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Resumo

Fundamento: A aterosclerose é uma doenca inflamatéria e niveis séricos de marcadores inflamatérios, como a
interleucina 6 (IL-6), interleucina-18 (IL-18) e proteina C reativa (PCR), sao utilizados para avaliacao de pacientes em
quadros de coronariopatia. No paciente com diabete do tipo 2, a aterosclerose esta relacionada a um maior niimero de
eventos como infarto e morte, quando comparado aos pacientes sem diabete.

Obijetivo: Avaliar a resposta inflamatéria nos pacientes com diabete e eventos agudos de instabilidade coronariana.

Métodos: Selecionamos primariamente dois grupos de pacientes. O primeiro grupo foi composto por pacientes
ambulatoriais diabéticos com angina estavel (D-SCC) e presenca de coronariopatia ao estudo coronariografico (n =
36). O segundo grupo foi composto por pacientes diabéticos atendidos no pronto-socorro com quadro de sindrome
coronariana aguda (D-SCA) sem supradesnivelamento do ST (n = 38). Como controle, foram utilizados pacientes sem
diabete com SCA (n = 22) e SCC (n = 16). As concentracdes séricas de PCR, IL-6 e IL-18 foram determinadas pelas
técnicas de nefelometria (PCR) e ELISA (IL-6 e IL-18).

Resultados: Niveis mais elevados de IL-6 foram observados em pacientes com ou sem diabete e SCA em relacao ao
grupo com SCC. Por sua vez, pacientes com diabete e SCA apresentaram concentracées maiores de PCR em comparacao
aos outros grupos. Os niveis séricos de IL-18 nao diferiram significativamente entre os pacientes estudados.

Conclusao: Os resultados obtidos sugerem uma maior atividade inflamatdria no paciente com quadro de instabilidade
coronariana. Essa atividade inflamatéria, medida pela PCR, parece ser ainda mais intensa no paciente com diabete. (Arq
Bras Cardiol 2008; 90(2): 94-99)
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Summary

Background: Atherosclerosis is an inflammatory disease, and serum levels of inflammatory markers such as interleukin 6 (IL-6), interleukin 18
(IL-18) and C-reactive protein (CRP) are used to evaluate patients with coronary artery disease. In patients with type-2 diabetes, atherosclerosis
is related to a larger number of events such as myocardial infarction and death, when compared with patients without diabetes.

Objective: To evaluate the inflammatory response in patients with diabetes and acute events of coronary instability.

Methods: Two groups of patients were primarily selected. The first group was comprised of diabetic outpatients with stable angina (D-CCS)
and presence of coronary artery disease on coronary angiography (n=36). The second group was comprised of diabetic patients seen in the
emergency room with acute coronary syndrome (D-ACS) without ST-segment elevation (n=38). Non-diabetic patients with ACS (n=22) and
CCS (n=16) comprised the control group. Serum levels of CRF, IL-6 and IL-18 were determined using nephelometry (CRP) and ELISA (IL-6 and
IL-18) techniques.

Results: Higher serum IL-6 levels were found in diabetic or non-diabetic patients with ACS than in the group with CCS. On the other hand,
diabetic patients with ACS had higher CRP levels in comparison with the other groups. Serum IL-18 levels were not significantly different among
the patients studied.

Conclusion: our findings suggest a more intense inflammatory activity in patients with coronary instability. This inflammatory activity, as
measured by CRP seems to be even more intense in diabetic patients. (Arq Bras Cardiol 2008;90(2):86-90)
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Introducao

A doenga coronariana apresenta ndmeros alarmantes
em todo mundo e soma-se a outra doenga de proporgoes
mundiais. O diabete melito (DM) é o diagnéstico para cem
milhdes de pessoas em todo o mundo', 90% delas tém o
DM do tipo 2. A incidéncia do tipo 2 devera aumentar,
acompanhando o crescimento dos casos de obesidade em
todo o mundo®. A aterosclerose é a maior causa de morte
prematura no paciente com DM do tipo 2, e quase 80%
de todas as mortes e 75% de todas as hospitalizagdes sao
decorrentes de complicagdes da aterosclerose?.

A inflamacdo exerce uma fungdo-chave na aterosclerose,
e suas complicagoes tém despertado a atengao dos
pesquisadores e das entidades de sadde*. A IL-6 é uma
citocina com atuagao tanto na resposta imune inata como na
adaptativa. Ela é sintetizada por mondcitos, células endoteliais,
fibroblastos e outras células em resposta a microrganismos e
também a estimulacao por outras citocinas, principalmente
interleucina-1 (IL-1) e TNF-a.. A IL-18, citocina da familia
da IL-1 descrita recentemente, tem agao pleiotrépica,
participando da resposta imune inata e adquirida. Entre suas
principais fungoes, esta a estimulagdo da producao de INF-y
pelos linfécitos T, células NK e macréfagos™. A elevagao da
PCR na aterosclerose é extremamente discreta, assim a sua
quantificagdo é feita por métodos ultra-sensiveis. No estudo
Honolulu Heart, o risco aumentado relacionado a PCR para
infarto agudo do miocérdio (IAM) permaneceu valido mesmo
apos vinte anos’.

A prépria hiperglicemia caracteristica da intolerancia a
glicose tem relagdo com a sintese imediata de marcadores
como IL-6 e IL-18, com variagdes dos niveis séricos
positivamente relacionados e com aumentos mais significativos
na hiperglicemia em pulsos, situagdo comum no diabético®.
Como os pacientes com diabete sao parcela significativa da
populagao com coronariopatia (20% a 24%), a compreensao
dos mecanismos inflamatérios no diabete e também na
resisténcia a insulina é fundamental para um tratamento
adequado. Os objetivos do presente trabalho foram: examinar
os niveis séricos de IL-6, IL-18 e PCRus em pacientes com
sindrome coronariana cronica (SCC) e sindrome coronariana
aguda sem supradesnivelamento do segmento ST(SCA), e
comparar possiveis variagdes dos niveis séricos nos grupos
de acordo com a presenca de diabete.

Sujeitos

Foram incluidos no estudo homens e mulheres adultos
com idade entre 40 e 80 anos, com diagnéstico pregresso de
diabete, que se apresentaram ao pronto-socorro com sindrome
coronariana aguda (D-SCA) (n = 38) e aos ambulatérios do
Hospital das Clinicas com sindrome coronariana crénica (D-
SCQ) (n = 36). O grupo-controle foi constituido por pacientes
nao-diabéticos com SCA (n = 22) ou SCC (n = 16). A presenga
de SCA foi definida pela histéria de, pelo menos, um episédio
de angina de repouso, durando mais que 20 minutos nas 24
horas anteriores, com alteracao eletrocardiogréfica sugestiva
(infradesnivelamento — 1,0 mm em derivagdes contiguas e/ou
inversao da onda T superior a 0,3 mm em duas derivagoes
contiguas). O segundo grupo foi constituido por pacientes com

angina estavel (SCC) nos ultimos seis meses, com evidéncia
de doenga coronariana demonstrada por coronariografia. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas, e todos os participantes assinaram o termo de
consentimento pés-informacao.

Critérios de exclusao considerados
a) Gravidez;
b) Insuficiéncia cardiaca congestiva classe Il ou 1V;
c) Doenca valvar;

d) Histéria de infarto agudo do miocérdio nas dltimas
quatro semanas;

e) Fibrilacao atrial;

f) Anormalidade no ECG que invalide a anélise do
segmento ST;

g) Histéria de cirurgia ou trauma nas ultimas quatro
semanas;

h) Histéria de doenga inflamatéria cronica ou aguda;
i) Historia de neoplasias;

j) Infarto agudo do miocardio definido por critérios
laboratoriais (elevacao da CKMB maior que duas vezes o
valor de corte).

Procedimentos

Ap0s selecao e alistamento com o termo de consentimento,
0s pacientes tiveram sangue venoso puncionado para medidas
de IL-6, IL-18, proteina C reativa ultra-sensivel e marcadores
de necrose miocérdica. O sangue também foi utilizado para
medidas de hemograma, coagulograma, uréia, creatinina,
sédio, potassio, glicemia e perfil lipidico. Nenhuma pungao
venosa extra foi realizada para pacientes instaveis, ja que a
puncao é realizada como procedimento de rotina diagndstica.
Todos os pacientes receberam tratamento usual e nenhuma
medicagao foi adicionada ou retirada por interferéncia
do estudo. Os pacientes instaveis foram monitorizados de
perto no pronto-socorro ou UCO (unidade coronariana).
Os pacientes puderam escolher deixar o estudo a qualquer
momento, de acordo com seu desejo. As amostras foram
centrifugadas e guardadas a -80°C para posterior andlise. O
tempo médio decorrido entre o dGltimo episédio de dor e a
coleta do sangue foi de 14 horas.

Os niveis séricos de IL-6 e IL-18 foram determinados
pela técnica de ELISA, com a utilizacdo kits comerciais da
R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA) e da MBL-Medical &
Biological Laboratories (Nagoya, Japao), respectivamente, de
acordo com as instrugoes do fabricante. Nessa técnica, um
anticorpo monoclonal especifico é adsorvido a placa. Apds
adicao da amostra de soro na qual se encontra o mediador
a ser dosado, procede-se a incubacao, ocasido em que as
moléculas de antigenos se fixarao aos anticorpos adsorvidos
a placa. Por meio de lavagem, todo o material nao-fixado
é eliminado. A seguir, adiciona-se novo anticorpo, com
especificidade para um determinante antigénico ligado a
placa, obtendo-se o complexo Ac-Ag-Ac-enzima (técnica
do sanduiche). Nova lavagem ¢é feita para remogao dos
anticorpos nao-ligados. A seguir, acrescenta-se substrato que
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tem a propriedade de, quando em contato com a enzima,
assumir coloragao diferente, proporcional a quantidade de
mediador presente na amostra (antigeno). A leitura é feita
em leitora de placas (BioRad, Téquio, Japao) a 450 nm e
comparada a uma curva padrao obtida com concentragdes
conhecidas dos mediadores recombinantes. Os limites de
detecgao dos ensaios foram: 0,09 pg/ml para IL-6 e 12,5
pg/ml para IL-18.

Os niveis de PCRus foram determinados pela técnica de
nefelometria em analisador BNII (Dade Behring, Marburg,
Alemanha). O reagente consiste de uma suspensao
de particulas de poliestireno, revestidas de anticorpo
monoclonal anti-PCR, que se aglutinam na presenca da
PCR da amostra. A intensidade da luz difusa no nefel6metro
depende da concentragdao da PCR da amostra, de forma
que, por comparagao com diluicdoes de um padrao
de concentragoes conhecidas, é possivel determinar a
concentragao desse mediador nas amostras. O limite da
técnica é 0,175 mg/l.

Analise Estatistica

Variaveis especificas

Clinicas - idade, sexo, antecedente de IAM, revascularizagcao
cirtirgica miocardica prévia, angioplastia prévia, hipertensao,
tabagismo, histérico de dislipidemia, histéria familiar de
coronariopatia precoce, uso de nitratos, betablogqueadores,
antagonistas do cdlcio, aspirina, estatina, inibidor da enzima
conversora da angiotensina e diurético.

Caracteristicas clinicas dos pacientes envolvidos no estudo

Laboratoriais - hemograma, IL-6, IL-18, PCR, CK, CKMB,
LDH, AST, uréia, creatinina, sédio, potassio, glicemia, LDL,
HDL, triglicérides e colesterol total.

Pontos Primdrios - valores de IL-6 , IL-18 e PCR.

Métodos estatisticos

Todos os dados foram colocados em tabela do banco
de dados Microsoft Access. Com dados nao distribuidos
normalmente foram usados testes ndo-paramétricos. Os
resultados estdo expressos como mediana. O teste de
Mann-Whitney U foi usado para avaliar diferengas entre
os grupos. O teste de Friedmann foi usado para avaliar
diferengas dentro do mesmo grupo. Varidveis continuas
foram analisadas usando o teste t para observagdes nao-
pareadas. Dados de categoria e proporgoes foram analisados
usando % ou teste de Fisher quando requerido. Um valor de
p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Foi
usado o software SPSS 8.0 (SPSS Inc.) para todos os calculos.
O nlmero de pacientes foi baseado em estudos prévios’,
considerando os valores para IL-6.

Resultados

A tabela 1 mostra as caracteristicas clinicas dos grupos
estudados. Nao foram observadas diferengas significativas
entre os diversos parametros analisados, com excegdo do uso
mais freqliente de estatinas no grupo diabéticos com SCA.

As medidas da glicemia foram realizadas sem jejum,
variando significativamente entre os grupos com ou sem
diabete (D-SCA = 186 + 28 mg/l, D-SCC = 158 + 59 mg/l,

D-SCA (38) D-SCC (36) SCA (22) SCC (16) P
Homem/mulher, n 38/17 36/14 22110 16/7 0,26
Idade, anos 61+£97 58 £10,5 58+9,7 60 12,1 0,46
Antec. 1AM, n(%) 20(52) 20(55) 10(48) 8(50) 0,34
Revasc. prévia, n(%) 5(13) 8(22) 2(10) 8(20) 0,17
Angio. prévia, n(%) 10(26) 8(22) 5(24) 4(25) 0,29
Hipertensao, n(%) 17(44) 22(61) 11(50) 8(50) 0,18
Tabagismo, n(%) 10(26) 12(33) 5(24) 4(25) 0,34
Dislipidemia, n(%) 29(76) 19(52) 12(54) 8(50) 023
Hist. familiar, n(%) 25(65) 22(61) 10(48) 12(75) 0,62
Nitratos, n(%) 26(68) 19(52) 11(50) 10(60) 0,29
Betablog., n(%) 33(86) 18(50) 11(50) 12(75) 0,09
Antag. calcio, n(%) 26(68) 18(50) 14(66) 8(50) 0,16
Aspirina, n(%) 34(89) 33(91) 18(81) 15(93) 0,10
Estatina, n(%) 29(76) 16(44) 14(66) 10(60) 0,04*
IECA, n(%) 9(23) 8(22) 5(24) 4(25) 0,41
Diurético, n(%) 10(26) 12(33) 10(48) 4(25) 0,26
Col. total, mg/dl 228+19 221424 210£21 227+19 0,90

Idade expressa em média = DP. Demais dados expressos em nimeros de individuos (porcentagem). IAM - infarto do miocardio; Revasc. - revascularizagéo cirdrgica;

e Angio. - angioplastia transluminal percuténea. * Significancia estatistica (p < 0,05).
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SCA = 92 + 14 mg/l e SCC = 86 + 12 mgl).

Aproximadamente 50% dos pacientes com SCA ja
tinham apresentado infarto, quase metade era composta de
hipertensos, um quarto era tabagista, mais de trés quartos
usavam betabloqueador e perto de 90% utilizavam aspirina.

A IL-6 apresentou diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos D-SCA e D-SCC (mediana 11,98 pg/ml e
6,85 pg/ml, respectivamente, p <0,0149) e entre SCA e
SCC (mediana 14,68 pg/ml e 4,97 pg/ml, respectivamente,
p <0,0040) (graf. 1). A analise dos niveis séricos da IL-18
mostrou niveis semelhantes entre os grupos D-SCA (mediana
289,4 pg/ml), D-SCC (mediana 334,5 pg/ml), SCA (mediana
281,9 pg/ml) e SCC (mediana 322,3 pg/ml) (graf. 2).

Os niveis da PCR foram significativos na comparagao
entre os grupos D-SCA e D-SCC (mediana 4,75 mg/l e
0,75 mg/l, respectivamente, p< 0,0002), também entre
o0s grupos D-SCA e SCA (mediana 4,75 mg/l e 1,83 mg/dl
respectivamente, p=0,0402) e finalmente entre D-SCA e
SCC (mediana 4,75 mg/l e 0,55 mg/l, respectivamente, p
= 0,0062) (graf. 3).
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Discussao

O nidmero de individuos adultos com diagnéstico de
DM do tipo 2 sera de aproximadamente trezentos milhdes
em 2025. Esses pacientes terdo provavelmente tendéncia a
aterosclerose mais acelerada. Usando a definicao de DM do
tipo 2 como uma resisténcia a insulina herdada ou adquirida
na presenca de uma faléncia das células beta geneticamente
determinadas, podemos considerar a resisténcia a insulina
como elemento fundamental da doenga DM do tipo 2.
A resisténcia a insulina se associa a risco aumentado de
doenca coronariana e esta presente nos pacientes com DM
do tipo 2 e também nos pacientes com sindrome metabdlica
(hipertrigliceridemia, HDL baixo, hipertensao, obesidade
abdominal e, claro, resisténcia a insulina).

Ao compartilhar com a aterosclerose fatores de risco
classicos, o DM do tipo 2 pode ter uma via comum de origem
e ser a via inflamatéria.

Na aterosclerose, a deteccdo de marcadores inflamatérios
elevados, notadamente a PCR estd relacionada a pior evolugao
de pacientes com DAC. Medicagdes como as estatinas, que
agem na redugao do colesterol, também provocam quedas nos
niveis séricos da PCR, e essa queda parece estar relacionada
a melhora do prognéstico’. O efeito das estatinas além da
redugao do colesterol, efeito pleiotropico, foi demonstrado em
vdrios estudos e revisoes ''. Ao agir em varios mediadores da
inflamacao, os inibidores da HMG-CoA redutase diminuem
a adesao monocitdria ao endotélio, reduzem a migragao e
proliferacao de células inflamatérias, melhoram a fungao
endotelial, diminuem a degradagao da matriz extracelular,
os fatores trombogénicos e as citocinas inflamatérias. Estudos
clinicos estdo em andamento para comprovar beneficio
independente da diminuigao do colesterol.

Nosso estudo mostrou o grupo D-SCC com a menor
utilizacao de estatina, achado que poderia justificar o maior
nivel da PCR nesse grupo comparado ao SCC, porém sabe-
se que a queda da PCR relacionada ao uso de estatina est4,
nos estudos até o momento, atrelada a queda do colesterol,
e os niveis de colesterol entre os grupos nao variaram
significativamente.
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Yudkin e cols. constataram, em 107 pacientes sem DM,
que a PCR, a IL-6 e o TNF-o. estao elevados e positivamente
relacionados a medidas da resisténcia a insulina. Outro
estudo’ mostrou que o nivel sérico da PCR esta linearmente
correlacionado ao ndmero de componentes da sindrome
metabdlica. Estudos experimentais mostram que a IL-6 interfere
na sintese de insulina na célula beta pancredtica e reduz a
sintese de glicogénio induzida pela insulina no hepatécitos'.

Placas de ateroma de pacientes diabéticos com sindrome
coronariana tém maior contelGdo lipidico, trombose e
infiltragdo por macréfagos que o tecido coronariano de
pacientes sem diabete'. Essa alta proporgao de células
inflamatérias infiltradas sugere que nao s6 a inflamagao
exerce um papel fundamental na aterosclerose, mas também
que o estado pré-inflamatério é mais ativo no paciente com
diabete.

Essa relagdo clara nos levou a pesquisa de outros marcadores
de inflamagao no diabético do tipo 2, em busca da mesma
alteragdo em relagao ao paciente sem diabete e também
com diabete, mas na fase cronica da coronariopatia. Nossos
resultados com relagdo a IL-18 nao mostraram diferenca
significativa entre os varios grupos, ao contrario de diversos
estudos retrospectivos. O cardter prospectivo do nosso estudo
leva a uma maior valorizagao dos dados, porém alguns aspectos
da dosagem sérica de um marcador instdvel como a IL-18
podem ter contribuido para esse achado, ja que se trata de
uma citocina que seguramente estd envolvida na instabilidade
da placa e em concentragoes locais aumentadas. A auséncia de
elevagao sérica constatada, porém, é contraria as perspectivas
terapéuticas que envolvem o bloqueio do receptor da IL-18.

Como ja foi demonstrado em estudos anteriores, a IL-6
estd significativamente aumentada nos quadros agudos de
instabilidade coronariana, e nosso estudo reforca o papel
dessa citocina no quadro de ruptura ou erosao da placa
de aterosclerose. Esse aumento pode estar relacionado ao
aumento da PCR, ja que a IL-6 promove a sintese hepdtica
desse marcador, porém também a PCR tem seu efeito
aterogénico mediado em parte pela sintese de IL-6°.

O achado mais original do presente estudo foi relativo a
PCR. Nosso estudo demonstrou niveis séricos de PCR seis
vezes mais elevados no quadro agudo em pacientes com
diabete, em comparacao ao paciente com diabete e quadro
de coronariopatia cronica. O nivel sérico no grupo de SCA sem
supradesnivelamento de ST com diabetes foi de 4,5 mg/dl,
superando em 50% o nivel bésico para alto risco definido pelo
Colégio Americano de Cardiologia (2002) para esse marcador.
Quando focamos os grupos com SCA com e sem diabete, a
PCR continua 2,6 vezes mais elevada no diabético. Inicialmente
descrita como um marcador da resposta inflamatéria, recentes
estudos tém demonstrado um papel ativo da PCR como mediador
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da aterogénese. A PCR induz a apoptose de células endoteliais,
inibe a angiogénese e estimula a transcricao de numerosos genes
de citocinas pré-inflamatérias'”. No entanto, estimula a liberagao
de endotelina-1 e IL-6, provocando a expressao aumentada de
moléculas de adesdo e quimocinas envolvidas no recrutamento
de células inflamatérias como o MCP-1. Dessa forma, podemos
supor que os niveis elevados de PCR no paciente diabético com
SCA representam um estado e prejuizo inflamatério elevados.
Também houve uma tendéncia (p = 0,08) a niveis de PCR
elevados nos pacientes com diabete e quadro estavel, quando
comparados aqueles sem diabete e doenga cronica coronariana,
sinalizando uma atividade inflamatéria elevada no paciente
diabético mesmo na fase estavel da coronariopatia. A analise do
presente estudo se limitou aos achados basais dos pacientes, e
seu seguimento clinico estd sendo realizado para obtengao de
informagdes de progndsticos nos grupos estudados. O momento
da coleta das amostras, especificamente do quadro instavel, nao
parece interferir no resultado obtido™. O achado de glicemia
encontrado no grupo D-SCC pode ser questionado como fator
de elevagdo da PCR em relagdo ao grupo SCC. Um estudo
mostrou elevacao das duas varidveis em diabéticos' e estd de
acordo com a fisiopatologia do estresse oxidativo induzido pela
hiperglicemia. Mas o presente estudo pode apenas demonstrar,
pela PCR, que a inflamagao estd aumentada nesse grupo de
pacientes, que freqiientemente se encontram nessa condigao
de hiperglicemia (D-SCC = 158 % -59mg/l).

Conclusoes

Nosso estudo mostrou que a reagao inflamatéria da
aterosclerose nos pacientes com diabete, mediada por
PCRus, estd mais elevada nos quadros de instabilidade, tanto
em pacientes coronariopatas cronicos com diabete como
naqueles com instabilidade sem diabetes. Tal achado explica
em parte o pior prognéstico dos pacientes com diabete e
coronariopatia e implica maior esforco a ser empreendido
para controlar a inflamagdo e melhorar a sobrevida dessa
parcela significativa da populacao.
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