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Resumo

A doenca arterial coronaria constitui uma das principais doengas cardiovasculares e a
principal causa de morte no mundo. E muito frequente a sua associagio a estenose da
valvula adrtica, uma vez que partilham os mesmos fatores de risco como a hipertenséo
arterial, tabagismo, diabetes, obesidade, sedentarismo, bem como a idade, 0 sexo e 0s
antecedentes familiares. Os estudos do perfil de proteinas na urina, como meio de
diagndstico precoce na patologia em causa ainda sdo escassos, e a descoberta de
biomarcadores constitui um desafio para muito investigadores. O objetivo do presente
trabalho é analisar o perfil da expressdo proteica da urina e avaliar o impacto dos fatores
de risco, na doenca arterial coronaria e na estenose da valvula adrtica. Foram selecionados
151 pacientes, no Departamento de Cirurgia Torécica, do Hospital de Sdo Jodo, 60 com
doenca arterial coronaria, 54 com estenose aortica, 26 com estenose aortica + doenca
arterial coronaria entre os meses de abril & novembro, no ano de 2018, e 11 controlos do
estudo NETDIAMOND. A andlise do proteoma foi realizada em amostras de urina de 6
individuos com doenca arterial coronaria, 6 com estenose aortica e 6 controlos usando a
espectrometria de massa. Os dados foram analisados por avaliacdo dos fatores de risco
através do teste estatistico de qui-quadrado (p<0.05) e modelo de regressao logistica
binomial. No proteoma foram identificados 11 biomarcadores urinarios
significativamente expressos: LRG1, PGLYRP2, GM2A, ANXA2, UMOD, SECTM1,
CPN2, PGK1, ACPP, AMY2A e HP. A avaliacdo dos fatores de risco mostrou uma
associacdo estatisticamente significativa da doenca arterial coronéria, estenose adrtica e
estenose aortica + doenca arterial coronaria com a idade, o sexo masculino, a dislipidemia
e a diabetes mellitus. As principais proteinas existentes na urina destes pacientes foram
principalmente, pro-inflamatérias e do metabolismo lipidico e as que se destacaram como
potenciais biomarcadores foram 0 LRG1, GM2A, ANXA2, CPN2 e HP.

Palavras-chave: doenca arterial coronaria, estenose adrtica, expressdo proteica,

protedmica, urina, fatores de risco, doencas cardiovasculares.



Abstract

Coronary artery disease is one of the leading cardiovascular diseases and the main cause
of death globally. Its association with aortic valve stenosis is widespread, as they share
the same risk factors as arterial hypertension, smoking, diabetes, obesity, sedentary
lifestyle, age, sex, and family history. Studies of the protein profile in urine as a means of
early diagnosis in the pathology in question are still scary, and biomarkers discovery is a
challenge for many researchers. The present study aims to analyze the profile of protein
expression in urine and evaluate the impact of risk factors on coronary artery disease and
aortic valve stenosis. A total of 151 patients were selected at the Department of Thoracic
Surgery at Hospital de S&o Jo&o, 60 with coronary artery disease, 54 with aortic stenosis,
26 with aortic stenosis+coronary artery disease, between months from april to november
of 2018, and 11 controls from NETDIAMOND study. The proteome analysis was
performed on urine samples from 6 individuals with coronary artery disease, 6 with aortic
stenosis, and 6 controls using mass spectrometry. Data were analyzed by assessing risk
factors using the chi-square statistical test (p<0,05) and a binary logistic regression model.
A total of 11 significantly expressed urinary biomarkers were identified: LRGL1,
PGLYRP2, GM2A, ANXA2, UMOD, SECTML1, CPN2, PGK1, ACPP, AMY2A and HP.
The statistical results of assessing risk factors showed a statistically significant
association between coronary artery disease, aortic stenosis, and aortic stenosis+coronary
artery disease with age, male gender, dyslipidemia, and diabetes mellitus. The main
proteins in the urine of these patients were pro-inflammatory and from the lipid
metabolism and those that stood out as a potential biomarker were LRG1, GM2A,
ANXA2, CPN2 and HP.

Keywords: coronary artery disease, aortic stenosis, protein expression, proteomics, urine,

risk factors, cardiovascular diseases.
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1 Introducdo
A doenga arterial coronéria (DAC) é a principal causa de morbi-mortalidade em

todo o mundo, principalmente nos paises desenvolvidos(1). E caracterizada por um
espessamento da camada interna que reveste as artérias coronarias, devido ao processo de
aterosclerose, que consiste num processo inflamatério de baixo grau(2). Diversos fatores
de risco estdo implicados na génese da DAC, sendo estes divididos em fatores de risco
modificaveis, nos quais destacam-se a hipertensdo arterial (HTA), dislipidemia,
tabagismo, diabetes mellitus (DM), obesidade, sedentarismo, stress, e fatores de risco ndo
modificaveis como a idade, 0 sexo, a historia familiar e raca/etnia. A agressdo dos fatores
de risco, por meio de niveis elevados de lipoproteina de baixa densidade (LDL), espécies
reativas de oxigénio como radicais livres (ROS), variacGes genéticas, tensdo de
cisalhamento em areas de fluxo sanguineo turbulento e sinais inflamatérios enddgenos
como citocinas, levam a disfungdo endotelial, principal mecanismo fisiopatoldgico pelo
qual se inicia a aterosclerose(2, 3). Verificou-se que um grande nimero de marcadores
soroldgicos estdo associados a DAC e que estes podem avaliar o prognostico em pacientes
com esta patologia cardiaca, bem como outras doencas cardiovasculares (DCV)(4). Mas
muitos desafios tém sido enfrentados no diagnostico da DAC especialmente no que
concerne a sua alta prevaléncia em idosos, sendo que 0s recursos para uma analise mais
detalhada e invasiva de cada paciente séo limitados. Os modelos de risco atualmente
disponiveis preveem com precisdo o risco numa base populacional, orientando as
decisbes diagndsticas e terapéuticas em individuos, mas ndo podem ser usados como teste
de diagnostico. O desenvolvimento das DCV é um processo dinamico, existindo, por
conseguinte, uma tendéncia natural a sua progressdo(4). Como forma de tentar mitigar
alguns destes desafios, o perfil de proteinas a urina emergiu como um método nao-
invasivo, de modo a melhorar o diagnostico, progndstico e tratamento da DAC. A urina
contém polipeptideos originarios de praticamente todos os 6rgdos do corpo(4). A
atividade proteolitica na urina € baixa, de modo que o proteoma urinario é mais estavel,
0 que ndo acontece no sangue(4). Sendo assim, o presente trabalho dedica-se ao estudo
do perfil de proteinas na urina na doenca arterial coronéria e fatores de risco quando

associado a estenose da valvula adrtica.

2 Definicéo
A “Doenca Arterial Coronaria”, conhecida como doenca cardiaca aterosclerdtica,

doenga cardiovascular aterosclerotica ou doenca cardiaca isquémica (DCI)(5, 6), €



definida como um estreitamento das artérias coronarias, devido ao espessamento da sua
camada mais interna, causado por um processo inflamatério e fibroproliferativo(7), na
qual mecanismos imunoldgicos interagem com os fatores de risco metabdlicos para
iniciar, propagar e ativar lesdes na arvore arterial coronaria, constituindo este processo a

aterosclerose(8-10).

3 Epidemiologia

As DCV constituem a principal causa de morte no mundo(11) e na maioria dos
paises da Unido Europeia (UE), totalizando cerca de 40% de todas as mortes verificadas
nos paises europeus(12). As doengas do sistema circulatério sdo uma das principais
causas de mortalidade, com cerca de 1,9 milhdes de mortes, em cada um dos Estados
Membros da Unido Europeia. As mulheres apresentam uma maior proporcao de
mortalidade (39,5%) em comparacdo com os homens (33,9%)(13). As principais formas
de DCV sédo a DCI e o enfarte. A DCI ¢ a principal causa de mortalidade na Europa,

responsavel por mais de 14% de todas as mortes nos homens e 12% nas mulheres(14).

Na Europa as DCV s&o a principal causa de morte em menores de 65 anos,
representando 29% de todas as mortes (31% de mortes em homens e 26% em mulheres),
comparativamente aos menores de 75 anos, sdo a segunda causa de morte, resultando em
mais de 26% das mortes (27% das mortes nos homens e 23% das mortes em
mulheres)(14). Portugal tem vindo a apresentar uma evolugdo positiva da taxa de
mortalidade associada a DCI, integrando o grupo de paises com melhores resultados neste
indicador de salde, havendo por isso um numero crescente de sobreviventes a longo prazo

aos eventos agudos(12, 14).

4 Fatores de risco

4.1 Fatores de risco modificaveis

4.1.1 Hipertenséo arterial
E um importante, e um dos mais significativos(15), fator de risco modificavel para

todas as manifestac6es clinicas da DAC(16), que em conjunto com os demais fatores de
risco, responde por 90% do risco atribuivel a populacéo por enfarte agudo do miocardio
(EAM) em homens e por 94% em mulheres(15). A HTA agrava a aterosclerose(17), e
estd frequentemente associada a distirbios metab6licos, como DM e dislipidemia, que
sdo fatores de risco adicionais para a aterosclerose(18). O aumento da presséo arterial
(PA) contribui para a deposicdo de lipidos(19), no desenvolvimento da placa
aterosclerdtica e influencia na relagdo entre hemodindmica pulsatil/rigidez arterial,
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aumentando a pressdo transmural nos vasos arteriais(19), bem como a perfuséo
coronéria(16), diminuindo a reserva coronaria, devido a remodelagem das artérias

coronarias e aumento da resisténcia da microvasculatura(19).

Segundo Rapsomaniki et al., pressdes arteriais sistdlica (PAS) e diastélica (PAD)
baixas, 90-114mmHg e 60-74mmHg, respetivamente, menor € o risco de desenvolver
DCV, e PAS aumentada isoladamente, maior € o efeito sobre a angina, EAM e doenca
arterial periférica (DAP)(20). Franklin et al., constataram que nos individuos menores de
50 anos, a PAD é um forte preditor de risco de DAC em comparacdo com a PAS, nos
individuos entre os 50 a 59 anos de idade, os riscos foram comparaveis para a PAS, PAD
e pressao de pulso (PP), e na faixa etaria mais avangada, o mais forte preditor de risco de
DAC foi a PP(21).

De um modo geral, a PA elevada, seja ela sistolica ou diastolica, influencia no
surgimento da DAC, e suas complicacles, independentemente da faixa etaria,

aumentando a incidéncia da DAC em 2 a 3 vezes(22).

4.1.2 Dislipidemia
A dislipidemia é amplamente estabelecida como um importante fator de risco

independente, e até mesmo um pré-requisito, para a DAC, ocorrendo antes de outros
fatores de risco importantes(23). Niveis baixos do colesterol de lipoproteina de alta
densidade (HDL-c) e as altas concentracGes de triglicéridos (TG) tém sido implicados
como possiveis preditores independentes de DCV(24-27) e uma associacdo destes é
denominada de dislipidemia aterogénica(28). O aumento das concentracdes de TG esta
associado ao metabolismo anormal das lipoproteinas, bem como a outros fatores de risco
para DAC, como a obesidade, resisténcia a insulina, DM e niveis diminuidos de colesterol
HDL-c(26). O colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), estd diretamente
associado com DAC(29-31) e no adulto jovem predizem o desenvolvimento de DAC na
vida adulta(31).

Num estudo realizado por Mahelle et al., com o objetivo de avaliar os perfis
lipidicos e sua associacdo com fatores de risco tradicionais e ndo tradicionais em
individuos com DAC conhecida, verificou-se que 41,3% dos pacientes apresentavam
dislipidemia aterogénica, e que nestes mesmos pacientes a HTA era mais comum(32).
Kabakci et al., realizaram um estudo semelhante e avaliaram o impacto da dislipidemia

na estratificacdo de risco de pacientes hipertensos e a associacao do perfil lipidico com
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outros fatores de risco cardiovasculares, e verificaram a existéncia de uma associacdo

entre os valores elevados do colesterol LDL-c e a elevada PA relativamente a DCV/(33).

4.1.3 Tabagismo
O tabagismo aumenta o risco de morbi-mortalidade por DCI, e 0 mesmo esta

relacionado com a duragéo e a quantidade de cigarros fumados por dia(34, 35). Alguns
estudos referem que o tabagismo possui uma potenciagdo aguda significativa da ativagéo
plaquetaria ocorrendo logo ap6s fumar 1 cigarro, e uma dessensibilizacdo cronica da

célula aos agentes ativadores(36).

Acredita-se que o tabagismo atua a nivel lipidico, levando ao aumento do
colesterol total a custa do LDL-c e TG e diminuicdo dos niveis séricos do HDL-c,
conduzindo a um estado pré-aterogénico, uma vez que relne todas as condigdes para
aterosclerose(37-40). Além disso, os oxidantes que se encontram no fumo do cigarro,
causam um ambiente pré-oxidativo, que juntamente com os oxidantes e radicais livres
produzidos pelo nosso organismo, levam a oxidacdo lipidica e inativacdo de diversas
biomoléculas(41). A inflamacéo, que é um dos principais processos que ocorre durante a
aterosclerose, é afetada pelos componentes téxicos do tabaco, sendo que este ativa o
sistema imunoldgico sistémico e localmente, a nivel da parede vascular, desenvolvendo
a placa aterosclerética, e aumentando a expressdo de metaloproteinases da matriz
(MMP)(42).

Hé evidéncias de que em pacientes com DAC, a cessacdo do tabagismo reduz o

risco de mortalidade por todas as causas de enfarte do miocardio ndo fatal(43).

4.1.4 Diabetes
A DM esta amplamente associada a muitos outros fatores de risco de DAC. A

obesidade € muito comum em pacientes com DM, especialmente a DM tipo 2, e esta
relacionada as DCV, neste caso a DAC, devido a um estado de inflamacdo de baixo
grau(44), caracterizado pela sobre expressao de diversas citocinas pelo tecido adiposo,
como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-
6), leptina, resistina, proteina quimioatraente de monocitos-1 (MCP-1), inibidor do
ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), fibrinogénio e angiotensina(45), aumento dos
niveis de proteina c-reativa (PCR), que varios estudos revelam ser prejudicial para a
producdo endotelial de 6xido nitrico (NO) e prostaciclina, imprescindiveis para a
complacéncia vascular, contribuindo para a disfuncdo endotelial e desenvolvimento de

placas ateroscleréticas(46-50). A adiponectina é uma hormona secretada pelo tecido
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adiposo, que limita a disfuncao endotelial, aumentando a producdo de NO, diminuindo a
expressdo de moléculas de adesdo e inibindo a oxidagdo da LDL-c. A sua producao
encontra-se diminuida nos casos de DM agravando ainda mais a disfuncdo endotelial(45,
51).

A dislipidemia, outro fator de risco, que os individuos com DM apresentam maior
risco de desenvolver(52), ocorre devido ao aumento da libertacéo de acidos gordos livres
presentes nas celulas adiposas resistentes a insulina, promovendo a producdo de
triglicéridos e, com consequente, estimulacdo da secrecdo da apolipoproteina B (ApoB)
e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (53-56). Associado a este fator esta a
diminuicdo do colesterol HDL-c, e aumento da glicosilagdo e oxidacao das lipoproteinas
(LDL e HDL), diminuindo a complacéncia vascular e facilitando o desenvolvimento de

aterosclerose progressiva(57), aumentando o risco de eventos coronarios agudos.

4.1.5 Obesidade
A obesidade, um indice de massa corporal (IMC) maior ou igual a 30kg/m?(58),

estd associada ao aumento do risco de HTA, DM tipo 2 e dislipidemia, todas estas

correspondendo aos fatores de risco para DAC(59).

A relacdo entre a obesidade e a HTA foi muito bem descrita em diversos estudos,
um deles é o estudo de coorte de Framingham, que demonstrou que 34% e 62%, dos
homens e mulheres hipertensas, respetivamente, com idades compreendidas entre 35-75
anos, era atribuida ao excesso de peso(60). E a diminui¢do do peso, por outro lado, leva
ao decréscimo do risco de HTA. No mesmo estudo verificou-se que a perda de 1,8kg ou
mais estava associada, a longo prazo, com a diminuicdo do risco de HTA, em cerca de

22% nos pacientes de meia-idade e 26% nos pacientes idosos(61).

O mecanismo exato que relaciona a obesidade com a resisténcia a insulina e outros
fatores que influenciam o risco de DM e DAC ainda nédo estdo bem estabelecidos(62).
Alguns estudos revelaram que o facto de o tecido adiposo possuir uma atividade
enddcrina levaria a um estado de pré-inflamacao, com aumento de fatores de coagulagéo
e citocinas pré-inflamatorias. Outro fator é a disfuncdo endotelial com alteragdo dos
mediadores de insulina conduzindo ao aumento da reabsorcéo renal de sédio, diminuigdo
da vasodilatacdo e aumento da vasoconstri¢do relacionada com os acidos gordos livres
circulantes(63-65).
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O aumento do IMC também esta associado ao aumento de risco de dislipidemia,
devido a niveis mais baixos de HDL-c, altos niveis de triglicerideos e colesterol LDL-c,
potenciando o risco de DAC(66-69).

4.1.6 Sedentarismo/inatividade fisica
Um estilo de vida sedentario € definido como “um tipo de estilo de vida com pouca

ou nenhuma atividade fisica”(70). Ja a inatividade fisica ¢ definida como sendo “niveis
de atividade fisica menores do que os requeridos para uma 6tima salde e prevencao da
morte prematura”(71). De certa forma estes dois termos estao associados, uma vez que a

inatividade fisica acaba levando ao sedentarismo e vice-versa.

A inatividade fisica é um fator de risco independente para aterosclerose, DCV e
diabetes(72-74). E estima-se que o sedentarismo seja responsavel por aproximadamente
um terco das mortes devido a DAC, cancro do célon e DM tipo 2(75). Diversos estudos
tém sido apresentados, desde o ano 2000, para avaliar quais as altera¢des relacionadas
com a inatividade fisica e o sedentarismo. Verificou-se que varios disturbios estdo
intimamente relacionados, como o distdrbio metabdlico, que engloba o metabolismo da
glucose diminuido(76), com maiores niveis de glucose e insulina pds-prandial(77),
diminuicdo da atividade da lipoproteina lipase, captacdo de triglicerideos no musculo
esquelético e aumento da concentracdo de colesterol(78), os distarbios vasculares, como
a rigidez arterial do conduto e reducdo da dilatacdo dependente do endotélio(79). Num
estudo de 17013 adultos canadianos, seguidos em média por 12 anos, que visava abordar
de forma abrangente a associacdo entre o sedentarismo e a mortalidade por causas
cardiovasculares relatou uma associacdo significativa dose-resposta entre o tempo
sentado e a mortalidade por todas as causas e de DCV(80). Na mesma sequéncia, um
outro estudo que avaliou a relacdo entre o tempo sentado para assistir a televisdo e a
mortalidade entre 8800 adultos australianos seguidos durante 6,6 anos (valor mediano),
verificou-se que os individuos que relataram assistir a televisao <2 horas por dia, e 0s que
assistiam >4 horas por dia, tiveram um aumento de 45% e 80% no risco de mortalidade

por todas as causas e DCV, respetivamente(81).

4.1.7 Stress
A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) classificou o stress como “epidemia de

saude do século XXI”, tendo um impacto significativo na sociedade(82).

Alguns estudos observacionais prospetivos constataram que certos fatores

psicossociais, como o isolamento social e soliddo, estavam associados a um aumento de
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50% no risco de DCV e o stress relacionado com o trabalho apresentou um risco de 40%

de novos eventos cardiovasculares(83).

O principal mecanismo envolvido no stress € o neuro enddcrino, onde hormonas
como o cortisol, adrenalina e noradrenalina sé&o libertadas fornecendo mudancas a curto
e longo prazo no comportamento, fungdes cardiovasculares, sinais enddcrinos e
metabolicos, permitindo que o individuo enfrente diversas situacfes que lhe sdo
colocadas, desde lesdes fisicas até tarefas psicossociais(84). Estas alteracfes podem
exercer efeito negativo sobre o sistema cardiovascular, levando a formacdo de placa
aterosclerdtica, HTA, resisténcia a insulina, dislipidemia e adiposidade central, que se
correlacionam com aumento de marcadores inflamatérios e ativacdo endotelial com

estado de hipercoagulabilidade e aumento do risco de eventos tromboticos(85).

Estudos revelam que o stress psicoldgico crénico, esta intimamente relacionado
com o nivel aumentado de cortisol sérico, associado a patogénese da aterosclerose e

aumentando o risco de DCI e mortalidade cardiovascular (86, 87).

4.2 Fatores de risco ndao modificaveis

4.2.1 Idade
O envelhecimento estd associado ao aumento do risco de patologias

cardiovasculares, constituindo a idade por si s6 um fator de risco independente, sendo que
diversos modelos sdo utilizados atualmente para avaliar o risco individual de DCV e todas
incluem a idade como um preditor(88), como por exemplo, 0 Framingham Risk Score
(FRS), amplamente usado nos Estados Unidos(89), o Assing Score(90), QRISK1 e
QRISK2(91, 92), Munster Prospective Cardiovascular Study (PROCAM)(93),
CUORE(94), Globorisk(95), Arriba(96) e Systemic Coronary Risk Assessment
(SCORE)(97).

Desde 2003, as Diretrizes Europeias para a prevencdo de DCV na pratica clinica
recomendam o uso do modelo SCORE, porque ele é baseado em grandes conjuntos de
dados de coorte europeus representativos(98). O SCORE estima o risco de 10 anos de um

primeiro evento aterosclerético fatal, numa faixa etaria entre os 40 e 65 anos de idade.

A associacgéo da idade ajustada a outros fatores de risco com o objetivo de avaliar
0 risco de surgimento de DCV, revelou que a idade continua sendo um preditor
fundamental de risco de DCV/(88). No entanto diversos estudos foram feitos para avaliar
até que ponto a contribuicdo da idade seria um reflexo da intensidade e da duragédo da
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exposicdo a outro risco tradicional de DCV. Um dos estudos foi 0 Framingham Heart
Study, que relatou que a auséncia de cada um desses fatores de risco tradicionais esta
associada a uma reducdo no risco de DCV mesmo em idade avangada(99). Utilizando a
coorte de Framingham, os investigadores verificaram que uma diminuicdo dos niveis da
PA e colesterol total, auséncia de intolerancia a glucose, abstinéncia tabagica, educacao
superior e sexo feminino previam aumento da sobrevida até aos 85 anos(100). Num outro
estudo, usando a coorte de Framingham, com o objetivo de avaliar quem chegaria aos 75
anos de idade, ap6s excluir individuos com cancro, DCV e diabetes antes dos 50 anos de
idade, concluiu-se que diminuir os habitos tabagicos (menos cigarros por dia), menor PAS
e aumento da capacidade vital forcada foram associados a longevidade em ambos
sexos(101). Contudo, pode-se observar que uma alteracdo no estilo de vida,
principalmente nos fatores de risco associados a DCV, conduz a uma diminuicéo de risco
de DCV associado a idade, quer nos casos mais jovens ou mesmo em idade mais
avangada(88).
4.2.2 Sexo

A DCV se desenvolve 7 a 10 anos mais tarde nas mulheres do que nos homens,
sendo a principal causa de morte em mulheres com mais de 65 anos(102). O mesmo
acontece com a DAC, as mulheres tendem a apresentar DAC mais tardiamente
relativamente aos homens(103). Acredita-se que as mulheres sao “protegidas” contra
DCV, devido a exposicdo a estrogenos enddgenos durante o periodo fértil da vida,
atrasando desta forma a manifestacdo da doenca aterosclerdtica, mas ainda nada foi
comprovado(102). Mulheres com menopausa precoce (<40 anos) tém uma expectativa de
vida de 2 anos menor em comparagdo com mulheres com menopausa normal ou
tardia(104). No estudo Women’s Ischemia Syndrome Evaluation (WISE), foi
demonstrado que mulheres jovens com deficiéncia de estrogénio enddgeno tém um
aumento de mais de 7 vezes no risco de doengas da artéria coronaria(105). As hormonas
femininas, especificamente o estrogenio enddgeno, possuem efeitos diretos na regulacéo
do metabolismo, como no tecido adiposo, por meio dos lipidos, bem como nos
marcadores inflamatdrios e sistema de coagulacdo, que afetam a vasorreatividade
sistémica(106).
4.2.3 Historia familiar

A DAC possui uma etiologia complexa, sendo uma combinacdo de fatores de risco

comumente conhecidos como tradicionais e a predisposicdo genetica(107). Muitas vezes
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alguns individuos assintomaticos, que nao se enquadram nos fatores de risco, apresentam
um elevado risco para a DAC, aparentemente sem explicacdo que a justifique. Cerca de
40% a 50% dos casos de DAC tém influéncia hereditéria na suscetibilidade a DAC(108).
Desde 1938, estudos tém sido feitos com o objetivo de revelar um padréo hereditario de
DAC, através de familias com uma predisposi¢do para DAC precoce, avaliando-se a
possibilidade desta doenca ser uma mutacdo na sequéncia de DNA de um Gnico gene. A
hipercolesterolemia familiar, um padrdo hereditario de colesterol, nessa mesma época, foi
descrita pela primeira vez entre 6 pacientes com xantomas (nddulos cutaneos devido a
deposicdo de excesso de colesterol)(109). A primeira demonstracdo de um efeito
molecular num Unico gene que pode levar ao risco de DAC, foi em 1985, num estudo
onde houve uma delecéo, perda de um segmento do cromossoma, 5 kb no recetor da LDL,
0 gene que codificar a LDL, foi identificado num paciente com hipercolesterolemia

familiar e sua progenitora(110).

Além de estudos de padrdes familiares, a sequenciacdo do genoma tem sido
desenvolvido em estudos, como 0 Genome-Wide Association Study (GWAS), uma vez
que variantes comuns ocorrem com frequéncia, sendo importante avaliar cada variante
individualmente(111). O primeiro estudo foi publicado em 2007, quando 3 grupos
independentes relataram variantes comuns no locus, local fixo num cromossoma onde se
encontra localizado determinado marcador genético, 9p21 associado a um risco
aumentado de 30% de DAC por cépia do alelo de risco(112). Desde entdo, estudos com
tamanhos de amostra progressivamente maiores tém sido realizados para avaliar o perfil
genético da DAC, tendo como resultado a identificacdo de quase 60 locus genéticos
distintos para DAC(113-118). O Rare Variant Association Studies (RVAS) também vém
sendo desenvolvidos por meio do sequenciamento genético em larga escala, apesar destes
casos ndo ocorrerem com muita frequéncia, de modo a permitir testes de associa¢ao de
variantes individuais(119). Como resultado, as variantes raras de um dado gene séo
agrupadas, permitindo uma comparacdo da frequéncia agregada entre os estratos da
doenca(120). Até entdo, foram identificados pelo menos 9 genes para 0s quais uma

agregacao de mutaces raras altera o risco de DAC(119).

4.2.4 Raca/Etnia
As diferencas raciais e étnicas sdo diretamente afetadas no que diz respeito as

doencas cardiacas, especialmente na DAC. Apesar de se ter verificado uma redugéo na

taxa de mortalidade por DAC, 0 mesmo néo se pode dizer entre grupos raciais e étnicos,
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verificando-se uma taxa de mortalidade mais alta entre 0s negros ndo-hispanicos
comparados com qualquer outro grupo racial/étnico(121-123). A posi¢éo socioeconémica
foi identificada como o principal fator das diferencas raciais e étnicas nos casos de DAC,
incluindo mortalidade e complicacbes pés EAM e revascularizagdo do miocardio(124).
Associado ao fator socioecondémico encontra-se 0 acesso aos cuidados de saude apds a
reforma(125).

Além dos fatores acima mencionados, estdo também associados os fatores de risco
para DAC, comorbidades e o estilo de vida nas diferentes etnias. Sabe-se que a
prevaléncia de HTA e a DM é maior em negros em comparagdo com os brancos(121-124,
126-129).

5 Anatomia das artérias coronarias
As artérias coronarias sdo constituidas por 3 camadas: a tinica intima, média e a

adventicia(130, 131). A camada intima é a mais interna(130, 131), é formada por uma
Unica camada de células endoteliais que se apoia sobre a membrana basal e depois na
lamina elastica interna(7). Atua como a interface entre a artéria e o sangue, e a camada
subendotelial do tecido conjuntivo(130, 131). A camada média situa-se abaixo da camada
externa e é composto pelas células musculares lisas vasculares (CMLV) rodeadas por
membrana basal e envolvido na matriz extracelular (MEC) intersticial(7). As CMLV
permitem a complacéncia do vaso arterial(130, 131). A camada adventicia é composta
principalmente de fibras de colagénio, entrelagadas com bandas de fibras elasticas,

formando uma bainha rigida a volta da artéria e restringindo o volume do vaso(130, 131).

Tunica media

Tunica externa Tunica intima

Smooth muscle [ A Endothelium

External elastic
membrane Internal elastic

membrane
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Figura 1 - Estrutura da parede da artéria coronaria. Fonte: Blausen.com staff (2014). "Medical gallery of Blausen

Medical 2014". WikiJournal of medicine 1 (2). DOI:10.15347/wjm/2014.010. ISSN 2002-4436.

6 Fisiopatologia
O evento primordial para o desencadear da DAC é o processo de aterosclerose, que

se desenvolve e progride durante décadas antes do evento agudo(2).

A aterosclerose deriva do grego atero, que significa caldo ou pasta, e esclerose, que
corresponde a endurecimento(132, 133), e pode ser descrita como um estado inflamatorio
de baixo grau do revestimento interno das artérias que é acelerado pelos fatores de risco

como a HTA, hipercolesterolemia, tabagismo, diabetes e genético(2).

A aterosclerose coronéria, um processo crénico(134, 135) e progressivo,
caracterizada pela acumulacdo de lipidos, elementos fibrosos e inflamatdrios, como
resposta ao insulto endotelial vascular, que pode resultar de perturbacdes metabdlicas e
nutricionais (hiperlipidemias), HTA, toxinas exdgenas como aquelas encontradas no
tabaco, proteinas anormalmente glicosiladas associadas com a DM, lipidos ou proteinas
modificadas oxidativamente (133, 136-138), resulta em sindrome coronéria aguda
(SCA)(2, 139), e tem uma predilecdo pelos segmentos proximais das artérias coronarias,
préxima a pontos de ramificacdo(2, 139), levando a alteracdes do fluxo sanguineo na

artéria.

Os diversos fatores de risco associados a DAC, desenvolvem lesdo no endotélio
vascular(140, 141), permitindo a entrada de lipidos e celulas inflamatdrias(7), como
mondcitos/macrdfagos, células endoteliais (CE), linfocitos T, plaquetas e CMLV(140,

141), na parede arterial.

Quando os mondcitos se encontram dentro da artéria eles diferenciam-se em
macrdéfagos que absorvem os lipidos transformando-se em macrofagos de células
espumosas, lesdes denominadas “estrias gordurosas”, o marco do inicio da

aterosclerose(7).

As lesdes iniciais ocorrem especialmente em locais onde existe uma turbuléncia no

escoamento sanguineo, condicionando as caracteristicas normais do endotélio(141, 142).

Essas estrias gordurosas podem regredir ou os macréfagos de células espumosas
que as compdem podem ingurgitar junto com os lipidos e morrerem, formando uma lesdo

mais complexa, um nucleo necrético, e liberando os seus conteGdos, levando a
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acumulacao de lipidos extracelulares e fatores de crescimento que induzem a inflamacéo,
com aumento de CMLV(7).

A migracao e proliferacdo das CMLYV resulta na formacéo de uma capa fibrosa, que
pode aumentar de tamanho e condicionar o fluxo sanguineo por meio de uma obstrucéo,
ou romper e levar a formacéo de microtrombos. O aumento da capa fibrosa é devido a
migracdo das CMLV para a tunica intima, onde se proliferam e depositam a MEC,
nutrindo as mesmas CMLYV, causando o aumento do volume da placa, e a formagéo de

uma placa avangada estavel, que se projeta para dentro do limen arterial(7).

6.1 Rotura assintomatica da placa
As placas de fibroateromas que sdo compostas por células inflamatdrias, restos

celulares musculares lisos e quantidades variadas de colesterol e éster de colesterol,
alguns dos quais estdo na forma de cristais de colesterol(2, 143), possuem um nucleo
necrotico grande(7), que se forma em algumas placas sob uma capa fibrosa composta de
colagénio, CMLYV e elastina. Quando as células espumosas migram para a parede arterial,
podem enfraquecer a capa, podendo resultar numa placa instavel, e consequente rutura da
capa, expondo o nucleo lipidico trombogénico ao limen arterial, levando a formacéo de

um trombo coronario intraluminal(2, 143).

Dependendo de vérios fatores, como a composicdo da placa, o volume da placa,
grau de estreitamento luminal, o tamanho da camada protetora e 0 meio trombético, o
trombo que se forma pode romper espontaneamente, permanecer e, subsequentemente,
ser incorporado na parede da artéria (estreitando ainda mais o lumen)(2, 143), ou crescer
e progredir para oclusdo total ou préxima da coronéria e um evento coronariano agudo
sintomatico(2, 143).

6.2 Placa hemorragica
A medida que ocorre um espessamento da camada intima, a necessidade de aporte

sanguineo aumenta, crescendo assim a vasa vasorum da tunica adventicia ou da intima.
Esses vasos sanguineos tém paredes finas tornando-os frageis. Caso ocorra o rompimento
dos mesmos, o tamanho da placa aumenta subitamente pelo aumento de grande contetdo
de células inflamatorias e lipidicas, oriundas da membrana eritrocitaria, e também pela
deposicédo de sangue(2, 144). No entanto, a medida que a placa cresce, o lumen da artéria
ndo se estreita imediatamente, pois ocorre remodelagem da parede arterial e s6 ocorre
estreitamento quando o volume da placa se aproxima de 40%(145), chamado de

remodelagem Glagoviano ou positivo, traduzindo-se no achado angiografico de que as
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placas responsaveis por eventos coronarianos agudos séo frequentemente ndo-obstrutivas

(<50% de estenose de didmetro) nas semanas até o més anterior ao evento(2, 146).

6.3 Oclusdo coronéria sintomatica
A oclusdo coronaria sintomatica ocorre quando ha formacdo de um trombo

coronério intraluminal, que em muitos casos € mais antigo que a apresentacao clinica do
EAM podendo ser com ou sem supradesnivelamento do segmento ST. O enfarte agudo
do miocéardio com elevacdo do segmento ST (STEMI), em geral, quase sempre apresenta
oclusdo coronaria total, e o grau de necrose miocardica (ou o miocardio em risco de
necrose) é maior do que no enfarte agudo do miocérdio sem elevacdo do segmento ST
(NSTEMI). O NSTEMI tem uma maior incidéncia de ocluséo coronariana total, mas se a
luz arterial ndo esta totalmente obstruida, geralmente demonstra um bloqueio grave
(>70% de estenose de diametro) em uma ou mais artérias mais frequentemente com um

trombo coronério intraluminal(2, 147).

7 Doenca Arterial Coronaria e Estenose da Véalvula Adrtica
A Estenose da Vélvula Adrtica (EA0) ndo-reumaética € o tipo mais frequente de doenca

cardiaca valvular na Europa e nos paises Ocidentais(148). E uma doenca degenerativa e
progressiva, caracterizada por um estreitamento da abertura da valvula adrtica, que
permanece caracteristicamente assintomatica por décadas, mas quando o0s sintomas
ocorrem, a sobrevida é severamente comprometida(149). A DAC esté presente em cerca
de 50% dos pacientes com EA0(150) e partilham alguns fatores de risco com esta doenca
cardiovascular aterosclerética, incluindo a idade, o tabagismo, os niveis de colesterol,
lipoproteina (a) e DM(151, 152). A sobreposicdo nos fatores de risco associados a estas
patologias sugere um processo similar da doenca(153), mas a patogénese e as vias causais
ndo sdo totalmente compreendidas(151). Durante muito tempo estipulou-se que a
calcificacdo da valvula aodrtica tricispide, resultando em EAo, fosse secundaria a um
efeito de desgaste na valvula devido ao processo de envelhecimento, mas nos ultimos
anos, evidéncias acumuladas sugeriram que a inflamacdo, deposicdo de lipidos e
calcificacdo, relacionados a patogénese da aterosclerose, sdo também responsaveis pela

calcificagdo valvar e desenvolvimento da estenose aortica calcificada(154-156).
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8 Biomarcadores urinarios e plasmaticos na DAC
Os biomarcadores sao indicadores mensuraveis de um estado bioldgico, seja normal

ou anormal e, portanto, podem ser usados num ambiente clinico no diagnostico e
tratamento de doencas. As proteinas sdo de particular interesse, pois sdo diretamente
responsaveis pela funcdo celular sendo que a expressdo anormal da proteina € uma
indicacdo de rotura celular devido a uma condicao patologica (157). Os biomarcadores
podem ser encontrados em diferentes amostras biolégicas. O sangue tem sido a fonte de
biomarcadores mais amplamente estudada do corpo. No entanto, a anélise protedmica de
amostras de sangue apresenta certas desvantagens. Durante a recolha de amostras, as
proteases sao frequentemente ativadas, 0 que gera uma gama de produtos proteoliticos,
introduzindo variabilidade na amostra(158). Além disso, 0 sangue contém 20 proteinas
de alta abundancia que correspondem a 99% das proteinas da amostra que mascaram
outras proteinas menos abundantes e potencialmente interessantes(159). Por isso a urina
despertou grande interesse nos Gltimos 10 anos. A urina é uma ultrafiltracdo do sangue
no corpo e é muito estavel em comparacao com o sangue(160). E de fcil processamento
em laboratério, podem ser obtidas grandes quantidades, e sua coleta é simples e ndo

invasiva causando minimo stress aos pacientes(161).

Usando os biomarcadores como meio de detecdo de patologias principalmente
cardiovasculares contribuindo para o diagndstico precoce como a DAC, onde a triagem
pode fornecer informacGes sobre as populagdes de risco, oferecendo a oportunidade de
iniciar um estilo de vida preventivo, tratamentos farmacol6gicos e até medidas
profilaticas como o implante de stent, visando reduzir o risco de desenvolver isquemia

cardiaca e enfarte do miocardio(162).

Na tabela 1 estdo listados alguns biomarcadores que foram identificados para
possivel diagnostico ou mesmo previsibilidade da DAC. Entretanto, irei abordar outros
biomarcadores que foram e tém sido estudados no contexto da DAC devido as suas

participacdes no processo de aterosclerose, como:

8.1 Proteina C-Reativa (PCR)
E uma proteina de fase aguda, marcador de inflamacdo sistémica(163), que é

muito sensivel a infecdo e dano tecidual(164). Apesar de ser um marcador inflamatério
inespecifico, é um forte preditor independente para risco e eventos de DAC(165, 166), e

estd associado a outras patologias como o acidente vascular cerebral (AVC)(167) e
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DAP(168). Alem disso, verificou-se que niveis circulantes de PCR estéo relacionados a
varios fatores de risco cardiovascular bem conhecidos, como obesidade, tabagismo, PA,
TG, ApoB, glicemia de jejum, frequéncia cardiaca (FC), fibrinogénio sérico e
inversamente relacionado aos niveis de colesterol HDL, tanto em criangas como em
adultos(169, 170).

Existem cerca de 25 estudos observacionais publicados desde o final dos anos 90
que confirmam a capacidade preditiva independente de PCR na estimativa de risco para
DAC(164). Também esta relacionado ao processo inflamatorio da aterogénese(171, 172)
e no prognostico da DAC(173).

8.2 Apolipoproteina C-11 (APOC?2)
A APOC2 é um ativador essencial da atividade dos complexos de lipoproteina

lipase (LPL) e desempenha um papel crucial na hidrélise de TG enddgenos e exdgenos
mediada por LPL(174). Esta proteina foi identificada em lesbes ateroscleroticas, onde se
junta com macrofagos e forma fibrilas amil6ides(175), que exercem acles pro-
inflamatdrias, possivelmente favorecendo a aterogénese(176). A concentracdo de APOC2
afeta a concentracdo de TG e a distribuicdo de particulas de HDL(177). Uma associacao
independente foi encontrada entre os niveis de TG e a concentragdo de APOC2 num
modelo incluindo idade, circunferéncia da cintura, apolipoproteina C-I111 (APCO3),
apolipoproteina E (APOE), glicose, insulina e tamanho médio de LDL em pacientes
hiperglicémicos(178), que como foi mencionado anteriormente constituem fatores de

risco para a DAC.

8.3 Dedicador da Citocinese 2 (DOCK?2)
A DOCK?2 pertence a subfamilia dedicador da citocinese A (DOCK-A) e enquanto

0s outros membros desta subfamilia sdo expressos em varios tecidos, a expressao de
DOCK?2 é restrita as células hematopoiéticas(179). Estudos recentes indicaram que esta
proteina regula os processos celulares associados a adesao, proliferacdo, apoptose celular
e, especialmente, a migracdo e ativacao de linfocitos, quimiotaxia de neutrofilos e o
desenvolvimento de celulas imunes inatas(177). A sua associacdo a aterosclerose foi
estabelecida devido a sua participagdo na diferenciacdo ou ndo diferenciagdo de CMLYV,
gue estdo na origem da progressao da placa aterosclerdtica em todos os estagios, que

incluem pré-aterosclerose, aterosclerose precoce e aterosclerose tardia(180).
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8.4 Apolipoproteina E (APOE)
E uma glicoproteina onde a sua isoforma mais comum é a E3, que facilita a

eliminacdo de certas lipoproteinas da circulagdo, enquanto as isoformas E2 e E4 tém
afinidades diferentes para o recetor de LDL, afetando as concentracdes de lipideos
circulantes. De um modo geral os polimorfismos associados a esta proteina estdo
associados a regulacdo e ao metabolismo lipidico(181). A influéncia dos polimorfismos
APOE na DAC pode ser amplamente atribuida aos seus efeitos no perfil lipidico do
sangue(182). A isoforma 2 da APOE foi associada DM tipo 2, fator de risco associado a
DAC(183).

8.5 Citocinas
Constituem um grupo de proteinas envolvidas na emissdo de sinais entre células

implicadas no processo de inflamacéo. Dentre elas, destacam-se a IL-1, IL-6, IL-10, TNF-
o e MCP-1(184-186).

A IL-1 € um mediador pro-inflamatdrio apical na inflamacdo aguda e crénica e
um crucial indutor da resposta imune inata(187, 188). Em placas ateroscleréticas
humanas, a expressao de IL-1a e IL-1p parece associar-se com a progressdo de placas
aterosclerdticas, com expressdo minima em artérias coronarias saudaveis, expressao
aumentada em placas aterosclerGticas simples e alta expressaio em placas
complicadas(189). Alguns estudos que mediram os niveis de IL-1f mostraram que os
seus niveis estavam aumentados em pacientes com maior carga aterosclerdtica(190-192),
e em pacientes com hipercolesterolemia(193). No entanto, mais dados de estudos clinicos
sd80 necessarios para a avaliacdo da relacdo entre a IL-1B e os eventos clinicos

ateroscleroticos(165).

A IL-6 é uma citocina pleiotrdpica Unica que apresenta propriedades pré e anti-
inflamatdrias, dependendo do tipo de célula-alvo. Os pacientes com coronariopatias
apresentam niveis aumentados de IL-6 e pode ser um marcador de inflamacé&o relacionado
ao risco cardiovascular(194-196). Wainstein et al., constataram que a presenca da DAC
estava associada a maiores niveis médios de IL-6 e, um nivel sérico acima de 1 pg/mL é
preditivo de DAC significativa(197). Estudos imuno-histoquimicos mostram alta
expressao de IL-6 em artérias aterosclerdticas humanas em areas ricas em macréfagos,
em regides de placas coronarias(198). Como ja foi referido anteriormente, os individuos
com DM tipo 2 apresentam risco elevado de aterosclerose(199). Os mecanismos de stress

oxidativo aumentam a IL-6 na DM tipo 2 e a IL-6 circulante estd associada com a
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resisténcia a insulina(200), e é um preditor independente de eventos

cardiovasculares(201-204).

A IL-10 é uma citocina capaz de atuar sobre diversos tipos celulares e é produzida
por uma variedade de células imunoldgicas, incluindo células T, B e macré6fagos, sendo
mais amplamente reconhecida como uma citocina anti-inflamat6ria(205, 206). Esta
interleucina medeia as vias anti-aterogénicas(165). Consequentemente, pode-se supor que
a IL-10 circulante esteja inversamente associada as DCV(207). Em humanos, placas
ateroscleroticas instaveis tém aparentemente maior expressao de IL-10 localizada em
espécimes de aterectomia imunocoradas do que placas estaveis(208). Em pequenos
estudos clinicos, os niveis de IL-10 foram relatados inalterados(209, 210),
aumentados(211, 212) ou diminuidos(213, 214) em pacientes com angina instavel em
relacdo aos controles(207). No entanto, relatou-se que a elevacdo da IL-10 circulante esta
associada a melhora(215, 216) e agravou(217) o prognostico em pacientes com sindromes

corondrias agudas(207).

O TNF-a é também conhecido como uma citocina pleiotropica que funciona
dentro de uma complexa e firmemente regulada rede de citocinas(218). Tem sido
implicado na disfuncéo e remodelagem arterial apds eventos coronarios agudos(219). A
sua sobre expressao estd associada a patogénese de condi¢bes severas como a disfungédo
miocardica e DAC(220, 221).

O MCP-1 é uma quimiocina que induz o recrutamento de leucdcitos periféricos
em tecidos(222), no caso da DAC, ela ajuda a recrutar mondcitos para a intima arterial e
ativa essas células para promover a aterosclerose(184, 223). H& provas contundentes de
que a MCP-1 desempenha um papel critico no desenvolvimento de DCV. No entanto, 0s
mecanismos moleculares subjacentes ao papel da MCP-1 no desenvolvimento e
progressdo da doenca permanecem pouco compreendidos(222). Num estudo caso-
controlo, desenvolvido por Diederik et al., European Prospective Investigation into
Cancer in Norfolk (EPIC-Norfolk), com o objetivo de investigar a relacdo entre os
polimorfismos de nucleotideo Unico de ligante de quimiocina C-C motif 2 (CCL2),
concentragfes de MCP-1 e o risco de DAC futura, ndo se encontraram evidéncias de
associacao entre os niveis séricos de MCP-1 e o risco de DAC(224). Mas no estudo
desenvolvido por Ding Ding et al., com o objetivo de relacionar os niveis séricos de MCP-
1 e de todas as causas e mortalidade cardiovascular em pacientes com DAC, verificou-se
gue niveis mais baixos e mais altos de MCP-1 estdo associados a um risco aumentado de
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mortalidade por todas as causas de DCV entre os pacientes com DAC. Mas séo

necessarias mais estudos para confirmar sua relevancia clinica(225).

8.6 CD40 soluvel (sCD40)
E uma molécula com um duplo papel pré-trombético e pré-inflamatorio(226) que

tem demonstrado promover aterosclerose e instabilidade da placa(227) e parece ter um
papel prognostico ndo apenas em individuos com aterosclerose avancada, mas também
na populacdo geral(226). No Women’s Health Study, niveis plasmaticos elevados de

sCD40 foram associados a um maior risco de eventos cardiovasculares(228).

8.7 Amiloide Sérico A (SAA)
S&o uma familia de proteinas que formam um importante componente da resposta

inflamatoria da fase aguda(229) e crénica (230). A fungdo dessas proteinas ainda é
desconhecida, mas algumas evidéncias sugerem que podem desempenhar um papel
fisiopatologico na aterosclerose(231), entre elas destaca-se o fato de SAA funcionar como
uma apolipoproteina nas particulas de HDL e pode desempenhar um papel na
modificacdo aguda do transporte de colesterol durante o stress fisiologico. A transicdo da
DAC aterosclerética estavel cronica para uma SCA estd associada a um aumento na
atividade inflamatdria dentro da placa(232), refletida num aumento nos niveis de PCR e
SAA(233). Num estudo realizado por Alistair et al., com o objetivo de avaliar a
associacdo entre as SAA e a DAC, verificou-se que os niveis de SAA estavam elevados
em pacientes com DAC aterosclerética em comparacdo com pacientes nao afetados,
evidenciando uma possivel ligagao fisiopatoldgica entre a inflamagao, o metabolismo das

lipoproteinas e o desenvolvimento da aterosclerose(231).

8.8 Moléculas de adeséo
As moléculas de adesdo sdo conhecidas por regular a formacdo de trombos,

facilitando a infiltracdo de leucdcitos, mediando a migracdo e proliferacdo de células
musculares lisas e possibilitando a deposicéo de tecido fibrético, por meio de interacbes
adesivas, estando portanto envolvidas na patogénese da DCV/(234). A expressdo focal da
proteina de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1), molécula de adesédo intercelular-1
(ICAM-1) e E-selectina foi demonstrada em placas aterosclerdticas humanas(235) e tém
sido estudadas no diagnostico precoce da SCA e na estratificacdo de risco na DAC(165).
Mas niveis elevados de ICAM-1 e E-selectina foram associados a eventos
cardiovasculares futuros em individuos aparentemente saudaveis(236, 237). Blankenberg

et al., estudaram a relacdo entre moléculas de ades&o celular circulante e a morte em
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pacientes com DAC, e constataram que a VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina foram
significativamente relacionadas com futuros ébitos por causas cardiovasculares entre
pacientes com DAC documentada, especialmente a VCAM-1 adicionado ao valor

preditivo dos fatores de risco classicos(238).

8.9 Mieloperoxidase (MPO)
E uma proteina produzida por neutréfilos, mondcitos e certos macréfagos

teciduais ativados (como em placas ateroscleroticas). Promove dano oxidativo de tecidos
do hospedeiro em locais de inflamacéo, incluindo lesdes aterosclerdticas(239-241).
Zhang et al., estudaram a associacdo entre os niveis de MPO e o risco de DAC, e
constataram que niveis séricos elevados de MPO estdo associados com a presenca de
DAC, suportando assim o papel da MPO como marcador inflamatério na DAC e sua
implicacdo no diagnostico de aterosclerose e avaliacao de risco(241). Ja Hasanpour et al.,
avaliaram a associagdo entre os niveis séricos de MPO e a DAC em pacientes com DAC,
sem diabetes, hipertensdo, obesidade e hiperlipidemia, e constataram que embora a
concentracdo de MPO seja maior em pacientes com aterosclerose, esta proteina ndo € um
preditor de DAC em pacientes sem diabetes, hipertensdo, obesidade e
hiperlipidemia(242).
8.10 Metaloproteinases de Matriz (MMP)

Também denominadas matrixinas, consistem em endopeptidases que participam
da degradacdo da matriz extracelular(243) de placas coronarias(244), contribuindo para a
desestabilizacdo da placa(243) e remodelagem das artérias coronarias(244). Vasos
humanos aterosclerdticos exibem niveis aumentados de MMP-2, MMP-3 e MMP-9,
especialmente em pacientes com SCA(245) em comparagdo com vasos humanos
saudaveis(243). Ndo ha muitos dados para a associacao entre as MMP e o prognéstico
das DCV/(245).

8.11 Fator de Crescimento Placentario (PIGF)
E uma citocina funcional que estimula a angiogénese e a migracéo aterogénica de

monocitos/macrofagos na parede arterial(246). Cassidy et al., estudaram o potencial papel
do PIGF na predig&o do risco de DAC em mulheres, através do coorte do Nurses Health
Study, e verificaram que os niveis pré-diagndstico elevados de PIGF foram modestamente
associados com o0 risco subsequente de eventos coronarios e os resultados foram

atenuados apos o controlo do HDL-c(247).
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8.12 Fosfolipase A2 Associada a Lipoproteina (Lp-PLAZ2)
E uma enzima sintetizada por células inflamatorias e plaquetas ativadas em placas

aterosclerdticas(248). Participa da modificacdo oxidativa da LDL(249).

Li et al., investigaram as associacdes entre a Lp-PLA2 e os riscos de DAC e AVC
na populacéo geral, e verificaram que a maior atividade de Lp-PLAZ2 foi associada a um
risco aumentado de DAC e AVC(250). Mallat et al., avaliaram a associagdo entre a
atividade da Lp-PLA2 e DAC em individuos saudaveis, e relataram que a atividade desta
enzima fornece valor prognoéstico adicional aos fatores de risco tradicionais e identifica

um subgrupo de individuos com alto risco de DAC incidente(251).

8.13 Complexo de Proteina 8/14 Mieloide (MRP8/14)
Também chamado de calprotectina é um heterodimero de 2 proteinas de ligagdo

ao calcio envolvidas em sinalizacdo dependente de célcio, diferenciacdo celular,
progressao do ciclo celular e interagdes com membranas do citoesqueleto(252).

Altwegg et al., investigaram a possibilidade de o MRP8/14 expresso por
mondcitos e granuldcitos infiltrados representar um mediador e um biomarcador precoce
de SCA. Verificaram que na SCA, o MRP8/14 é marcado expressamente no local da
oclusdo coronaria por fagdcitos invasores. E que a ocorréncia de niveis elevados de
MRP8/14 na circulacdo sistémica, antes dos marcadores de necrose miocardica, faz deste
complexo um dos principais métodos para detecdo de placas instaveis(252). Peng et al.,
avaliaram a associacdo entre 0s niveis séricos de MRP8/14, PCR, recetor secretor
enddgeno para produtos finais de glicacdo avancada (esSRAGE) e a ocorréncia de DAC
ou espessura médio-intimal da coronéria (IMT) quando a DAC ainda ndo foi
desenvolvida em pacientes diabéticos. Constataram que os pacientes diabéticos com DAC
tinham niveis plasmaticos elevados de MRP8/14 que também estavam positivamente
associados com a gravidade da DAC e IMT da carétida em pacientes sem DAC

clinicamente evidente(253).

9 Abordagens multi-Omicas orientadas para o estudo de doencas

cardiovasculares
A integragdo simultdnea de abordagens multi-6micas, incluindo, mas ndo limitado a

gendmica, epigendmica, transcriptomica, protedmica e metabolémica, representa uma
abordagem com um grande impacto para entender 0s mecanismos que conectam as

diversas causas identificadas da DCV e onde muitas fontes de variabilidade s&o integradas
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em modelos estatisticos para identificar as principais vias que tém maior contribuicéo
para a doenca(254). O surgimento de plataformas 6micas de elevado desempenho abriu
a possibilidade de entender com mais precisao os estadios de doencas ao nivel molecular.
Essas tecnologias analiticas sdo capazes de uma detecdo confiavel, robusta e rapida de
biomarcadores candidatos para o inicio e progressdo da doenca(255). Sendo assim, foi
desenvolvido um modelo molecular em DAC, envolvendo recolha de dados, construcéo
de uma base de dados de varidveis clinicas complementada com toda a informacéo
relativa a protedbmica adquirida através de uma meta-analise(256). Na figura 2 esta
representado um modelo multi-6mico interativo em DAC. Conjuntos de dados multi-
omicos da DAC recuperados de Doengas Cardiovasculares (CVD) em relagéo ao tipo de
entidade molecular, como por exemplo, metabolito (MET), proteinas (PRO) e microRNA
(miRNA). As entidades moleculares dos estudos foram classificadas inicialmente por
meta-analise usando uma abordagem de votos (avaliacdo de frequéncia), na qual figuras
de mérito estatisticos (por exemplo: valores de p) foram combinados pela implementacéao
do método de Fisher e a expresséo diferencial de moléculas (fold-change) atraves de uma
abordagem consensual. Apds a meta-analise, uma integracdo combinatoria no nivel de
sistemas de todas as entidades moleculares relativa a modulacdo da atividade
transcricional via avaliacdo de fatores de transicdo (TF), regulacdo pos-transcricional
determinada por interacbes microRNA-gene (computacionalmente previsto e
experimentalmente validado), interacdes proteina-proteina (PPI), avaliacdo do fluxo
metabolico e regulacdo via associacdo de genes-enzima-reacdo-composto e analise de
super-representacao dos termos de GO e vias Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG)(256).
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Tabela 1 - Resumo dos biomarcadores plasmaticos e urinérios na doenga arterial coronéria (DAC)

Biomarcado Variagao Técnica de Grupos Amostr Aplicacéo Clinica Ref
r detecdo/validaca analisados a
0
S/N SIM M/N Caso | Controlo
s (n) s (n)

APOC2 4 4 J | LC-MS/IMRM 65 163 Plasma | Previsibilidade (177
)

C4A 4 4 4 | LC-MS/MRM 65 163 Plasma | Previsibilidade (77
)

CXCL7 J J 4 | LC-MS/MRM 65 163 Plasma | Previsibilidade (177
)

DOCK2 4 4 } | LC-MS/MRM 65 163 Plasma | Previsibilidade (77
)

LBP J J 4 | LC-MS/MRM 65 163 Plasma | Previsibilidade (77
)

VTDB J J 4 | LC-MS/MRM 65 163 Plasma | Previsibilidade (177
)

LAMB1 4 J 4 | LC-MS/MRM 65 163 Plasma | Previsibilidade (177
)

iTRAQ MRM AU
C

BODG 0.48 0.87 0.61 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagnostico (257
MS/MS/MRM )

AL1Al 0.64 0.83 0.65 | iITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagnostico (257
MS/MS/MRM )

APOE 0.65 0.74 0.57 | iITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagnostico (257
MS/MS/MRM )
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AlAG1l 1.76 1.74 0.62 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagnostico (257
MS/MS/MRM )
TFF1 0.66 0.19 0.93 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagnostico (257
MS/MS/MRM )
APOD 0.65 0.14 0.89 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257
MS/MS/MRM )
KLK2 0.61 0.68 0.65 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagnostico (257
MS/MS/MRM )
KLK3 1.80 1.35 0.50 | iITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257
MS/MS/MRM )
GSTAl 0.55 0.51 0.54 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257
MS/MS/MRM )
K1C19 0.61 0.82 0.53 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257
MS/MS/MRM )
ANXAS5 1.63 1.75 0.49 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257
MS/MS/MRM )
K1C13 2.00 2.15 0.52 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257
MS/MS/MRM )
AlAG2 1.60 1.36 0.59 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257
MS/MS/MRM )
DNAS1 0.64 0.51 0.41 | iITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257
MS/MS/MRM )
SDC4 1.69 1.55 0.57 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagnostico (257
MS/MS/MRM )
AMPE 1.53 2.03 0.82 | iITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257
MS/MS/MRM )
CD166 1.46 1.61 0.69 | ITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257
MS/MS/MRM )
LYNX1 0.60 0.68 0.73 | iITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagnostico (257
MS/MS/MRM )
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NTM 0.58 0.70 0.70 | iITRAQ/LC- 22 22 Urina Diagndstico (257

MS/MS/MRM )
Sensibilidad | Especificidad
e (%) e (%)

AS 94 96 ELISA 160 20 Plasma | Diagndstico/Prognéstic | (258
0 )

PCR-as 94 93 ELISA 160 20 Plasma | Diagndstico/Prognéstic | (258
0 )

PAI-1 92 90 ELISA 160 20 Plasma | Diagnostico/Prognostic | (258
0 )

VN 70 83 ELISA 160 20 Plasma | Diagndstico/Prognéstic | (258
0 )

OX-LDL 70 75 ELISA 160 20 Plasma | Diagndstico/Prognéstic | (258
0 )

MDA 74 77 ELISA 160 20 Plasma | Diagndstico/Prognéstic | (258
0 )

S/N — grupo com estenose corondria severa versus grupo com artéria coronaria normal, S/M — grupo com estenose coronaria severa versus grupo com estenose coronaria leve a moderada, M/N —
grupo com estenose corondria leve a moderada versus grupo com artéria coronaria normal, APOC2 — Apolipoproteina C-11, C4A — Componente 4A do Complemento, CXCL7 — Ligando 7 de
Quimiocina (motif C-X-C), DOCK2 — Dedicador da Citocinese 2, LAMBL1 — Subunidade 1 da Laminina, LBP — Proteina de Ligagao de Lipopolissacarideo Humano, VTDB — Proteina de Ligacao
a Vitamina D, LC-MS/MRM - Espectrometria de Massa e Cromatografia, BODG — Dioxigenase de Gama-butirobetaina, AL1A1 — Desidrogenase Retinal, APOE — Apolipoproteina E, ALAG1 -
Alfa-1-glicoproteina Acida 1, TFF1 — Fator de Trevo 1, APOD — Apolipoproteina D, KLK2 — Kalikreina-2, KLK3 — Antigeno Especifico da Prostata, GSTAL — Glutationa S-transferase Al,
K1C19 — Queratina, Citoesquelético Tipo | 19, ANXA5 — Anexina A5, K1C13 — Queratina, Citoesquelético Tipo | 13, A1AG2 — Alfa-1-glicoproteina Acida 2, DNAS1 — Desoxirribonuclease-1,
SDC4 - Sydecan-4, AMPE — Glutamil Aminopeptidase, CD166 — Antigeno CD166, LYNX1 — Ly-6, proteina semelhante a Neurotoxina 1, NTM — cDNA FLJ57258, altamente semelhante a
Neurotrimin, OX-LDL — Lipoproteina de Baixa Densidade Oxidativa, MDA — Malondialdeido, PAI-1 — Inibidor do Ativador do Plasminogénio, VN — Vitronectona, AS — Acido Siélico, PCR-as
— Proteina C-reativa de alta sensibilidade, iTRAQ — tags Isobéricas para Quantificacio Relativa e Absoluta, MRM — Monitoramento de Reacdes Mltiplas, AUC — Area Sob a Curva.
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Figura 2 - Desenvolvimento supervisionado de um modelo molecular multi-6mico integrativo em DAC. Fonte:
Fernandes M, Patel A, Husi H. C/VVDdb: A multi-omics expression profiling database for a knowledge-driven approach

in cardiovascular disease (CVD). PLoS One. 2018;13(11):¢0207371-¢.
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10 Objetivos

10.1 Objetivo Geral
Pretendeu-se com este estudo identificar potenciais alvos proteicos na doenca

arterial corondria, em amostras de urina, investigar os diversos fatores de risco associados
as doencas cardiovasculares e avaliar o seu impacto na doenca arterial coronaria, estenose
adrtica e estenose adrtica + doenca arterial coronaria, mediante o levantamento de dados

clinicos.

10.2 Objetivos Especificos
Apresentam-se como objetivos especificos:

1. Identificar as proteinas existentes na urina de pacientes com DAC;

no

Identificar as proteinas existentes na urina de pacientes com EAO0;

w

Identificar os principais fatores de risco associados a DAC;

4. Avaliar a relacdo dos principais fatores de risco com a populagdo em estudo.
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11 Material e Métodos

11.1 Selecdo da amostra
O protocolo deste estudo estd incluido no projeto Diabetes and Obesity at the

Crossroads between oncological and cardiovascular disease — a system analysis
NETwork towards precision medicine (DOCNET), autorizado pela comisséo de ética do
Hospital de Sdo Jodo (codigo numero 07-17). Foram respeitadas as recomendacdes
constantes da Declaracdo de Helsinquia Il e da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) no
que se refere a experimentagdo que envolva seres humanos. Foi explicado aos pacientes
de forma adequada o estudo e os procedimentos necessarios para a participacdo no mesmo
e, apds a aceitacdo, foi assinado um consentimento informado (Anexo 1) e entregue uma
informacdo do estudo em curso por escrito (Anexo I1). Foram selecionadas 151 pacientes,
sendo: 60 com diagnostico de DAC, 54 com EAo, 26 com EA0+DAC, confirmados por
ecocardiograma e cateterismo, respetivamente, recrutados no Departamento de Cirurgia
Toracica, do Hospital de Sdo Jodo, antes da realizacdo da cirurgia (pré-operatorio), entre
o0s meses de abril a novembro, no ano de 2018 e 11 controlos de um outro estudo, o New
Targets in Diastolic Heart Failure: From Comorbidities to Personalized Medicine

(NETDIAMOND). Todas as amostras foram selecionadas aleatoriamente.

11.2 Critérios de inclusdo
Foram incluidos pacientes do género masculino e feminino, com idades

compreendidas entre os 39 e os 87 anos com DAC, EAo, DAC+EA0.

11.3 Critérios de excluséo
Foram excluidos recém-nascidos, criancas, adolescentes, mulheres gravidas,

pacientes com infecdes ativas do trato urinario, com infecdo por HIV, algaliados,
pacientes que se recusaram a participar no estudo (ndo assinando o consentimento

informado) e pacientes com insuficiéncia mitral ou tricuspide severa.

11.4 Preparacdo da amostra
As amostras de urina foram coletadas antes das intervencdes cirdrgicas ou outras

intervencdes terapéuticas, foram armazenadas a -80°C, centrifugadas a 10.000xg por 10
minutos a 10°C e as proteinas foram concentradas usando um dispositivo de filtro com
peso molecular cortado de 10kDa (Vivaspin 500-10kDa, Sartorius Biotech). O retentato
proteico foi ressuspenso em 100uL de dodecilsulfato de sédio (SDS) 4% e Tris 50 mmol
pH 6,8 e a concentracdo de proteina foi medida usando um kit comercial RC/DC (Bio-

Rad). Isolaram-se 30ug de cada amostra e ajustou-se o volume 300uL com SDS a 4% em
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Tris 50 mmol, pH 6,8. Um total de 17 amostras foi preparado para analise por
cromatografia seguida de espectrometria em massa tandem (LC-MS/MS) com o
protocolo de digestdo S-Trap™ Micro Spin Column (Protifi) (259) de acordo com as
instrucdes do fabricante, com pequenas modificacGes. Resumidamente, todas as amostras
foram centrifugadas por 8 minutos a 13.000xg e as proteinas no sobrenadante foram
reduzidas pela adicdo de DTT 20mM e incubacdo por 10 minutos a 95°C e depois
alquiladas pela adigéo de iodoacetamida 40mM e incubag&o por 30 minutos a temperatura
ambiente no escuro. A matéria nao dissolvida foi removida por centrifugacdo por 8
minutos a 13.000xg. Em seguida, apos adicdo de 12% de acido fosforico a 1/10 (v/v) ao
sobrenadante, foi adicionado tampé&o S-trap (90% de MeOH em 100mM de bicarbonato
de trietilamoénio — TEAB, pH 7,1) (6/1, v/v) e a mistura foi aplicada a uma coluna de
centrifugagdo S-Trap™. A micro coluna foi centrifugada a 4.000xg até que a amostra
completa fosse passada e 3 lavagens com tampao S-Trap foram realizadas a 4.000xg. As
proteinas foram digeridas com tripsina (Promega) (1/25, p/p) adicionando tripsina em
solucdo de TEAB 50mM a micro coluna por 1 hora a 47°C. Os peptideos foram eluidos

de acordo com as instrucdes do fabricante.

11.5 Analise LC-MS/MS
Os peptideos purificados foram secos, redissolvidos no solvente A (&cido

trifluoroacético — TFA a 0,1% em agua / acetonitrilo - ACN (98: 2, v/v)) e
aproximadamente 2pg de cada amostra foram injetados para analise por LC-MS/MS em
Ultimate 3000 RSLC nanoLC (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) em linha
conectado a um LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha)
equipado com uma fonte de ido duplo pneu-Nimbus (Phoenix S&T). A captura foi
realizada a 10uL/min por 4 minutos em solvente A em uma coluna de captura de 20mm
(fabricada internamente, 100um de diametro interno — ID, contas de Sum, C18 Reprosil-
HD, Dr. Maisch, Alemanha) e a amostra foi carregada numa coluna de micropilares de
200 cm de comprimento (PharmaFluidics) com funcionalidade com tampa C18 montada
no forno de coluna do Ultimate 3000 a 50°C. Para uma ionizag¢do adequada, um emissor
PicoTip de silica fundida (10um de diametro interno) (New Objective) foi conectado a
unido de saida xPAC™ e uma conexo aterrada foi fornecida a essa uni&o. Os peptideos
foram eluidos por um aumento néo linear de 1 a 55% do solvente MS B (0,1% TFA em
agua/ACN (2:8, v/v)) durante 115 minutos, primeiro a uma razdo de 750 nL/min, depois

a 300 nL/min, seguido de uma lavagem de 15 minutos atingindo 99% do solvente MS B
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e reequilibrando com o solvente MS A 80,1% TFA em agua). O espectrometro de massa
foi operado no modo de ionizacdo positiva, dependente dos dados, alternando
automaticamente entre a aquisicdo de MS e MS/MS para 0s picos mais abundantes em
um determinado espectro de MS. A voltagem da fonte foi ajustada em 2,7 kV e a
temperatura capilar foi de 275°C. No LTQ-Orbitrap Elite, os espectros de MS foram
adquiridos no Orbitrap (m/z 300-2.000, alvo AGC 3 x 106 ides, tempo méximo de injecéo
de i6es 100ms) com uma resolucdo de 60.000 (a 400 m/z). os 20 ides mais intensos que
atendem aos critérios de selecdo predefinidos (meta de AGC 5 x 103, tempo maximo de
injecdo de iBes 20 ms, tipo de dados espectrais: centroide, exclusdo de 1 precursor nao
atribuido e 1 carregado positivamente, tempo de exclusdo dindmico 20s) foram isolados
na trapa de ides linear e fragmentada na célula de alta pressdo da armadilha de ides. A
energia de colisdo do CID foi ajustada em 35V e o ido de fundo polidimetilciclossiloxano

em 445,120028 Da foi usado para calibracdo interna (massa de trava).

11.6 Analise de dados
A andlise dos dados foi realizada com o MaxQuant (versdo 1.6.9.0), usando o

mecanismo de pesquisa Andromeda com configuraces de pesquisa padrdo, incluindo
uma FDR definida em 1% no nivel do PSM, peptideo e proteina. Os espectros foram
pesquisados em relagdo as sequéncias de proteinas humanas no banco de dados Uniprot

(versdo junho de 2019), contendo 20.960 sequéncias (www.uniprot.org). A tolerancia de

massa para ides precursores e fragmentos foi fixada em 4,5 e 20 ppm, respetivamente,
durante a pesquisa principal. A especificidade da enzima foi definida com C-terminal para
arginina e lisina, permitindo também a clivagem nas ligacGes prolina com um méximo de
duas clivagens perdidas. ModificacGes variadas foram definidas para oxidacdo dos
residuos de metionina e acetilagdo da proteina N-terminais, enquanto a
carbamidometilac&o dos residuos de cisteina foi definida como uma modificagdo fixa. A
correspondéncia entre execucgdes foi ativada com uma janela de tempo correspondente de
0,7 minutos e uma janela de tempo de alinhamento de 20 minutos. Somente proteinas
com pelo menos um peptideo Unico ou de lAmina foram mantidas, levando a identificacéo
de 964 proteinas. As proteinas foram quantificadas pelo algoritmo MaxLFQ integrado no
software MaxQuant. Foi necessaria uma contagem de razdo minima de dois peptideos ou
especificos para a quantificacdo. Uma analise de dados adicional foi realizada com o
software Perseus (versdo 1.6.2.1) apds o carregamento do arquivo ProteinGroups do

MaxQuant. Os resultados da base de dados e as proteinas identificadas com um valor de
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Q abaixo de 0,01 foram removidos e as amostras replicadas foram agrupadas. As
proteinas com menos de trés valores validos em pelo menos um grupo foram removidas
e os valores ausentes foram imputados a partir de uma distribuicdo normal em torno do
limite de detecdo, levando a uma lista de 450 proteinas quantificadas que foram usadas

para analises de dados adicionais.

Foi utilizado o STRING para a andlise das principais vias envolvidas na EAo e DAC

simultaneamente.

11.7 Anélise de dados de expressao proteica e de dados clinicos

11.7.1 Analise de dados da expressao proteica
Na analise dos dados da expressdo proteica, foi utilizado o repositorio Pubmed, e

0s programas Microsoft Excel Office® e o FunRich®(260).

Inicialmente foi feita uma analise sistematica a base dados da Pubmed, usando as
palavras-chave “coronary artery disease, proteomics”, “coronary artery, proteomics”,
“coronary artery disease, proteomics, urine”, “coronary disease, proteomics, urine”,
“coronary artery, proteomics, urine” e os resultados obtidos dos artigos que melhor se
adequavam ao estudo foram inseridos no Excel. Posteriormente foi feita uma relagéo entre
todos os artigos selecionados, para avaliar se existiam semelhancas entre 0s estudos e,
por fim, foi feita uma analise de interacdo entre genes e proteinas dos artigos, mediante o
uso da ferramenta FunRich.

11.7.2 Analise estatistica

11.7.2.1 Analise de dados clinicos
Os programas utilizados na analise dos dados estatisticos foram o Microsoft Excel

Office® e o Statistical Package for the Social Sciences® (SPSS), versdo 25.0 for

Windows.

Inicialmente foi feito um estudo exploratorio, analitico e descritivo, com o objetivo
de avaliar o conjunto de dados recolhidos. O nivel de significancia utilizado foi de 5%
(p<0,05).

A figura 3 explica quais os processos envolvidos no desenvolvimento do presente
estudo. Foram realizadas 4 fases de estudo e analise para que se obtivesse uma informagao
ampla e deste modo tornar o trabalho mais abrangente. Inicialmente foi feita uma reviséo
bibliografica como forma de identificar os biomarcadores urinarios e plasmaticos ja

conhecido na DAC e EAo0. De seguida foi realizada uma analise sistematica, através da
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recolha de informacao na plataforma Pubmed usando as palavras chave: “coronary artery
disease, proteomics”, “coronary artery, proteomics”, ‘“‘coronary artery disease,
proteomics, urine”, “coronary disease, proteomics, urine”, “coronary artery,
proteomics, urine”, a extracdo de publicacdes cientificas mais relevantes de onde foram
identificadas 1937 proteinas e inseridas, posteriormente, no Excel, contendo todas
informacdes relativas as proteinas dos estudos mais relevantes, e no FunRich, onde foram
identificados os processos bioldgicos, vias bioldgicas, componentes celulares e feita uma
matriz de associacdo com as proteinas comuns nos estudos selecionados. Foi feita uma
analise dos dados clinicos, relativamente ao sexo, a idade, HTA, dislipidemia, DM,
obesidade e o IMC, uma vez que estes constituem os fatores de risco cardiovasculares
que dao inicio ao processo de aterosclerose, envolvido no inicio da DAC e EAo. Por fim
foi feito o estudo da protedmica da urina através da selecdo aleatdria de amostra de 6
urinas dos doentes com DAC, EAo0 e controlos (Anexo V). Estes processos sdo essenciais
para que se obtenha uma informacéo completa sobre o perfil do proteoma destas duas
doencas e no fundo cada uma delas se complementa, uma vez que a informacdo necessaria
sobre as patologias e as diversas proteinas foi feita no processo de revisdo bibliografica e
selecionada na analise sistematica dos estudos cientificos. Os dados clinicos obtidos dos
doentes vao-se refletir no proteoma urinario, com a identificagdo de proteinas associadas

aos fatores de risco cardiovasculares.
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Figura 3 - Esquema resumo das 3 abordagens efetuadas na dissertacéo
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12 Resultados

12.1 Analise sistematica dos dados da expressao proteica
Com o objetivo de recolher e analisar todos os estudos moleculares sobre a

doenca arterial coronéria, foi realizada uma extensa pesquisa bibliografica. Mais de 1000
resumos foram revisados e trés niveis de critérios de exclusdo foram seguidos, obtendo-
se um total de 10 artigos para a analise, com um total de 1937 proteinas. Os dados dos
artigos foram selecionados e organizados manualmente para extrair todas as entidades
moleculares (por exemplo, proteina, gene, sequéncia, massa molecular, magnitude) que
poderiam ser identificadas (Tabela Suplementar 1). Para avaliar a homogeneidade e
procurar identificar proteinas comuns entre os 10 artigos validados foi criada uma matriz
(Figura 4), onde os tons mais escuros refletem as maiores percentagens e uma maior
associacao entre as proteinas e os estudos em causa. Pela anlise da literatura, verificou-
se que a proteina da familia do colageno principalmente a tipo | alfa 1 e colageno tipo Il
alfa 1 estavam presentes em cerca de 47% dos artigos. As proteinas colageno tipo | alfa
2, colageno tipo Il alfa 1, colageno tipo V alfa 1, colageno tipo XVI1 alfa 1, colageno tipo
XVII alfa 1, subunidade beta de hemoglobina, uromodulina e recetor de progesterona
associada a membrana 1 estavam presentes em aproximadamente 22% dos artigos. Desta
analise constatou-se que 3 estudos se correlacionavam melhor com o nosso estudo,
nomeadamente o estudo de Mohammad A. Anwar et al.(261), Michiel J. Bom et al(262),

e Nay M. Htun et al.(263) identificados como estudo 1, 2 e 3, respetivamente.
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Min-Yi Lee et al 2015
Nay M. Hunt et al 2017
von zur Muhlen et al 2008
Lukas U. Zimmerli et al 2008
Michiel J. Bom et al 2018
Madankumar Ghatge et al 2017
Trayambak Basak et al 2016
Catriona E. Brown et al 2015
Verénica M. Dardé et al 2010
Mohammad A. Anwar et al 2019

1(0,8%)
0 (0,0%)
1(0.9%)
13 (2,9%)
0 (0,0%)

24 (6,6%)
5(4,1%)
8(6,3%)
7 (4,3%)

2 (8,0%)
3(10,0%)
2(0,5%)

1(2,5%)

5(1,7%)

o s@ow
2 (3,6%)

3 (3.4%)

1(03%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
2 (8,0%)
0(0,0%)
0(0,0%)

2 (0,5%)
0(0,0%)
2(0,7%)
0(0,0%)
2 (2,7%)

5 (1,4%)
28 (4,6%)
4(1,1%)
1(0,3%)
12 (2,9%)

2 (0,7%)
0 (0,0%)
1(2,1%)
1(1.2%)

Min-Yi Lee et al 2015

Nay M. Hunt et al 2017

von zur Muhlen et al

Lukas U. Zimmerli et al
2008

Michiel J. Bom et al

6 (2,0%)

3 (5,6%)

Madankumar Ghatge et  Trayambak Basak etal  Catriona E. Brown etal  Verénica M. Dardé etal Mohammad A. Anwar

2015 2010 etal 2019

Figura 4 — Matriz de associagéo dos estudos da expressédo proteica da DAC. Fonte: Pathan M, Keerthikumar S, Chisanga D, Alessandro R, Ang CS, Askenase P, et al. A novel community driven
software for functional enrichment analysis of extracellular vesicles.
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Analisou-se, posteriormente, o componente celular, a fun¢do molecular, os
processos bioldgicos e vias bioldgicas das proteinas envolvidas nos artigos selecionados.
Verificou-se que relativamente aos componentes celulares envolvidos o extracelular,
regido extracelular e os exossomas foram as principais vias bioldgicas comuns nos 3
estudos. No que concerne aos outros fatores envolvidos no processo de expressao das
proteinas nos 3 estudos, estes foram distintos sendo que o estudo 1 (Anexo I11) as funcdes
moleculares foram atividade transportadora (30,2%; p<0,001), atividade inibidora da
protease (17,5%; p<0,001), atividade da peptidase (7,9%; p<0,001) e atividade do
complemento (6,3%; p<0,001). Os processos bioldgicos relacionados foram o
metabolismo de proteinas (42,9%; p<0,001) e transporte (30,2%; p<0,001). No estudo 2
(Anexo 1V) as fungdes moleculares desenvolvidas pelas proteinas do estudo foram a
atividade recetora (12,6%; p<0,001), atividade de citocina (9,3%; p<0,001), atividade da
quimiocina (7,9%; p<0,001), atividade da molécula de adeséo celular (7,9%; p<0,001),
atividade do fator de crescimento (7,3%; p<0,001), constituinte estrutural da matriz
extracelular (5,6%; p<0,001), atividade do recetor transmembrana (4,8%; p<0,001),
ligacdo ao recetor (4,5%; p<0,001), atividade da proteina tirosina quinase do recetor
transmembrana (2,5%; p<0,001), atividade da metalopeptidase (3,1%; p=0,001),
atividade da peptidase do tipo serina (2,5%; p=0,03), atividade inibitoria da protease
(2,8%; p=0,004), atividade da proteina de defesa/imunitaria (2%; p=0,042). Os processos
bioldgicos encontrados foram a transducdo de sinal (42,7%; p<0,001), comunicacao
celular (41%; p<0,001), resposta imune (23,3%; p<0,001) e o metabolismo de proteina
(13,5%; p=0,005). No estudo 3 (Anexo V) a fungdo molecular foi o constituinte estrutural
da matriz extracelular (47,6%; p<0,001) e o principal processo bioldgico foi o

crescimento e/ou manutencgéo de células (57,1%; p<0,001).

12.2 Resultados da analise dos dados clinicos
Para complementar o estudo da expressdo proteica, avaliamos os fatores de risco

associados a doenca arterial coronaria, estenose adrtica e doenca arterial coronaria +
estenose aortica. Inicialmente foi feita uma descricdo das caracteristicas basicas da
populacéo estudada. Utilizou-se o teste estatistico qui-quadrado para avaliar a associagdo
das variaveis categoricas ¢, 0 modelo de regressdo logistica binomial para avaliar a

associacao das varidveis clinicas com as patologias estudadas, como ilustra a Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas Béasicas da Populacdo estudada

Caracteristicas! Total (n=151) Controlo (n=11) DAC (n=60) EAo0 (n=54) EAo0 + DAC (n=26) p-
value?

Sexo 0,001

Feminino 49 (32%) 4 (36%) 9 (15%) 26 (48%) 10 (38%)

Masculino 102 (68%) 7 (64%) 51 (85%) 28 (52%) 16 (62%)

Idade 70 (63,75) 66 (63,74) 67 (59,72)  72(66,79)  73(66,77) 0,004

HTA (omisso n=1) 0,3

Nao 18 (12%) 0 (0%) 6 (10%) 10 (19%) 2 (7,7%)

Sim 132 (88%) 11 (100%) 54 (90%) 43 (81%) 24 (92%)

Dislipidemia (omisso n=1) 0,078

N&o 37 (25%) 1(9,1%) 11 (18%) 14 (26%) 11 (42%)

Sim 113 (75%) 10 (91%) 49 (82%) 39 (74%) 15 (58%)

Tabagismo (omisso n=1) 0,020

N3o 76 (51%) 6 (55%) 22 (37%) 35 (66%) 13 (50%)

Sim 74 (49%) 5 (45%) 38 (63%) 18 (34%) 13 (50%)

Diabetes (omisso n=1) 0,070

Nao 75 (50%) 4 (36%) 27 (45%) 34 (64%) 10 (38%)

Sim 75 (50%) 7 (64%) 33 (55%) 19 (36%) 16 (62%)

! Estatisticas apresentadas: n (%); mediana (Intervalo Interquartil — IQR)
2 Testes estatisticos realizados: teste exato de Fisher; teste de Kruskal-Wallis; teste de independéncia qui-quadrado
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IMC (kg/m?) 284 (251, 30,1(28,0,327) 285 (249, 281 (254, 28,0 (24,1, 320) 05
31,5) 30,8) 31,6)

EAo — Estenose Adrtica, DAC — Doenca Avrterial Coronéria, EAo + DAC — Estenose Adrtica + Doenca Arterial Coronaria, HTA — Hipertensio Arterial, ADO — Antidiabéticos Orais, IMC — indice

de Massa Corporal.
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Dos 151 pacientes que participaram no estudo o sexo masculino teve maior
predominancia, representando 85%, 64%, 62% e 52%, na DAC, controlos, EA0+DAC e
EAo0, respetivamente. A média de idades é de 70 anos, apresentando a EAo+DAC uma
média de idade mais avancada, 73 anos, relativamente a EAo, DAC e os controlos, com
médias de 72,67 e 66, respetivamente. Relativamente a HTA, a maior parte dos pacientes
eram hipertensos, representando cerca de 100% nos controlos, 92% na EA0+DAC, 90%
na DAC e 81% na EAo. Na analise da dislipidemia, os controlos apresentaram maior
percentagem de alteracdo do perfil lipidico, cerca de 91%, seguido da DAC com 82%,
EA0 com 74% e EA0+DAC com 58%. No que concerne ao tabagismo, os individuos com
DAC e EA0+DAC apresentaram maior percentagem de habitos tabéagicos, cerca de 63%,
e 50%, respetivamente, em comparacdo com os controlos com 45% e EAo com a
percentagem mais baixa de 34%. Na andlise da diabetes, o grupo dos controlos,
EA0+DAC e DAC apresentaram maior nimero de pacientes diabéticos, cerca de 64%,
62% e 55%, respetivamente, e a EAo com 36%. O IMC, apresentou uma média de 28,4,
verificando-se nos controlos a média mais alta de 30 comparativamente a DAC com 28,5,
EA0 com 28,1 e na EAo e EA0+DAC a média foi de 28. O sexo, a idade e o tabagismo
apresentaram valores de p muito baixos, 0,001, 0,004 e 0,020, respetivamente, pelo
modelo estatistico de qui-quadrado (Tabela 2).

Na avaliacdo dos fatores de risco pelo modelo de regressdo logistica
binomial da DAC vs EAo (Tabela 3), verificou-se que 0 sexo masculino, a idade e a DM
apresentaram valores de p<0,05, de 0,02, ambos, assim como a DM, 0,004, sendo que a
idade apresentou um odds ratios (OR) mais elevado, de 1,11 comparativamente a DM,
com 0,32 e o sexo, com 0,29. Na DAC vs EA0+DAC (Tabela 4), o sexo, a idade e a
dislipidemia apresentaram valores de p mais baixos, de 0,02. Destes a idade apresentou
um OR de 1,12, a dislipidemia 0,20 e o sexo 0,19. A HTA apesar de ndo ter apresentado
um valor de p<0,05, teve um OR de 5,53, 0 mais alto neste grupo. Na DAC vs CONT
(Tabela 5) nenhum dos fatores de risco avaliados neste grupo teve um valor de p<0,05,
mas 0 sexo masculino apresentou um OR elevado de 4,32. Na EAo vs EA0+DAC (Tabela
6) também ndo se observou nenhum fator de risco com valores de p<0,05, mas a DM, o
tabagismo e a HTA apresentaram OR altos de 2,49, 2,15 e 2,11, respetivamente. Na EAo
vs CONT (Tabela 7) nédo se verificou nenhum fator de risco com p<0,05 apesar de a DM
apresentar um p=0,05. A idade e o sexo apresentaram OR com valores elevados, de 1,12

e 1,01, respetivamente.
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Tabela 3 - Regressdo logistica das caracteristicas basicas
relacdo a DAC vs EA0

da populacdo estudada em

B OR p-value
Sexo Masculino -1,236 0,291 0,023
Idade 0,103 1,108 0,0004
HTA Sim -0,908 0,403 0,229
Dislipidemia Sim - 0,565 0,568 0,329
Tabagismo Sim -0,791 0,453 0,102
DM Sim -1,146 0,318 0,023
IMC 0,064 1,066 0,249

R2=0,380. OR — Odds Ratio, HTA — Hipertensio Arterial, DM — Diabetes Mellitus, IMC — indice de Massa Corporal.

Tabela 4 - Regressao logistica das caracteristicas basicas da populacdo estudada em

relacdo a DAC vs EA0+DAC
B OR p-value
Sexo Masculino -1,671 0,188 0,024
Idade 0,110 1,116 0,010
HTA Sim 1,710 5,529 0,202
Dislipidemia Sim -1,658 0,191 0,015
Tabagismo Sim 0,452 1,571 0.488
DM Sim -0,006 0,994 0,992
IMC 0,057 1,059 0,373

R2=0,327. OR — Odds Ratio, HTA — Hipertensio Arterial, DM — Diabetes Mellitus, IMC — indice de Massa Corporal.

Tabela 5 - Regressao logistica das caracteristicas basicas da populacdo estudada em

relacdo a DAC vs CONT
B OR p-value
Sexo Masculino 1,467 4,336 0,093
Idade -0,055 0,946 0,327
HTA Sim -6,118 0,002 0,761
Dislipidemia Sim 0,128 1,137 0,917
Tabagismo Sim 0.204 1,123 0,781
DM Sim -0,058 0,944 0,944
IMC 0,099 1,104 0,244

R?=0,186. OR — Odds Ratio, HTA — Hipertensao Arterial, DM — Diabetes Mellitus, IMC — indice de Massa Corporal.

Tabela 6 - Regressdo logistica das caracteristicas basicas da populacdo estudada em

relacdo a EAo vs EA0+DAC
B OR p-value
Sexo Masculino -0,077 0,926 0,903
Idade 0,009 1,010 0,780
HTA Sim 0,747 2,110 0,402
Dislipidemia Sim -0,852 0,427 0,123
Tabagismo Sim 0,763 2,145 0,222
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DM Sim 0.910 2,484 0,063
IMC 0,023 1,023 0,642
R2=0,167. OR — Odds Ratio, HTA — Hipertensio Arterial, DM — Diabetes Mellitus, IMC — indice de Massa Corporal.

Tabela 7 - Regressdo logistica das caracteristicas basicas da populacdo estudada em
relacdo a EAo vs CONT

B OR p-value
Sexo Masculino 0,006 1,006 0,995
Idade 0,109 1,115 0,066
HTA Sim -7,248 0,001 0,749
Dislipidemia Sim -1,390 0,249 0,266
Tabagismo Sim -0,910 0,403 0,321
DM Sim -1,689 0,185 0,051
IMC -0,046 0,955 0,621

R2=0,309. OR — Odds Ratio, HTA — Hipertenséo Arterial, DM — Diabetes Mellitus, IMC — indice de Massa Corporal.
12.3 Proteinas identificadas na analise por LC-MS/MS

Os resultados apresentados neste estudo mostram que o proteoma dos pacientes
com DAC (n=60) e EAo (n=54) apresenta um perfil diferente dos controlos (n=11). Os
dados obtidos na nossa andlise protedmica da urina permitiram-nos identificar e
determinar semi-quantitativamente a expressdo de 419 proteinas, das quais 256 foram
encontradas em doentes com DAC e EAo assim como nos controlos, 45 foram
encontradas em doentes com DAC e controlos, 11 nos doentes com EAo e nos controlos
e 12 nos doentes com DAC e EAo (Figura 5).
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Figura 5 - Diagrama de Venn mostrando o nimero de proteinas em pacientes com Doenca Arterial Coronaria (DAC,
n=60), Estenose Aodrtica (EA,n=54) e controlos (CONT, n=11). Os nomes e a identificacdo (ID) de todas as proteinas
estdo contidos na Tabela Suplementar 2.

A avaliagdo pelo volcano plot, exibindo diferentes proteinas significativamente
alteradas nos doentes com EAo e DAC, mostrou que a Alfa-2-glicoproteina rica em
Leucina (LRG1), Proteina 2 de Reconhecimento de Peptidoglicano (PGLYRP2),
Ativador Gangliosideo GM2 (GM2A) e Anexina A2 (ANXAZ2) foram significativas nos
doentes com EAo e a Alfa-1-Antitripsina (SERPINAL), o Superéxido Dismutase
Extracelular (SOD3) e a Fosfatase Acida Prostatica (ACPP) apresentaram uma associagao

estatisticamente significativa nos doentes com DAC (Figura 6).
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Figura 6 - Volcano plot das proteinas dos pacientes com Estenose Adrtica (EA, n=54) e Doenca Arterial Coronéria

(DAC, n=60). Os pontos vermelhos indicam proteinas com significancia estatistica entre os grupos testados. Os valores
de p e a alteracdo da dobra (FC) para cada proteina estéo incluidos na Tabela Suplementar 2.
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No que diz respeito as proteinas do grupo dos pacientes com DAC versus CONT, através
da avaliagdo do volcano plot, verificou-se que a Uromodulina (UMOD), Proteina 1
Secretada e Transmembranar (SECTM1), Carboxipeptidase N Subunidade 2 (CPN2) e 0
Fosfoglicerato Quinase 1 (PGK1) e ANXAZ2 apresentaram uma associacao significativa
nos pacientes com DAC e nos CONT a ACPP, a Lactotransferrina (LTF) e o

Angiotensinogénio (AGT) mostraram-se significativas (Figura 7).
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Figura 7 - Volcano plot das proteinas dos pacientes com Doenca Arterial Coronaria (DAC,n=60) e Controlos (CONT,
n=11). Os pontos vermelhos indicam proteinas com significancia estatistica entre os grupos testados. Os valores de p e
a alteracéo da dobra (FC) para cada proteina estéo incluidos na Tabela Suplementar 2.

No volcano plot do grupo da EAo versus CONT, observou-se que a ACPP, Alfa-
amilase Pancreatica (AMY2A), CPN2, UMOD e Haptoglobina (HP) mostraram uma
associacdo estatisticamente significativa nos doentes com EAo0 e a LTF, Queratina 16,
citoesqueleto tipo | (KRT16), Queratina 14, citoesqueleto tipo | (KRT14), Queratina 5,
citoesqueleto tipo 11 (KRT5) e Queratina 6C, citoesqueleto tipo Il (KRT6C) mostraram-
se significativas nos CONT (Figura 8).
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Figura 8 - Volcano plot das proteinas de pacientes com Estenose Adrtica (EA, n=54) e Controlos (CONT, n=11). Os

pontos vermelhos indicam proteinas com significancia estatistica entre os grupos testados. Os valores de p e a alteracéo
da dobra (FC) para cada proteina estdo incluidos na Tabela Suplementar 2.

12.4 Analise de interacdo proteina-proteina
Para abordar a interacdo proteina-proteina e seus processos biologicos envolvidos nas

patologias EAo, DAC e nos controlos, foi usado o programa STRING. Um total de 22
nos, 31 bordas, 2,82 bordas de n6 médio, coeficiente de agrupamento médio de 0,72,
numero de borda esperado de 3 e valor de enriquecimento de interacdo proteina-proteina
<1,0e-16 foram observados e mostrados que a rede interagiu significativamente do que o
esperado. No presente estudo, identificamos 77 GO para o processo biolégico, 13 GO
para a funcdo molecular, 13 GO para o componente celular, 3 vias, 9 vias de reatoma, 22
palavras-chave UniProt, 6 dominios de proteina Pfam, 16 dominios de proteina InterPro
e 5 dominios de proteina Smart. O GO é um recurso disponivel gratuitamente que
descreve como e onde os produtos génicos funcionam em sistemas bioldgicos (processo

biolégico, componente celular e fungdo molecular)(Figura 9)(264).
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Figura 9 - Interacdo Proteina-Proteina na Estenose Adrtica, Doenca Arterial Corondaria e Controlos. ACPP — Fosfatase
Acida Prostética, ITIH4 — Inibidor de Inter-Alfa-Tripsina de Cadeia Pesada H4, SERPINA1 — Alfa-1-Antitripsina,
RBP4 — Proteina 4 de Ligagdo ao Retinol, CUBN — Cubilina , GC — Proteina de Ligacédo a Vitamina D, PGLYRP2 —
N-acetilmuramoil-L-alanina Amidas, HAVCR2 — Recetor Celular 2 do Virus da Hepatite A, APOH — Beta-2-
glicoproteina 1, FLNA — Filamina-A, C4B — Complemento C4-B, MASP2 — Lectina Serina Protease 2 de Ligacédo a
Manana, ENDOD1 — Dominio de Endonuclease contendo 1 proteina, C7 — componente do Complemento 7, CDH1 —
Caderina-1, SOD3 — Superdxido Dismutase Extracelular, LTF — Lactoferrina, AGT — Angiotensinogénio, KRT16 —
Queratina Citoesqueleto 16 Tipo I, KRT14 — Queratina Citoesqueleto 14 Tipo I, KRT5 — Queratina Citoesqueleto 5

tipo Il, KRT6C — Queratina Citoesqueleto 6C Tipo II. L Transporte mediado por vesiculas; @. Regulagdo positiva
de resposta ao estimulo; 8. Resposta ao estimulo externo; .. Resposta ao stress; &2 - Processo multi-organismo;

(_ Transporte; .. Localizacéo; ] Regulagdo negativa do processo celular; ®. resposta ao estimulo, ] -
Doenca Arterial Coronéria, Controlos - , Estenose Aodrtica - [ ,Estenose Adrtica vs Doenga Arterial Coronaria
-[1, Doenca Arterial vs Controlos - ] , Estenose Adrtica vs Controlos -] .(265)
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13 Discussao
A avaliacdo do perfil de expressdo de proteinas na urina no ambito das doencas

cardiovasculares ainda permanece uma dificuldade, ndo s6 como meio de diagnostico e
prognostico, mas na descoberta de novos alvos terapéuticos. No presente trabalho,

analisamos diversas proteinas identificadas na urina e no plasma na DAC e EAo.

A identificacdo de potenciais proteinas urinarias, neste estudo, surge no contexto
de avaliacdo do perfil de expresséo proteica na DAC e EA0, a partir de um método nao-
invasivo e capaz de fornecer toda a informacdo essencial acerca do funcionamento

vascular e cardiaco através da urina, de uma forma rapida e precisa.

A aterosclerose coronaria, constitui 0 marco inicial para o desenvolvimento da
DAC, associada a progressdo deste processo temos a inflamacdo, a formacao de placas
fibroateromatosas e com a evolucdo da patologia a ocorréncia de eventos isquémicos.
Mas para que tal fato aconteca diversos fatores de risco, que vdo desde os modificaveis
até os ndo modificaveis, estdo implicados na génese da aterosclerose. No nosso estudo, o
sexo masculino, a idade, dislipidemia e DM foram os fatores de risco que mais
sobressairam relativamente a associacdo com a DAC e EAo. A deposicdo de placas de
ateroma nas bifurcacdes arteriais ocorre com maior probabilidade em idade avancada,
que pode ser um fato isolado ou associado a outros fatores de risco. A dislipidemia
constitui fator independente para a predisposicdo a DAC, e atua promovendo a inflamacéo
e alteragdes lipidicas. Por outro lado, na EA0, as lesdes valvulares sdo caracterizadas por
dano endotelial, deposicdo de lipidos, infiltrados inflamatérios, tal como na DAC, e
microcalcificacdo, sendo que o evento inicial acredita-se que seja uma lesdo ao endotélio
valvar devido ao stress mecanico ou outros fatores de risco, o que permite infiltracdo,
retencdo de lipoproteinas e recrutamento de células inflamatdrias(266). Com a idade as
valvulas ja se tornam mais frageis e com predisposicdo a EAo seja por calcificacdo ou
por fatores de risco cardiovasculares. Sendo assim, seria de se esperar que as proteinas

urinarias identificados na DAC e EAo envolvessem o componente inflamatdrio e lipidico.

De acordo com a revisdo feita, através de trés estudos validados, dois pelo plasma
e um pela urina, verificamos que as proteinas identificadas nos estudos validados sdo
diferentes mas os principais processos bioldgicos sdo semelhantes, como é o caso do
estudo 1 (261) e es