA 135 58 £ 10 IMSST, AVC, e 12 Sim Sim Boa N&o testou
Artery Dis, 2008 reestenose intra-
stent
IM fatal e ndo fatal,
Brevetti Al, RM, isquemia N&o testou
Circulation, 2003 DAP 131 63 +10 gxtrgmldades 2310 N&o Sim Regular (relagdo
inferiores com ITB)
Morte de causa
vascular, AVC, IM,
Al,
eventos .
gha;.’ |J g&go” DAC 152 56+6  periféricos, 3410 Sim S';\XNMF/ Regular NAo testou
araiol, Revascularizagdo-
(endarterectomia
de car6tida, PTCA,
RM)
Fathi, J Am Coll Risco de Eventos CV e
Cardiol, 2004 eventos 444 58 +14 morte por todas as 24(10-24) Sim Nao Boa Né&o testou
coronarianos causas
Eventos CV: morte
Frick, 3 Am Coll Encaminhados cardiaca, IM, = ~ =
Cardiol, 2005 para CAT 398 54+9 PTCA, 39+12 Nao Nao Regular Na&o testou
RM, piora angina
Eventos pés-op:
Gokee Morte cardiaca,
Circulation, 2002 DAP-(pré-op) 187 67+11 M, o 01 Sim Sim Boa Né&o testou
Al, FV isquémica,
AVC
Gocke, J Am Coll Morte cardiaca,
Cardiol, 2003 DAP-(pré-op) 199 67 + 10 IM, Al, AVC 14 Sim Sim Boa Na&o testou
N&o testou
Guazzi M, IntJ 1AM, IC, RM, . . (relacé@o
Cardiol, 2009 IAMSSST 179 65+ 10 PTCA 14 9,5 Sim Sim Boa com
diabetes)
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Huang AL,
Arterioscler Morte cardiaca
Thromb Vasc DAP-(pré-op) 267 66 £11 ! 10 Sim Sim Boa Nao testou
- IM, Al, AVC
Biol, 2007
IM, N&o testou
Huang PH, Clin Dor hospitalizagdo . . (relacéo
Cardiol, 2007 precordial tipica 205 63+14 por IC, PTCA, 24(8-37) Sim Sim Regular com
RM, AVC PCRas)
Karatzis, Am J Morte CV,
Cardiol, 2006 SCASSST 98 63+11 IM, AVC, 25+6 Sim Sim Boa N&o testou
Al
Encaminha
Neunteufl, Am J dos para Morte, IM, PTCA, . . ~
+ N
Cardiol, 2000 CAT (mista) 73 49 +11 RM 60(53-66) Sim Sim Boa Nao testou
Takase, Morte cardiaca,
Cardiovascular IM, . . ~
Ultrasound, 2008 DAC 103 62+9 Al IC aguda por 50 £15 Sim Sim Boa N&o testou
isquemia
Veneri, Int J
Cardiol, 2007 Dor precordial 195 60 + 10 Morte, IAM, RM 27 Néo N&o Boa N&o testou
IAMCSST/
Wang, Coron PTCA
9. ~ priméaria de 101 62+9 Eventos CV 12+3 Sim Sim Boa N&o testou
Artery Dis, 2009
resgate bem
sucedida

*Valor incremental é testatdo pela estatistica-C (area abaixa da curva ROC) do modelo preditor usual (ex: Escore de
Framingham) com a estatistica-C de um novo modelo preditor formado da associagdo do modelo usual com o novo marcador
em questdo. Considera-se que 0 novo marcador agrega valor progndéstico se existir um incremento de pelo menos 0,05 na
estatistica-C.

DAP-doenca arterial periférica; DAC-doenca arterial coronariana; CAT-cateterismo cardiaca; IAMSSST-infarto agudo do
miocardio sem supradesnivelamento do segmento ST; SCASSST-sindrome coronariana aguda sem supreadesnivelamento do
segmento ST; PTCA-angioplastia coronariana percutanea; Al- angina instavel; AVC-acidente vascular cerebral; RM-
revascularizagdo miocardica; FV-fibrilagao ventricular; IC-insuficiéncia cardiaca; ITB-indice tornozelo-braquial; PCRas-proteina
C reativa de alta sensibilidade.

Andlise geral do valor prognéstico da VMF

Valor prognéstico da VMF

A analise univariada para avaliar a capacidade preditora da VMF quanto a eventos cardiovasculares, na maioria dos
estudos (13 dos 15), revelou significancia estatistica favoravel ao método. Os resultados se repetem com diferentes
pontos de corte para a VMF e também para perfis clinicos distintos. Apenas dois trabalhos, avaliando populagées de
coronariopatas, encontraram resultados diferentes e contrarios ao valor progndstico do método.

No estudo de Frick e cols.’, em uma populagdo de 398 individuos encaminhados para cateterismos devido a dor
tordcica ou teste ergométrico positivo, ndo houve diferenga no nimero de eventos entre os grupos abaixo e acima da
mediana da VMF da artéria braquial, no seguimento de 39 + 12 meses (HR 1,52; 95% IC 0,75 — 3,08, p = 0,24). Foram
espessura médio-intimal da artéria braquial e presenca de doenga coronariana na angiografia que apresentaram
capacidade preditora, de forma que esses resultados demonstraram maior valor para a morfologia do que para a
fun¢do do endotélio. Contudo, ha que registrar que esse trabalho ndo cita se suspendeu estatina antes de aferir a VMF
e causa admiragao ter sido acima do esperado a VMF de 7,6% para uma populagdo supostamente isquémica.

De forma semelhante, numa popula¢io de 195 pacientes internados com sindrome de dor torécica, Venneri e cols.*
ndo obtiveram significancia preditora na analise univariada para a VMF, sendo as medidas de indice de massa do
ventriculo esquerdo, fragdo de ejecdo e doenga coronariana, as varidveis que se mostraram preditores.

Valor progndstico independente da VMF

Dos 13 estudos que mostraram, na analise univariada, significancia estatistica do método da VMF na predigdo de
eventos cardiovasculares, 12 deles, também na analise multivariada, demonstraram sua capacidade preditora
independente.

Na analise da qualidade das covariaveis utilizadas nas andlises multivariadas, observou-se que muitos autores
optaram por realizar ajustes baseados, exclusivamente, em significancias demonstradas previamente nas andlises
univariadas. Caberia, em algumas situagdes, incluir varidveis, por plausibilidade bioldgica e por prévias evidéncias,
como a inclusdo de diabetes e de outros fatores classicos de risco. Nesse contexto, pode-se citar o trabalho de Huang e
cols.””, em DAC, que na andlise multivariada ajustou apenas para as covaridveis significativamente relacionadas a
eventos cardiovasculares da univariada (idade, hipertensdo, vasodilatagdo mediada por fluxo (VMF) e proteina C reativa
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altamente sensivel (PCRas)), bem como o trabalho de Brevetti e cols.”®, em DAP (dislipidemia, hipertensdo, AVC prévio,
indice tornozelo-braquial (ITB) e VMF). Ndo se detectou, ainda de forma mais representativa, em nenhuma das
andlises, ajuste para um modelo completo, como Framingham ou GRACE.

A avaliagdo do curto progndstico pos-operatério, de 30 dias, em uma populagdo grave de 187 individuos portadores
de DAP, incluindo pacientes cirlrgicos de endarterectomia carotidea, by-pass arterial periférico, aneurisma aodrtico e
amputacgdo, demonstrou a capacidade preditora independente da disfun¢do endotelial, medida pela reduzida VMF da
artéria braquial para eventos cardiovasculares (odds ratio (OR) 9,0; 95% IC 1,2 - 68; p = 0,03), juntamente com a
variavel idade, que também foi preditora (OR 2,0; 95% IC 1,2 - 3,3; p = 0,006). Também ficou demonstrado, na Curva de
Kaplan-Meier, que no mais alto tercil de VMF, maior que 8,1%, sendo relativamente normal a fungdo endotelial, o risco
de eventos foi muito baixo®™. Os mesmos autores, no ano seguinte, publicaram o valor preditor para um periodo mais
longo de seguimento, de 1,2 ano, confirmando por meio do modelo de regressdo de Cox que a VMF é preditora
independente de risco cardiovascular, bem como também sdo idade e cirurgia mais invasiva, como a endarterectomia
carotidea. Apds para controlar essas duas covaridveis, a fungdo endotelial manteve-se preditora independente, com OR
9,6; 95% IC 1,2 — 74, p = 0,03™.

Huang e cols."” confirmaram em 267 portadores de DAP encaminhados a cirurgia que tanto a reduzida
dilatagdo arterial quanto a baixa velocidade de fluxo apresentam capacidade preditora de risco
cardiovascular (OR 4,2; 95% I1C 1,8 — 9,8; p = 0,001 e OR 2,7; 95% IC 1,2 — 5,9; p = 0,0018, respectivamente),
mesmo quando ajustadas a outras variaveis de risco.

Nesses estudos, foi interessante constatar que a vasodilatagdo mediada por nitrato (VMN), ou seja, a ndo
dependente do endotélio, ndo apresentou significativo valor progndstico na predigdo de risco cardiovascular.

O estudo inicial em doenga coronariana descreveu os resultados do seguimento de uma média de cinco
anos de uma pequena coorte de 73 individuos, quanto a ocorréncia de morte, infarto, angioplastia
coronariana e revascularizagdo cirurgica, tendo dividido a populagdo abaixo e acima de 10% de VMF da
artéria braquial. Encontraram maior nimero de eventos no grupo com VMF menor do que 10% (50% X 15%,
p = 0,002). Na analise multivariada, correlacionaram-se com eventos tanto VMF quanto VMN, e também
género, com OR de 0,75, 1,25 e 3,9, respectivamente. Neste trabalho, contudo, apesar de encaminhados
para cateterismo, ndo ha clara descrigdo clinica, eletrocardiografica ou enzimatica para a caracterizagdo de
sindrome coronariana aguda (SCA), sendo uma populagdo heterogénea quanto a doenga coronariana. O
ponto de corte de 10% é considerado alto (valor normal) para uma populagdo com doenga coronariana,
podendo justificar por que ndo ocorreram mortes nos cinco anos de evolugdo, e também por que quando
ajustado para DAC (estenose = 30% em mais de um vaso) nenhum desses fatores permaneceu
significativamente correlacionado’.

A capacidade preditora do status estrutural e funcional do sistema arterial, quanto a eventos coronarianos
em portadores de DAC, foi analisada de forma multivariada, demonstrando que VMF/VMN e area da placa
aterosclerética revelavam capacidade preditora independente para eventos. Observa-se nesse trabalho que
a VMF isoladamente foi preditora apenas na andlise univariada (p = 0,03)°.

0 estudo prospectivo de Akcakoyun e cols.”, com 135 pacientes encaminhados para implante eletivo de
stent, demonstrou que o Unico preditor independente de eventos cardiovasculares e re-estenose intra stent
foi a VMF, com ajuste na analise multivariada para os fatores de risco classicos, comprimento e diametro do
stent, sexo, indice de massa corporal (IMC) e tratamento medicamentoso. Contudo, a populagdo estudada é
proveniente de pacientes excluidos de um outro estudo™ que, entre outros fatores, excluiu aqueles
individuos que apresentaram SCA e AVC, constituindo um viés de selegdo. O ponto de corte observado de
VMF nesse estudo para predi¢do foi de 7,5%.

O primeiro trabalho em SCA sem supradesnivelamento do segmento ST foi com uma amostra
populacional de 98 participantes, apenas do sexo masculino, tendo registrado 20 eventos cardiovasculares
no seguimento de longo prazo. Os portadores no primeiro tercil de VMF (<1,9%) apresentaram significativo
maior numero de eventos do que aqueles acima desse valor. A regressao multivariada de Cox, ajustando
para covariaveis adequadas, mostrou que VMF <1,9% teve capacidade preditora independente para eventos
cardiovasculares (HR 3,035; 95% IC 1,148 — 8,023, p = 0,025)*.

Em 101 pacientes com infarto do miocardio com supradesnivelamento de ST, apds angioplastia coronaria,
foram registrados 29 eventos em 12 meses de seguimento, permitindo a demonstracdo da capacidade
preditora independente da VMF (HR 0,705; 95% IC 0,573 — 0,868. p = 0,0010), diabetes (HR 2,934; 95% IC
1,314 -6,548. p = 0,0086) e fragdo de ejegdo (HR 0,900; 95% IC 0,832 — 0,973. p = 0,0082), quando ajustados
para covariaveis basais de risco. O ponto de corte sugerido nesse trabalho foi de 5,5% para significativo pior
progndstico nessa populacio®.

Contrariamente, o trabalho de Fathi e cols.®, que estudou uma coorte australiana, composta de 444
pacientes, por dois anos, a VMF, apesar de ser menor nos pacientes com eventos, ndo foi preditora
independente de eventos cardiovasculares. Essa populagdao, mista de risco para eventos cardiovasculares,
provém de hospital tercidrio, com alta prevaléncia de renais e transplantados, porém ndo declaradamente
isquémicos ou portadores de aterosclerose. As médias de VMF foram consideradas baixas (5,2 £ 6,1%) e
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compativeis com estudos em pacientes portadores de DAC. Foi a espessura médiointimal carotidea (EMIC),
o fator vascular, que independentemente, se associou com mortalidade. Numa analise do subgrupo de baixo
risco, a VMF também ndo apresentou capacidade preditora independente, e apenas em individuos
encaminhados a teste isquémico foi verificado valor progndstico independente, semelhantemente a EMIC.

Valor progndéstico incremental da VMF

N&o existiu, em nenhum dos trabalhos revisados, andlise de valor incremental, avaliada pela estatistica-C
em modelo multivariado, apds incorporagdo do novo marcador, no caso, a VMF, a um escore de risco
(Framingham, TIMI, GRACE) e o quanto essa incorporagdo agregaria ao desempenho desse escore.

Dos 15 trabalhos selecionados, apenas trés analisaram se o método da VMF adiciona capacidade
preditora em relagdo apenas a outro marcador progndstico conhecido; contudo, os modelos empregados
para testar tal hipdtese ndo permitem conclusdes definitivas.

Brevetti e cols.”® acompanharam 131 pacientes com claudica¢do, durante uma média de 23 meses, e concluiram que
uma baixa VMF da artéria braquial possui independente capacidade preditora de risco. Os autores testaram se a VMF
adiciona valor progndstico ao ITB, que ja é um indice estabelecido como poderoso marcador de risco. Nesse trabalho, a
acurdcia preditora de risco foi maior para a combinagdo dos dois indices VMF e ITB abaixo da mediana (risco relativo
(RR) 13,0; 95% IC, 3,0 — 56,2; p < 0,01) do que o ITB (RR, 6,4; 95% IC, 1,4 — 29,1; p < 0,02) e a VMF (RR, 4,8; 95% IC, 1,1 —
23,3; p < 0,05), isoladamente. Pelo método utilizado para avaliagdo incremental, podemos apenas inferir a existéncia
do valor adicional, tendo-se em conta que OR > 3 é capaz de promover um aumento clinicamente relevante na
estatistica-C (> 0,05). Como se tratou de andlise univariada esse dado pode estar superestimado.

Em individuos com infarto do miocardio sem supradesnivelamento do segmento ST, procurou-se demonstrar se a
VMF agrega valor progndstico a capacidade preditora do diabetes. Tanto VMF quanto diabetes apresentaram
capacidade preditora independente, com boa acuracia demonstrada na curva ROC, de 63% e 67%, respectivamente.
Seu melhor ponto de corte foi de 4,5%. Na analise de KaplanMeier, a sobrevida livre de eventos, no seguimento médio
de 14 meses, foi significativamente menor para o grupo com diabetes e VMF < 4,5% conjuntamente (38,5%) do que
para os demais grupos: sem diabetes e VMF > 4,5% (88,7%), sem diabetes e VMF < 4,5% (78,4%), com diabetes e VMF >
4,5% (67,7%)*. Além de a analise realizada n3o permitir conclusdes sobre a capacidade incremental, a obtengdo dos
dados por meio de revisdo de prontuarios pode ser considerada uma limitagdo a validade interna desse trabalho.

Estudou-se também a VMF em relagdo ao marcador da PCRas em portadores com precordialgia tipica e observou-se
uma significativa pior sobrevida livre de eventos em 36 meses no grupo de VMF < 6% combinado com PCRas = 1 mg/dL,
guando comparados com cada um isoladamente e com a combinagdo de VMF > 6% e PCRas < 1 mg/dL. Enquanto o RR
para o grupo de VMF > 6% e PCRas 2 1 mg/dL foi 3,36, para o grupo de VMF < 6% e PCRas > 1 mg/dL aumentou para
12,5 (p = 0,014)%.

Na populagdo estudada por Takase e cols. foi demonstrado, pela Curva ROC, equivaléncia de acuracia da VMF com o
teste ergométrico (0,67 x 0,64) e sua inferioridade da carga aterosclerdtica dada pela EMIC (0,68). Os autores ndo
testaram a capacidade incremental do método a nenhum marcador. Vale ressaltar que a maioria dos individuos nao
apresentava estenose coronariana significativa, mas de pelo menos 25% de estenose (DAC leve)®.

Discussao

Em individuos sabidamente portadores de aterosclerose periférica, a técnica da VMF reforga o papel da disfungao
endotelial na patogénese da doenca cardiovascular e tem chances de tornar-se marcador substituto de risco
cardiovascular. Na avaliagdo individual do risco cirtrgico, que depende do histérico prévio de comorbidades, do tipo de
cirurgia e do grau de emergéncia do procedimento, a VMF pode se tornar um novo parametro de avaliagdo de risco,
ajudando a identificar subgrupos de mais alto risco de eventos cardiovasculares agudos, e pode conduzir a estratégias
diagndsticas e terapéuticas especificas para cada paciente. Contudo, ndo existem registros na literatura do valor
progndstico da VMF da artéria braquial em assintomaticos portadores de DAP, quando, certamente, a importancia
clinica da disfungdo endotelial, mais precocemente diagnosticada, possibilitaria intervengdes e mudanga da evolugao,
com redugdo do risco futuro de eventos cardiovasculares.

As discordancias nos resultados dos trabalhos podem se justificar pelas caracteristicas diferentes das populagdes,
distintas situagdes clinicas e também a diversidade de anatomia coronariana. Igualmente variabilidade e falta de
emprego uniformizado do método da VMF, que ainda estd em evolugdo, antes de se tornar uma ferramenta
recomendada da pratica clinica.

Os menores valores de VMF foram observados nos trabalhos em SCA. Mesmo entre eles, diferentes pontos de corte
para a VMF foram detectados, com valor mais elevado na populagdo de IAM com supradesnivelamento de segmento
ST, comparativamente com as demais de IAM sem supradesnivelamento de ST, onde foram detectadas piores respostas
dilatadoras, e onde o papel do endotélio parece ser ainda mais importante. Provavelmente o mecanismo
fisiopatoldgico de maior instabilidade e de grande dependéncia do endotélio que envolve as SCA sem
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supradesnivelamento explique esse achado, em virtude da situagdo vasoconstrictora e pro-trombdtica da circulagdo
coronaria nessa situagdo especifica.

A maioria dos trabalhos trata de populagdes selecionadas, portadoras de doenga aterosclerdtica, podendo incorrer
no viés de “workup bias”, que em estudos progndsticos de seguimento pode levar a falso aumento de sensibilidade do
método.

Ndo é possivel comparar entre os trabalhos os diferentes RR para eventos encontrados, em razdo da grande
heterogeneidade entre eles, especialmente no aspecto da popula¢io selecionada. Observamos valores de RR de 0,7
até maiores valores de 12,5%.

Quanto a analise de agregacdo de capacidade preditora do método, que depende da capacidade incremental e da
capacidade de mudar o desfecho dos pacientes, essa ndo foi devidamente testada nos trabalhos, com um modelo
multivariado clinico que levasse em conta todas as varidveis importantes.

E preciso também fazer consideragdes sobre o custo possivel desse novo método, que por envolver ultrassonografia
e demandar tempo considerdvel para o exame devera ser maior do que exames laboratoriais e escores ja
estabelecidos. Da mesma forma, o método deverd enfrentar resisténcias para sua aceitabilidade quanto as questdes
praticas, e também da reprodutibilidade das suas medidas; portanto, dificilmente vird a substituir um marcador ja
padronizado na prética clinica.

Pode-se afirmar que a VMF preenche o conceito primario de que seus valores diferem entre os individuos com e
sem resultado (desfecho); no entanto, ainda ndo é validada prospectivamente, ou seja, a VMF sé prevé o
desenvolvimento futuro de desfechos em situagdes especificas, como demonstraram os estudos de coorte prospectivos
analisados. Ainda mais, o valor incremental do marcador em adicionar capacidade preditora a marcador padrao
estabelecido ndo foi, realmente, documentado. Nos trabalhos com SCA, por exemplo, ndo se avaliou sua capacidade
incremental aos escores ja validados, como o escore TIMI ou GRACE. De fato, a utilizagdo do método ndo mostrou, na

maioria dos estudos, que melhora a estimativa de desfechos nos ensaios clinicos randomizados.

Adicionalmente, ndo ha demonstragGes da implicagdo do uso da VMF em alterar qualquer terapia ja
padronizada, ndo sendo assim comprovada a sua utilidade clinica na avaliagdo de risco. Em relagdo a
avaliagdo de custo-efetividade, visto as constatagdes anteriores, ndo ha justificativas na pratica clinica para
custos adicionais com este teste.

Serdo necessarios estudos que avaliem esse novo marcador quanto a sua capacidade incremental de
predicdo sobre o que ja temos estabelecido como marcadores de risco, ou seja, que utilizem testes
estatisticos que identifiquem o quanto de significante informagdo progndstica incremental a VMF adiciona a
um modelo de risco que inclua marcadores ja estabelecidos. Apenas apds essa comprovagao serd possivel
também analisar se a VMF possui importantes caracteristicas para a clinica, como capacidade discriminadora
(de pacientes que no futuro terdo o desfecho daqueles que permanecerdo livres do desfecho), de calibragdo
(acuracia de predizer qual a probabilidade de um individuo apresentar o desfecho) e de reclassificagdo
(capacidade de refinar a estratificagdo de risco). Tais caracteristicas, se demonstradas, poderiam influenciar
na terapéutica e na evolugdo da doenga.

Concluséao

A VMF da artéria braquial € um método validado para aferir a fung¢do endotelial e associa-se com fatores
de risco cardiovascular. Contudo, apesar de suas fortes bases fisiopatoldgicas e dos resultados iniciais de
predigdo de risco cardiovascular, ainda ndo estd estabelecido seu valor preditor incremental a modelos
progndsticos clinicos e ndo existem evidéncias sélidas que amparem seu uso na rotina clinica para predi¢do
de risco cardiovascular.
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Acuracia e Precisdo do Método Ultrassonografico Manual de
Afericéo da Espessura Mediointimal Carotidea tendo como
Referéncia o

Método Semiautomatico

Accuracy and Precision of Ultrasound Manual Measurement of Carotid Intima-media Thickness having
Semiautomatic Method as Reference

Maristela Magnavita Oliveira Garcia, Ana Marice Teixeira Ladeia, Isis Vasconcelos Lima, Carolina Garcez
Varela, Patricia
Fontes da Costa Silva, Marilia Galeffi Rodrigues, Maria de Lourdes Lima Silva, Arménio Costa Guimardes,

Luis Claudio Lemos Correia

Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP) - Fundagéo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias (FDBC), Salvador, BA —
Brasil

Resumo
Fundamento: A tecnologia semiautomatica de detec¢do de bordas para afericdo da Espessura Mediointimal
Carotidea (EMIC), além de oferecer menor tempo de exame, apresenta minima variabilidade das medidas.

Objetivo: Testar a acuracia e a reprodutibilidade do método manual, tendo o semiautomatico como referéncia.

Métodos: Selecionadas mulheres do Ambulatdrio de Obesidade para aferi¢gdo da EMIC. A avaliagdo do método
manual (EMICmanual) foi realizada tomando-se a medida maxima do método semiautomatico (EMICsamax)
como referéncia, sendo utilizados teste de correlagdo de Pearson, grau de concordancia e variabilidades inter e
intraobservador nos dois modelos, além do teste de Kappa.

Resultados: Na amostra de 59 participantes, houve forte correlagdo da medida de EMICmanual com EMICsamax (r
= 0,84, p < 0,0001) e boa concordancia entre ambos os métodos, dada a pequena média das diferengas de 0,06
0,04 mm das medidas, com limites de concordancia no nivel 95% entre -0,02 a 0,14 mm. A concordancia na
definicdo de aterosclerose subclinica foi moderada, de 53%, (Kappa de 52% p < 0,0001). Observou-se forte
correlagdo com os métodos manual e semiautomatico, entre as medidas intra e interobservador e boa
reprodutibilidade intraobservador das medidas de EMICmanual, com diferenga média de 0,04 + 0,03 mm e limites
de concordancia no nivel 95% entre -0,02 a 0,10 mm, semelhantemente as medidas de EMICsamax, que se
repetiu na reprodutibilidade interobservador.

Conclusdao: O método manual de afericdo da EMIC pdde ser validado como método alternativo ao
semiautomatico.

Palavras-chave: Espessura Intima Média Carotidea; Ultrassonografia; Aterosclerose; Benchmarking.

Abstract

Background: The semiautomated ultrasound border detection technology for measurement carotid intima-media
thickness (CIMT) provides shorter time of exam and minimal variability measures.

Objective: To evaluate the accuracy of the manual method, taking the semiautomated as reference and the
reproducibility of the methods. Methods: Data were obtained from women of Ambulatory of Obesity directed to
CIMT measurements determination. The evaluation of the manual method (manualCIMT) was performed, taking the
maximum thickness of the semiautomated method (samaxCIMT) as reference. The statistical analyses used Pearson

correlation, degree of agreement and inter and intraobserver variabilities in the two models and Kappa test.
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Results: In the sample of 59 women, there was a strong correlation of manualCIMT with samaxCIMT (r = 0.84, p

<0.0001) and a good agreement between both methods, given the small mean difference of measures (0.06 + 0.04

mm), with limits of agreement at 95% level between -0.02 to 0.14 mm. The agreement on the definition of

subclinical atherosclerosis was moderate, 53% (kappa 52%,
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p <0.0001). The correlation between manual and semiautomated measurements in intra and inter-observer analyses

was strong. The intraobserver reproducibility for manualCIMT measures was good and similar of interobserver, with

a mean difference of 0.04 + 0.03 mm and limits of agreement at 95% level between -0.02 to 0.10 mm. For

EMICsamdx similar result was observed.

Conclusion: The manual method of measuring carotid intima-media thickness could be validated as an alternative

method to semiautomated.

Keywords: Carotid Intima-Media Thickness,; Ultrasonography; Atherosclerosis; Benchmarking.

Introducgéo

A Espessura Mediointimal Carotidea (EMIC)
apresenta associacdo independente com fatores de
risco cardiovasculares, com a carga aterosclerdtica
em diferentes sitios arteriais, eventos coronarianos
e acidentes vasculares encefélicos. A progressado da
EMIC também pode ser atenuada ou revertida com
medidas de interveng3o nos fatores de risco®.

A medida da espessura mediointimal carotidea
tem sido utilizada como desfecho substituto de
eventos cardiovasculares em ensaios clinicos, por
sua associacdo com fatores de risco para doencga
arterial coronariana e com eventos
cardiovasculares®®.

As primeiras alteragSes morfoldgicas da EMIC
podem ser visualizadas pela ultrassonografia
bidimensional, de forma ndo invasiva e com alta
tecnologia
EMIC foi

incorporada intencionando a redugao do tempo do

resolu¢gdo de imagem. A nova

semiautomatica de afericdo da
exame e da variabilidade das medidas, atribuidos
ao método manual. Em virtude do mecanismo de
deteccdo automatica de bordas, a modalidade
adiciona vantagem, especialmente para
examinadores n3do experientes, pois o programa
facilita a realizagdo das medidas, com menor
influéncia do operador, sem comprometimento da
acuracica’. No entanto, tem custo mais elevado e
nao esta disponivel em todos os laboratérios de

ultrassonografia.

Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivo testar a acurdcia do método manual,
tendo o semiautomatico como referéncia. Além
disso, a reprodutibilidade dos métodos foi avaliada.

Metodologia

Selecdo da amostra

Foram avaliadas as cardtidas de 60 voluntarias
do sexo feminino, com idade superior a 18 anos e
IMC> 25 kg/ m?, provenientes do Ambulatério de
Obesidade Docente Assistencial da Escola Bahiana
de Medicina e Saude Publica, no ano 2012. O
trabalho obteve a aprovacdo do Comité de ética
em Pesquisa da Escola Bahiana de Medicina e
Saude Publica consoante a Declaragdo de Helsinki.
Para essa pesquisa, foi excluida uma participante
em razdo de imagem inadequada para afericdo do
complexo mediointimal carotideo, resultando 59
exames para andlise.

Protocolo do estudo

Todas as  participantes responderam  ao
guestionario clinico estruturado e tiveram registrados
seus dados antropométricos e de exame fisico. Os
exames laboratoriais foram realizados em jejum de 12
horas, seguindo técnicas padronizadas pela Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial —
SBPC/ML.

A ultrassonografia das cardtidas foi realizada com

as pacientes em decubito dorsal, cabeca rotacionada
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para o lado contralateral em 452 da linha média e
minimo suporte abaixo do pescogo. As artérias direita
e esquerda foram avaliadas utilizando aparelho de
ultrassom bidimensional de alta resolugdo (Vivid 3,
GE), conectado com transdutor linear de 7,5MHz,
seguindo protocolo previamente validado®.
Inicialmente, varreduras longitudinais e transversais
das cardtidas direita e esquerda foram adquiridas
partindo-se de sua origem, passando pelo bulbo,
bifurcagdo, até os ramos. Imagens longitudinais foram
obtidas no centimetro distal de segmento da Artéria
Cardtida Comum Direita (ACCD), regido pré-bulbar,
com foco na parede afastada do transdutor, para
pesquisa de placa de ateroma e aferi¢do da medida da
espessura mediointimal carotidea, definida como a

Como padrdo de referéncia, as medidas

semiautomaticas foram realizadas por software
reconhecedor de bordas (Vivid 3 Pro IMT software
analyzer). Nesse método, a medida é iniciada com um
clique do mouse no limen do vaso, no limite do lado
esquerdo do segmento arterial de interesse e
delimitado pelo segundo clique no limite a direita, com
aproximadamente um centimetro entre eles. A
detec¢do das interfaces lumen-intima e média-
adventicia dentro do segmento arterial delimitado é
feita automaticamente com base na imagem,
intensidade e informagdo de gradiente. Sdo, em
média, 100 amostras aferidas, dependendo dos
parametros de aquisicdo de imagem, como frequéncia

e profundidade. Foram adquiridas as medidas

Método Manual

Método Semiautomatico

RCCA IMT
RtCCA IMT Sd
RtCCA IMT Max

Figura 1

distancia entre as interfaces lumen-intima e intima-
adventicia. O quadro da imagem era selecionado em
diastole, no pico da onda R do eletrocardiograma. As
medidas de EMIC foram realizadas pelos métodos
manual e semiautomatico (Figura 1).

A analise manual da EMIC foi feita através de trés
medidas ponto a ponto. O primeiro ponto era
posicionado na borda superior da linha diviséria entre
o limen e a camada intima e o segundo ponto na
borda superior da linha diviséria entre a camada
média e adventicia, determinados manualmente pelo
examinador, com aproximadamente um milimetro
entre as medidas. A EMIC manual (EMICmanual) foi
definida como a média dessas trés medidas.

semiautomaticas maxima (EMICsamax) e média
(EMICsam) da espessura mediointimal, sendo a
EMICsamax a medida utilizada para andlise neste
trabalho. A elevada precisdo se deve a utilizagdo
automatica de parametros como intensidade dos ecos
e intensidade de gradiente, em repetidas medidas,
com acompanhamento da linearidade dos contornos
luminais, sendo esse considerado o método padrdo de
referéncia da ultrassonografia para a medida da EMIC,
com significativa menor variabilidade’.

As imagens coletadas e armazenadas digitalmente
pelo mesmo examinador foram analisadas off-line, de
forma cega para as informagdes clinicas dos pacientes,
apds concluidas todas as coletas. Um segundo
também realizou as

examinador independente
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mesmas medidas, previamente gravadas. Tais

aferi¢Bes possibilitaram a analise dos dados.
Anélise dos dados

A avaliagdo do método manual foi realizada
tomando-se a medida maxima do método
semiautomatico como referéncia. A associagdo
linear entre os métodos manual e semiautomatico
foi testada utilizando-se a correlagdao de Pearson.
Apos essa primeira andlise, a acurdcia do manual foi
avaliada pelo grau de concordancia com método
semiautomatico em relagdo a medida numérica da
EMIC, bem como as variabilidades inter e
intraobservador nos dois modelos, foram testadas
aplicando-se o método de Bland e Altman®, em que
é representada graficamente a associagdo entre a
diferenca das duas medidas (eixo y) e a média delas
duas (eixo x). A média das diferengas é calculada
apods retirar os sinais negativos e os limites de
concordancia no nivel 95%, considerando-se 1,96
desvios-padrdo da diferenga.

Além disso, para a obten¢do da concordancia dos
métodos na afericdo categorica da aterosclerose
subclinica, utilizou-se o teste de Kappa. Tomamos
como ponto de corte o percentil 75 da distribuicdo
da espessura mediointimal carotidea na populagdo
estudada pelo Atherosclerotic Risk in Communities
(ARIC study), na qual, para a faixa etaria e género,
corresponde a 0,65 mm de EMIC. Considera-se que
a partir desse percentil esteja presente algum grau
de aterosclerose subclinica, com aumento do risco
cardiovascular*'**, Os resultados  foram
considerados estatisticamente significantes quando
P < 0,05, e a anadlise estatistica dos dados foi
realizada com o software Statistical Package for
Social Sciences, versdo 17.0 para Windows (SPSS
inc, Chicago, ).

Resultados

Caracteristicas da amostra

0,65 a 10 mg/L), compativel com componente
inflamatério presente. Foram registrados na
populagdo estudada 3% de tabagismo, 9% de
diabete melito tipo Il e 46% de hipertensdo arterial
sistémica (Tabela 1).

Os valores de EMIC apresentaram-se dentro da
faixa média de normalidade, como demonstrado
através dos métodos manual (0,67 + 0,11 mm) e
maximo semiautomatico (0,70 + 0,12 mm). N&o

foram registradas placas
segmentos avaliados.

Acurécia do método manual

ateromatosas nos

A medida de EMIC aferida pelo método manual

apresentou forte correlagao

medida

semiautomatica (r = 0,84, p < 0,0001) (Grafico 1). A
média das diferengas entre as medidas manuais e

semiautomaticas foi de 0,06 + 0,04 mm, sendo

Tabela 1 - Caracteristicas da amostra

Foram estudadas 59 mulheres adultas jovens
(42 £ 9,6 anos), com IMC de 35 + 6,4 Kg/m?, todas
com cintura abdominal aumentada (108 + 12 cm),
em geral com niveis presséricos normais (134 %
18,2 x 84 + 12 mmHg), glicemia média de 107 + 64
mg/dL, sendo a média do perfil lipidico
discretamente elevada em relagdo ao ideal (LDL-
colesterol 136 + 30,1 mg/dL). O marcador
inflamatdrio PCR de alta sensibilidade demonstrou
valor de mediana elevado (3,56 mg/L, variando de

Variavel (N = 59) Valor
Idade (anos) 42 +9,6
indice de massa corporal (kg/m?) 35+6,4
Pressao arterial sistélica (mmHg) 134 £ 18,2
Pressao arterial diastélica (mmHg) 84 +12
Cintura (cm) 108 + 12
Cintura/Quadril 0,90 + 0,06
Colesterol total (mg/dL) 213+ 38,2
HDL-colesterol(mg/dL) 50+ 10,4
LDL-colesterol (mg/dL) 136 + 30,1
Triglicérides (mg/dL) 136 + 68
Glicemia (mg/dL) 107 + 64
PCRas (mg/L) 3,56 (5,03) *

PCRas - proteina C reativa de alta sensibilidade;
(*) mediana e intervalo interquartil.
os limites de concordancia, no nivel 95%, entre -0,09 a
0,14 mm, conforme demonstragdo grafica pela analise
de Bland e Altman (Gréfico 2).
Na analise percentual de ocorréncia de medidas,
pelos métodos manual e semiautomatico, com
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diferencgas absolutas entre elas inferiores a 0,1 mm,
detectaram-se 52 das 59 medidas, ou seja, 88%.

A comparagdo dos dois métodos na definigdo
dicotomica de aterosclerose subclinica (ponto de corte
no percentil 75 de EMIC da populagdo, de 0,65 mm)*
mostrou concordancia de 53%, ou seja, moderada

(Kappa de 52%; p < 0,0001).

Reprodutibilidade dos métodos manual e
semiautomatico

As correlagbes entre as medidas intra e
interobservador, com ambos os métodos, foram, pelo
menos, de grau moderado, e a maioria apresentou
forte correlagdo (Tabela 2).

As medidas manuais da EMIC apresentaram boa
reprodutibilidade intraobservador. A diferengca média
foi de 0,04 + 0,03 mm, entre duas medidas realizadas
pelo mesmo observador, sendo os limites de
concordancia no nivel 95% entre -0,02 a 0,1 mm,
enquanto as medidas mdaximas semiautomaticas
mostraram ter média de diferenca de 0,04 £ 0,04 mm,
com limites de concordancia entre -0,04 a 0,12 mm.
Portanto, foram semelhantes as reprodutibilidades
manual e

intraobservador para os métodos

semiautomatico.

A comparacdo das medidas manuais por dois

observadores independentes (interobservador)
diferenca média de 0,05 + 0,05 mm, sendo os limites
de concordancia no nivel 95% entre -0,04 a 0,15 mm.
J4 as medidas semiautomaticas maximas diferiram na
média de 0,05 + 0,05 mm, estando entre -0,05 a 0,14
mm os limites de concordancia. Logo, foram
semelhantes as reprodutibilidades interobservadores

para os métodos manual e semiautomatico (Tabela 3).

Discussao

Foi demonstrado que a medida de EMIC aferida
pelo método manual apresenta muito boa correlagdo
com a medida semiautomatica maxima (r = 0,84). Os
dados também sugerem que o método manual
apresenta  concordancia  moderada com o
semiautomatico maximo, sendo documentada uma
pequena diferenca média entre os métodos. Além
disso, os limites de concordancia sdo considerados
aceitdveis para a pratica clinica e, em 88% das
medidas, as diferencas absolutas entre o manual e
semiautomatico foi menor que 0,1 mm. Entretanto, o
limite de concordancia superior indica a possibilidade
de, em alguns pacientes, ocorrerem diferencas

relevantes entre os

1,007

0,90

0,807

0,704

EMIC manual

0,60

0,507

0,404

1=0,84, p< 0,0001

T
0,40 0,50 0,60

I T
0,70 0,80 0,90 1,00

EMIC maxima semiautomatica

Gréfico 1 - Correlagdo entre EMIC manual com EMIC méxima semiautomatica.
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0,50

0,40

0,30

0,20

EMIC semiautomatica maxima - EMIC manual (mm)

-0.107 o fo) Inferior limite de concordancia
-0,20
0,30
-0,40-
-0,507
T T T T T T T
040 0,50 0,60 0,70 080 0,90 1,00

Média EMIC semiautomatica maxima e EMIC manual {mm)

Gréfico 2 — Gréfico de Bland-Altman comparando os valores da espessura mediointimal carotidea pelos métodos manual e
semiautomatico;

Linha cheia: zero; linha tracejada: média das diferencas de 0,026 mm; linhas pontilhadas: limites de concordancia superior (0,14
mm) e inferior (-0,09mm).

Tabela 2 — Correlagédo das medidas de EMIC intra e interobservador

Medida Correlacéo P
Intraobservador

EMICmanual 0,89 <0,0001

EMICSAmax 0,89 <0,0001
Interobservador

EMICmanual 0,79 <0,0001

EMICSAmax 0,86 <0,0001

EMICmanual = espessura mediointimal carotidea pelo método manual; EMICSAmax = espessura mediointimal carotidea
méaxima pelo método semiautomatico.

Tabela 3 — Reprodutibilidade intra e interobservador das medidas manuais e semiautométicas

Medida Média das diferengas* Desvio-padréo Limites de concordancia
(95%)
Intraobservador
EMICmanual (mm) 0,040 0,030 -0,020 - 0,100
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EMICSAmax (mm) 0,039 0,041 -0,041-0,121
Interobservador

EMICmamual (mm) 0,053 0,048 -0,045 - 0,149

EMICSAmax (mm) 0,039 0,041 -0,043- 0,121

(*) média calculada apds a retirada dos sinais negativos; EMICmanual = espessura mediointimal carotidea pelo método
manual; EMICSAmax = espessura mediointimal

carotidea maxima pelo método semiautomatico

dois métodos, ainda mais considerando-se a faixa normal de valores das espessuras da populagdo estudada.

A andlise de Bland e Altman mostra resultado favordvel a validagdo do método manual, tendo a EMIC
maxima semiautomatica como referéncia, principalmente levando-se em conta a reprodutibilidade do
método semiautomatico, ou seja, levando-se em conta a interagdo entre acurdcia e reprodutibilidade.

Os resultados do teste de Kappa corroboram os achados descritos de média das diferencas, havendo grau
moderado de concordancia das medidas do método manual com as medidas mdaximas do método
semiautomatico, para o ponto de corte de 0,65 mm®. Tais niveis de concordancias podem ser justificados
quando se trabalha com valores predominantemente baixos e normais, como as medidas aqui registradas®.

Foram detectadas significativas correlagbes entre as medidas na analise intra e interobservador, que
variaram de 0,79 a 0,89; contudo, o coeficiente de correlagdo avalia apenas a relagdo de replicacdo das
medidas de forma linear e n3o a concordancia entre elas, ndo sendo um bom indicador de
reprodutibilidade™.

A reprodutibilidade das medidas por ambos o métodos pdde ser confirmada pelas pequenas médias das
diferencas entre elas, tanto em analise intra como interobservador, semelhante aos resultados publicados em
importante trabalho de revisdo de 23 artigos™ e como recomendado pelo Consensus da Sociedade Americana de
Ecocardiografia em 2008, que preconiza inferior a 0,11 mm .2 Também os limites de concordancia registrados
foram valores dentro da faixa de minima variabilidade e concordantes com dados do Tromso Study, onde os
autores documentaram que em pacientes sem placas ateroscleréticas tal limite é até 0,2 mm™.

Novas técnicas ultrassonogréficas evoluiram desde as primeiras aplicagées do método na pesquisa da
aterosclerose, como mais alta resolugdao de imagem e também mais nova tecnologia para aferi¢do da EMIC,
visando, principalmente, conferir menor variabilidade das medidas, como é o caso da técnica semiautomatica®. E
importante registrar que a Forga Tarefa da Sociedade Americana de Ecocardiografia de 2008 (Consensus
Statement for the American Society of Echocardiography Carotid Intima-Media Thickness Task Force) considera
ser o método semiautomatico o mais recomendavel e mais acurado, além de otimizar o tempo de realizagdo do

exame®.

0O método semiautomatico, entretanto, demanda um custo financeiro relacionado ao software utilizado para
analisar as imagens, e por ser mais recente, ainda ndao é disponivel em muitos centros diagndsticos de imagem.
Além desse fator, na pratica, nem sempre é possivel a obtengcdo de um segmento arterial com imagem
suficientemente satisfatéria para a obtengdo das medidas semiautomaticas, sendo esse um fator limitante,
mesmo em m3os de observadores experientes'. Da selec3o inicial de 60 pacientes para esse trabalho, inclusive,
uma foi excluida, justamente por essa razdo.

A amostra constituida exclusivamente de mulheres jovens e com obesidade foi uma das limitagGes do estudo,
e estudo mais amplo do ponto de vista populacional dard maior poder de validagdo. Deve-se reconhecer também
que as andlises comparativas entre os métodos foram feitas baseadas em imagens previamente adquiridas e
armazenadas digitalmente, ndo sendo possivel avaliar a variagdo relacionada ao procedimento de aquisigdo pelo
examinador. Contudo, a inten¢do primordial do atual trabalho foi de analise da reprodutibilidade da medida da
espessura em si, ndo da sua aquisi¢ao.
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A orientacdo fornecida pelo mais recente Consenso® foi de incluir, como parte da medida da EMIC
semiautomatica, placa de ateroma identificada no segmento a ser medido. Nessa condi¢do, estimam-se
mudangas dos valores médios e maximos da espessura mediointimal semiautomatica, o que inviabiliza a
comparagdo com a medida manual simplificada. Contudo, na amostra estudada ndo foram registradas placas nos
segmentos examinados, portanto
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Concluséo
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recomendavel.
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INTRODUCTION

The cardiovascular benefits of cholesterol-lowering therapy with statins have been
shown in the primary* and secondary? prevention scenarios. Improvement in endothelial
function is one of the mechanisms involved and is considered to be a consequence of
the lipid-lowering effect of statins. Conversely, some authors suggest that the
improvement in endothelial function is also mediated by pleiotropic action,®* that is
independent of cholesterol, such as anti-inflammatory, antioxidant and antithrombotic

actions.s-7

Clinical confirmation has been limited by the difficulty in isolating the theoretical
pleiotropism from the lipid-lowering effect of statins. The advent of ezetimibe as a drug
for treating hypercholesterolemia enabled a scientific model that is appropriate for
testing the pleiotropic hypothesis by allowing the same degree of LDL-cholesterol
reduction to be obtained with a lower dose of statins.® This model is based on the fact
that ezetimibe does not interfere with the mevalonate pathway, and its effect is only
mediated by intestinal cholesterol absorption.? For the same cholesterol reduction, if
higher doses of statin promoted a greater benefit than lower doses of statin, then this
finding would represent clinical evidence favoring the pleiotropic action.

To test the hypothesis that the statin dose influences the endothelial function,
regardless of the LDL-cholesterol reduction, we conducted a randomized clinical trial.
In the present study, endothelial function was assessed by brachial arterial

flowmediated vasodilation (FMD).

METHODS
Study Design
This randomized, double-blinded and placebo-controlled clinical trial was registered
under identifier NCT01241097 on Clinical Trials.gov and conducted at the Obesity
Outpatient Clinic of the Medical School of Bahia, Brazil. The study was approved by
the Ethics Committee of the Institution, under protocol number 157/2009, and all

participants signed an informed consent form.

Sample Selection
Women who were registered in the clinic were consecutively selected according to the

following inclusion criteria: over 18 years of age, a body mass index (BMI) > 25 kg/m?
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and LDL cholesterol > 100 mg/dL. The following characteristics were exclusion
criteria: the use of statin, ezetimibe, fibrate or hormone replacement therapy in the
previous three months; triglycerides > 400 mg/dL; serum creatinine > 2.0 mg/dL; liver
enzymes at least 1.5 times above the normal reference limit; serum creatine kinase (CK)
more than three times the normal limit; pregnancy or lactation; and the presence of
heart failure, collagen diseases, acute inflammatory processes or psychiatric diseases.
Individuals who started using beta-blockers, converting-enzyme inhibitors or calcium

channel blockers in the previous four weeks were also excluded from the study.

Study Protocol

After selection, the women were randomized in blocks of three participants, for the
following treatment modalities: 1) simvastatin 80 mg, 2) simvastatin 10 mg and
ezetimibe 10 mg and 3) placebo. The following criteria for early discontinuation of the
therapy were used: intolerance to medication use; liver enzymes increased more than
three times the upper limit of normality or a single CK measure exceeded 10 times the
upper limit of normality.

Three sequential assessments were performed to evaluate endothelial function and
collect laboratory data: the first assessment was performed before treatment began; the
second occurred after four weeks of treatment; and the third and final evaluation
occurred after eight weeks. These assessments also recorded the following potential
adverse events: major (rhabdomyolysis, liver failure, kidney failure, pancreatitis,
obstructive jaundice, death), intermediate (myalgia, diarrhea and vomiting, etc.) and

minor (constipation, nausea and flatulence, etc.).

Biochemical Analysis

Blood samples were collected after 12 hours of fasting, following the techniques and
standardized methods. C-reactive protein levels were measured by commercially
available high-sensitivity nephelometric method®® (Dade Behring Inc., Newark, DE,
USA). Total plasma cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides were measured

using the enzymatic biochemical method (Dade Behring Inc., Newark, DE, USA).
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Flow-mediated Vasodilation of the Brachial Artery

A high-resolution GE model Vivid 3 color Doppler ultrasound device was used. The
exam was performed according to previously published guidelines,™ and the volunteers
were studied after fasting for four hours and resting for 10 minutes in the supine
position at a controlled temperature (22°C - 24°C). All images were recorded and
analysed by the same observer, blinded to treatment allocation. The brachial artery was
identified in the longitudinal axis, three centimeters above the antecubital fossa. A
longitudinal image with six to eight inches of the artery was obtained and considered as
basal image. Then, the sphygmomanometer was positioned on the forearm and inflated
to at least 50 mmHg above the baseline systolic blood pressure for five minutes to
occlude the artery. Subsequently, the sphygmomanometer was deflated, inducing a brief
high-flow state or reactive hyperemia, and the image of the FMD was obtained after
one minute. This image represented the endothelium-dependent vasodilation, due to the
effect of nitric oxide that was produced in response to shear stress. The moving image
was scanned beginning 30 seconds before the deflation and up to two minutes after

deflation.

Data Analysis

The sample size was estimated a priori, aiming to promote a statistical power of 90% (a
= 5%) to detect a 20% absolute difference between the groups (simvastatin and
simvastatin / ezetimibe) in the variation of FMD obtained with the treatment
(intergroup comparison). We used the pessimistic assumption that the standard
deviation of the delta in each group would be approximately 15%, which would require
13 patients in each group.

FMD was calculated as the percentage variation in the artery diameter after
hyperemia. The effect of the treatment on endothelial function was measured primarily
by the percentage variation of FMD between baseline and after eight weeks of
treatment. This variable was compared between the two treatment groups using the
Mann-Whitney test. In the intragroup analysis, the FMD measurement before and after
treatment was separately compared in each group using the Wilcoxon signed-rank test.
The ANOVA for repeated measures was used for pairwise comparison of the FMD
between the three assessments (baseline, four weeks and eight weeks). This analysis
was also used to compare the effects of the treatment when considering the three

assessments through the interaction between group and assessment. Possible
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confounding variables resulting from clinical differences between the groups were
adjusted in this analysis.

In addition, the percentage variation of FMD in the treatment groups between
baseline and the eighth week were compared with the placebo group by the
MannWhitney test. In this case, we chose not to use the simultaneous comparison of the
three groups (ANOVA) because it was a complementary analysis that did not concern
the main hypothesis of the study. The comparison between groups considering the
intermediate analysis (fourth week) was treated similarly because it was also a
complementary analysis.

The linear association between changes in LDL cholesterol and FMD was tested
by the Spearman correlation coefficient. Analysis of covariance was used to adjust the
effect of the treatments for age. Two-tailed probability levels < 0.05 were considered
significant. The results are presented as the mean + standard deviation for continuous
variables and percentages for categorical variables. Variables that were not within the
normal distribution are expressed as medians and interquartile ranges. The program
Statistical Package for Social Sciences, version 20 for Windows (SPSS Inc., Chicago,

IL), was used for the statistical analysis.

RESULTS

Sample Characteristics

The sample consisted of young adult women (43 £ 10 years) with obesity, as evidenced
by a mean BMI of 35 + 5.8 kg/m?. Mean plasma LDL-cholesterol levels were slightly
increased (137 + 31 mg/dL), whereas the median C-reactive protein level of 3.6 mg/L
(interquartile range (IQR) = 1.7 mg/L - 6.7 mg/L) suggested an exacerbated
inflammatory status. Regarding endothelial function, mean FMD were in normal range
(8.5% + 4.3%). Among all subjects, 8.7% were diagnosed with diabetes and 41% had
high blood pressure. No participant had hepatic or renal impairment.

By randomization, 16 women were allocated to the simvastatin group, 16 to the
simvastatin / ezetimibe group and 14 to the placebo group (Figure 1). There were no
significant differences between treatment groups regarding clinical and laboratory
characteristics and classes of antihypertensive drugs (Table 1), except for age, which
was higher in the simvastatin / ezetimibe group (48 + 8.1 years), followed by

simvastatin group (41 + 8.6 years) and the placebo group (40 £ 12 years) (P = 0.05).
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Flow-mediated vasodilation was similar between the simvastatin (8.4% = 4.3%),
simvastatin / ezetimibe (7.6% = 3.9%) and placebo (9.8% = 4.5%) groups (P = 0.31).
During the eight weeks of study, there were no treatment interruptions, and all
three groups presented full and identical adherence. No side effects that required
treatment discontinuation were registered. Minor symptoms were reported, of which the
most frequent was headache (one case in the simvastatin group, one case in the
simvastatin / ezetimibe group and three cases in the placebo group), followed by pain in
the legs (one case in the simvastatin group and one case in the simvastatin / ezetimibe

group) and vomiting (one case in the simvastatin / ezetimibe group).

Anti-lipemic Effect of the Treatments

A significant reduction in LDL cholesterol was similarly observed after the eight weeks
of active treatment in the simvastatin (- 27% + 31%) and simvastatin / ezetimibe groups
(- 30% = 29%) (P = 0.75). The absolute reduction was 36 + 45 mg/dL in the
simvastatin group and 45 * 36 mg/dL in the simvastatin / ezetimibe group (P = 0.57).
The placebo group showed no LDL-cholesterol reduction (Table 2 and Figure 2).

The reduction in the LDL-cholesterol levels was present after four weeks of
treatment and did not differ from the eighth week in the simvastatin group (P = 0.15) or
the simvastatin / ezetimibe group (P = 0.90).

There were no significant variations in the HDL cholesterol or plasma
triglyceride in any of the treatment groups, except for a reduction in the triglycerides in
the simvastatin group. Similarly, glucose and C-reactive protein levels remained
constant. The liver enzymes and creatine kinase had no significant changes throughout

the treatments.

Effect of the Treatments on the Arterial Flow-mediated VVasodilation

The simvastatin group showed an increase in FMD, from 8.4% + 4.3% to 11% * 4.2%
after eight weeks of treatment (P = 0.02). Similarly, the simvastatin / ezetimibe group
improved vasodilatation from 7.3% + 3.9% to 12% + 4.4% (P = 0.001). In relative
terms, the variation in arterial vasodilation had a median value of +39% (IQR = 2.2% -
105%) in the simvastatin group, which was similar to the +41% (IQR = 13% - 227%) in

the simvastatin / ezetimibe group (P = 0.36). This comparison remained non-significant
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after adjusting for the age difference between these two groups (ANCOVA, P = 0.30).
The placebo group showed a minimal change in arterial vasodilation, with a median of
+6.2% (IQR = -6.6% - 56%), with no significance when comparing the baseline and the
eighth week measurements (P = 0.28) (Table 3 and Figure 3).

When performing pairwise comparisons of the three assessments (baseline, four
weeks and eight weeks) by repeated measures ANOVA, the simvastatin (P = 0.045) and
the simvastatin / ezetimibe groups (P = 0.001) showed significant variation, which was
different from the placebo group (P = 0.25). In this analysis, there was no interaction
between group and time point assessment when only the active treatments were
considered (P = 0.30), suggesting that these two groups showed similar variation.

Unlike the effect on LDL-cholesterol, the four weeks of treatment were not
sufficient to affect the arterial FMD, although a trend of improved vasodilation was
already observed at this intermediate assessment. This improvement was represented by
a median of +27% (IQR = -13% - 63%, P = 0.09) in the simvastatin group and +25%
(IQR =-4% - 92%, P = 0.03) in the simvastatin / ezetimibe group.

There was a negative correlation (r = -0.33, P = 0.03) between the variations in

LDL cholesterol and FMD when the three groups were analyzed together (Figure 4).

DISCUSSION
The present study suggests that the improvement in endothelial function promoted by
statin therapy depends primarily on the lipid-lowering effect, with no evidence of
pleiotropic action. The pleiotropic hypothesis was tested using different doses of
simvastatin (80 mg versus 10 mg), under the assumption that a dose-response gradient
would be apparent if such a mechanism were present. To prevent the degree of
LDLcholesterol reduction from being a confounding factor, ezetimibe was administered
to the group with the lower dose of simvastatin, which provided the same lipid-
lowering effect of the high-dose group. Thus, when observing that both therapies
showed the same benefit to endothelial function, we conclude for the absence of a dose-
response gradient.

In addition to this result, some secondary findings deserve attention. First, the
presence of a placebo group that did not show any changes in the endothelial function
assures us that the improvement observed in the two active treatment groups was not

due to the regression toward the mean phenomenon. Second, the negative correlation
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between the magnitude of LDL-cholesterol reduction and the improvement of
endothelial function presents further evidence in favor of the anti-lipemic mechanism.
Finally, regarding the anti-inflammatory mechanism, the treatment did not reduce the
Creactive protein level in any of the groups, making it unlikely that preventing
inflammation was an additional mechanism to improve endothelial function.

A recent study by Westerink J et al.*? corroborates our results. This study
demonstrated the same endothelial effect of high-dose simvastatin versus low-dose
simvastatin combined with ezetimibe in patients with metabolic syndrome. Similar

|13

findings were also reported by Settergren M et al.™ in patients with diabetes or

coronary artery disease. In contrast, Liu et al.*

only obtained improved FMD with
higher doses of simvastatin and suggested pleiotropic benefits, resulting from the use of
statins, based on the four weeks results. This choice for short-term follow-up may have
precluded the observation of the effects that depend on a longer treatment time.
Futhermore, in this study, the variation of FMD was not the primary objective.

Some limitations of the present study should be recognized. First, the sample
studied only included overweight women. Because it was a small study, we chose to
include a homogeneous sample homogenization, exclusively with females. The
selection of overweight women aimed to include a group that is predisposed to changes
in endothelial function,® increasing the possibility of observing the corrective effect of
the therapy. Although this restricted sample population can be justified, we must
recognize that it reduces the scope of the study to the general population. Second, the
degree of dyslipidemia in our sample was small, which may have underestimated the
benefits of the lipid-lowering therapy. Finally, we must remember that the study tested
a surrogate outcome (purely mechanistic purpose) and cannot be interpreted as evidence
that the clinical effects of the two therapies are similar.

In conclusion, this randomized clinical trial demonstrates that cholesterol
reduction is the fundamental mechanism underlying the endothelial function
improvement that is obtained with statins, making it unlikely that pleiotropic

mechanisms exert a relevant influence.
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Table 1. Comparison of baseline clinical and laboratory characteristics between the treatment groups.

Simvastatin  Simvastatin/Ezetimibe Placebo P Value
Sample Size 16 16 14
Age (years
ge (years) 41+86 48 8.1 40+12
Body mass index (kg / m?) 5+4.3 36+4.4 36+86
Waist (cm) ,
S7+76 108 £9.9 107 +17
Waist-to-hip
e+ )T 0.92+0.67 0.91+0.56
SBP (mmHg)
133+ 15 132+ 18 130 £18
DBP (mmHg) 85+9 8613 gL+ 14
Total 205 + 29 225+ 47 206 + 33
Cholesterol
(mg/dL) 49+11 52+12
HDL- 13225 145 + 40 136 £ 27
cholesterol (mg
/dL) 125+ 51 145+ 92 Lo Al
LDL- 3.9 3.0
(mg/dL) 94+13 123+82
Triglycerides 29+7.3 2983
(mg/dL)
C-reactive 0.83%0.11 0.79 £0.12 0.85+0.18 0.05
protein (mg / 0.90
18+5.1 20+4.6 0.94
dL) 2
0.84
(12-72) 18+5.1 2046 0.86
Glucose (mg / 0.52
dL) 32+11.74 42+22.99 04 £ 19 8?2
Urea (mg / dL) 123 £ 60 168 + 88 109 + 62 0.50
Creatinine (mg 5 (31%) 6 (38%) 0.46
g 022
AST (U/L) 2(13%) 0(0%) 20+11 0.42
ALT (U/L) 1(6.3%) 2 (13%) 20+ 11 8-55
71
GGT (U / L) 42 £23.70 0.71
Creatine kinase (mg/ dL) 0.27
Hypertension 8 (57%) 83;
ACEI 4 (29%) 0:07
ARB 2 (14%) 0.75
Flow-mediated vasodilation
8.4% + 4.3% 7.6% *+ 3.9% 9.8% + 4.5 0.31

SPB- Systolic blood pressure; DBP- diastolic blood pressure; AST- Aspartate transaminase; ALT- Alanine
transaminase; GGT- Gamma glutamyl transferase; ACEI- Use of angiotensin converting enzyme

inhibitors; ARB- Use of angiotensin receptor blockers
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Figure Legend 2. Effect of treatments on LDL cholesterol, demonstrating significant reduction in both
active treatment groups, unlike the placebo group.
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Basal 8 Weeks P Value 4 Weeks vs. :v\v/eaellilse) “
Simvastatin
LDL-cholesterol (mg/dL) 133+26 9% +44 0.006 72 +23 015
Cholesterol total (mg/dL) 205 + 29 16648 0007 14126 0'12
HDL-cholesterol (mg/dL) 49 +11 S1£12 0.48 49+98 0.97
Triglycerides (mg/dL) 125 +51 99£39 0.01 91429 0'26
Glucose (mg/dL) 96 +12 9510 0.88 93+ 11 0'28
C-reactive Protein (mg/L) 3.9(2.1-8.1) 0.65 33(21-6.4) 0:14
Simvastatin/Ezetimibe
LDL-cholesterol (mg/dL) 149 + 43 <0.001 97 £ 49 0.90
Cholesterol total (mg/dL) 226 + 51 <0.001 169 + 52 083
HDL-cholesterol (mg/dL) 54 +12 0.98 53+14 039
Triglycerides (mg/dL) 121 + 67 0.08 124 + 60 05
Glucose (mg/dL) 129+91 0.28 102 +22 0.65
C-reactive Protein (mg/L) 3.0(1.8-5.1) 0.66 20(1.7-4.2) 055
Placebo
LDL-cholesterol (mg/dL) 136 + 27 0.80 123+30 01
Cholesterol total (mg/dL) 206 + 33 0.79 52+ 14 050
HDL-cholesterol (mg/dL) 49+ 11 039 201£35 050
Triglycerides (mg/dL) 115 + 41 027 132£38 0:48
Glucose (mg/dL) 94+ 19 0.06 111+54 0.40
C-reactive Protein (mg/L) 33(1.2-7.2) 011 4.0(24-82)

0.43
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Figure legend 3. Changes of artery flow-mediated vasodilation, indicanting positive variation in the two
active groups and no variation in the placebo group.
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Basal 8 Weeks P Value 4 Weeks P Value (4
vs. 8 weeks)
Simvastatin

Flow-mediated vasodilation (%) 84443 11+42 0.02 8.6+3.6 0.03

. . . +39% +27%
Changes in flow-mediated vasodilation (2.29% — 105%) (-13% — 63%) 0.09
Simvastatin/Ezetimibe
Flow-mediated vasodilation (%) 73+39 12 + 4.4 0.001 9.1+43 0.03

. . _ +41% + 25%
Changes in flow-mediated vasodilation (13% — 227%) (-4% — 929%)
Placebo
Flow-mediated vasodilation (%) 9.8+45 10+ 4 0.28 11+22 093

+9% +13% (-

Changes in flow-mediated vasodilation

(-6.6% — 56%)

8% — 31%)

Parenthesis mean 95% confidence intervals.
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Figure legend 4. Correlations between changes in LDL-cholesterol and changes of flow-mediated
vasodilation (Spearman).
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