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RESUMO

A despeito dos avancos na prevencdo, no diagndstico e no tratamento da doenca
cardiovascular (DCV) nos dias atuais, a DCV permanece como uma grande causa de
morbimortalidade em todo o mundo. A prevencdo primdria tem contribuido de forma
substancial para a reducdo nas taxas de mortalidade por doenca arterial coronariana; no
entanto, ainda existem desafios a serem vencidos. A prospeccdo de marcadores lipidomicos
pode ser utilizada como técnica complementar para a reestratificacdo de risco cardiovascular
em pacientes assintomaticos de risco intermedidrio de Framingham, cujo manejo clinico
adequado é incerto. Neste trabalho, inicialmente submetemos os pacientes a Ecocardiografia
transtordcica (Eco-TT) e a Cintilografia Miocérdica (CM), aqueles pacientes com Fracdo de
ejecdo do Ventriculo Esquerdo (FEVE) preservada e com a CM negativa foram incluidos no
projeto. Em seguida, nds comparamos o perfil global de lipideos entre pacientes com placas
coronarianas na angiotomografia (Angio-TC) e sem placa aterosclerética, classificando-os pelo
Escore de Leaman Adaptado (CT-LeSc), utilizando-o como possivel discriminante para
reestratificacdo de risco cardiovascular. Pacientes Framingham intermedidrio com



angiotomografia de artérias corondrias foram separados em 3 grupos: auséncia de placas
(CTRL), placa calcificada (CCP) e placa ndo calcificada (NCP), com aplicagdo posterior do CT-
LeSC. Este escore caracteriza de forma objetiva a placa em tercis, T1 (CT-LeSc: 0,3 — 3-7), T2
(CT-LeSc: 3,8 — 8,2) e T3 (CT-LeSc: 8,3 — 24,1), com base na localiza¢do, grau de estenose e
composicdo da placa aterosclerdtica. O N total de pacientes igual a 12, dividido nos 4 grupos
(CTRL: 4; T1: 4; T2: 4; T3: 4). Cada grupo teve sua lipidémica analisada por espectrometria de
massa tipo MALDI-MS com andlise estatistica ndo paramétrica feita pelo software
MetaboAnalyst, com andlises de PLS-IP (Partial Least Squares Important Features), que leva
em conta os perfis diferenciais, e SPLS (Sparse Partial Least Squares), que evidencia melhor a
diferenca entre de biomarcadores. A lipidémica foi comparada com o escore de calcio,
espessura médio-intimal das cardtidas, proteina C reativa US e histéria familiar de doenca
aterosclerdtica. A analise de SPLS da lipidémica dos grupos NCP, CCP e CTRL mostrou grupos
bem estratificados, validando a CT-LeSc e seus tercis, como uma ferramenta de avaliagdo das
placas e seu risco cardiovascular. Através do PLS, foram encontrados lipidios de alta
intensidade em T2 e T3 e baixa intensidade em T1 e CTRL, demonstrando um possivel
marcador de mau progndstico para eventos cardiovasculares. A técnica de espectrometria de
massas mostrou-se aplicavel no contexto clinico da Aterosclerose, sendo que sua correlagao
com o CT-LeSc agregou mais acuracia na discriminagao dos fenétipos estudados.

Palavras-Chave: Lipidomica. Escore de Leaman Adaptado. Escore de Framingham.
Aterosclerose. Eventos Cardiovasculares



1. INTRODUCAO

A despeito dos avangos na prevenc¢dao, no diagndstico e no tratamento da doenca
cardiovascular (DCV) nos dias atuais, a DCV permanece como uma grande causa de
morbimortalidade em todo o mundo [1-6]. A prevencdo primaria tem contribuido de forma
substancial para a redugdao nas taxas de mortalidade por doenga arterial coronariana; no
entanto, ainda existem desafios a serem vencidos [7]. Os eventos coronarianos sdo em sua
maioria decorrentes da trombose aguda apds a erosdo de uma placa instavel levando ao

infarto agudo do miocdrdico, que pode ser a primeira manifestacdo da doenca [1,3,8,9].

Pesquisas recentes sugerem que rupturas de placa geram diversos trombos que ocasionam
morte subita, indicando que a trombose ndo oclusiva pode preceder o evento fatal com maior
frequéncia do que observado anteriormente [10], e que, na verdade, a maioria das oclusdes
das artérias coronarias ocorre em vasos com estenose previamente identificada com menos
de 50% nos angiogramas realizados nos meses ou anos anteriores. Este achado fortalece o
conceito de que infarto ndo transmural ocorre como resultado de oclusdo trombética subita
no sitio de rotura de placas aterosclerdticas previamente ndao obstrutivas, porém ricas em

lipidios [6,11,12,13].

Nem todos os eventos coronarianos ocorrem em individuos com multiplos fatores de risco
tradicionais. Em alguns individuos, as anormalidades ligadas ao processo inflamatdrio, a
hemostasia e/ou a trombose isoladamente parecem desempenhar papéis decisivos [6,14]. De
fato, a ocasido do primeiro infarto, mais de 75% dos pacientes ndo estavam sob medidas
preventivas baseadas em escores de probabilidade de eventos cardiovasculares tradicionais
[1,3]. Portanto, a capacidade de identificar, dentre os individuos assintomaticos, o subgrupo
gue apresenta maior risco de desenvolver eventos cardiovasculares como infarto e morte no
futuro representa uma etapa fundamental em qualquer estratégia voltada para a diminuicdo

das taxas de eventos cardiovasculares [7,15].

Dentre os varios escores utilizados para identificar os individuos assintomaticos portadores

de aterosclerose subclinica e predizer seu risco de eventos cardiovasculares, o mais



reconhecido e utilizado é o Escore de Framingham (EF) [16]. Ele estima a probabilidade de
ocorrer infarto do miocardio ou morte por doenga corondria no periodo de 10 anos em
individuos sem diagndstico prévio de aterosclerose clinica, a partir das seguintes variaveis:
sexo, idade, tabagismo, colesterol total, HDL colesterol, pressdo arterial sistélica e histérico

familiar para doenga arterial coronariana.

Individuos classificados como baixo risco pelo EF tem 10%, ou menos, de chance de
desenvolver DCV em 10 anos; os de risco intermediario tem de 10 a 20% de chance de
desenvolver DCV em 10 anos e os de alto risco mais de 20% de chance de desenvolver DCV
em 10 anos. Cerca de 40% da populacdo adulta dos Estados Unidos estd estratificada no “risco
intermediario” para DAC [6]. Embora os lipidios sanguineos sejam um importante fator de
risco para a aterosclerose, metade de todos os infartos do miocardio ocorre em individuos
sem hiperlipidemia manifesta [17] e, mesmo se sabendo que as equac¢des de predicdo de
risco, como a de Framingham, melhoram a detecc¢do do risco de eventos cardiovasculares,
cerca de 20% de todos os eventos ocorrem na auséncia de qualquer um dos fatores de risco

classicos maiores [6].

No contexto de uma doenga tdo grave e prevalente como é a doencga aterosclerética
coronariana, a qual é responsavel pelo maior indice de 6bito mundial e, ndo diferente,
também no Distrito Federal, este projeto buscou, como objetivo geral, determinar e qualificar,
in vivo, quais marcadores do perfil lipidico total estdo envolvidos no processo de aterogénese
coronariana em pacientes assintomaticos de risco intermediario de Framingham, quando
comparados a preditores de risco ja estabelecidos para a doencga coronariana (como o escore
de cdlcio, a espessura médio-intimal de artérias carotideas, a proteina C reativa ultrassensivel
e a histdria familiar da doenca aterosclerdtica). Como objetivos especificos, o projeto apontou
gue padrao molecular dos lipideos totais presentes na doenca arterial coronariana subclinica
pode ajudar no diagndstico, complementarmente, com foco naqueles pacientes cujos
marcadores de risco tradicionais ndo foram capazes de predizer a presenca da aterosclerose

coronariana.



2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Dentre os varios escores utilizados para identificar os individuos assintomaticos portadores
de aterosclerose subclinica e predizer seu risco de eventos cardiovasculares, o mais

reconhecido e utilizado é o Escore de Framingham (EF) [16].

De fato, o EF identifica adequadamente individuos de alto e baixo riscos, tendo, em
contrapartida, acuracia limitada na predicdo de eventos clinicos em pacientes classificados
como risco intermedidrio, sendo, portanto, os pacientes deste ultimo grupo os mais

beneficiados com o rastreamento adicional [6,18].

Por estas razdes, particularmente para grupo de risco intermediario, caracteristicamente um
grupo vasto e heterogéneo, hd a necessidade consideravel de melhorar a detec¢do do risco
de eventos cardiovasculares, com o desenvolvimento de muitas pesquisas concentradas na
identificagdo e na avaliagdo de novos fatores de risco aterosclerdticos. Desta forma, as
diretrizes vigentes sugerem a utilizacdo de fatores de risco agravantes (marcadores de doenca
subclinica), a saber: (1) escore de calcio corondrio (EC); (2) espessura médio-intimal da artéria
carétida (EMI); (3) indice tornozelo braquial (ITB); (4) Proteina C Reativa ultrassensivel (PCRus)
e (5) histéria familiar para doenca arterial coronariana precoce. Esta estratificacdo visa
reclassificar os pacientes como de alto risco e propor estratégicas preventivas mais agressivas
para eventos cardiovasculares [18-20]. Estudos mais recentes sugerem que, dentre os
mencionados, o EC seja preditor de eventos cardiovasculares superior a outras ferramentas

de estratificacdo de risco [19,20].

Sabe-se que os lipidios desempenham papel fundamental na formacao e consequente ruptura
de uma placa coronariana instavel e que a medida bioquimica do perfil lipidico atualmente
preconizada, ndo espelha a real complexidade das alteracdes do metabolismo lipidico [21]. A
angiotomografia das artérias coronarias € um método nao invasivo que permite identificar as
caracteristicas da placa que aumentam o risco de ocorréncia de sindrome coronariana aguda
(infarto ou angina instavel) [22-25]. Ainda que instaveis, estas placas geralmente ndo causam
obstrucdo significativa, ndo sendo detectadas em exames sob estresse fisico ou farmacolégico

(ex.: teste ergométrico, cintilografia de perfusdo miocardica ou ecocardiograma transtoracico



sob estresse), abordagem mais comumente usada na avaliacdo de risco cardiovascular em

pacientes assintomaticos [2,3].

O escore de Leaman adaptado (CT-LeSc) utiliza imagens angiotomograficas para caracterizar
a placa coronariana quanto a sua calcificagdo (placa calcificada/mista ou n3do-calcificada) e
localizagdo. De acordo com essas informagdes, calcula-se o valor multiplicando o peso da
artéria, pela severidade da estenose e tipo de composicdo, conforme os valores explicitados
na Tabela 1. Ao final, soma-se os valores de todas as placas para obter o escore resultante.
Feito o somatdrio total, classifica-se os pacientes em T1 (CT-LeSc < 3,7), T2 (3,7 < CT-LeSc <

8,3) e T3 (CT-LeSc > 8,3). [34]

Segment Right Left Balanced
dominance dominance

Coronary segments

RCA proximal 1 0 0.5
RCA mid 1 0 0.5
RCA distal 1 0 0.5
PDA 1 na 0.5
Left main 5 6 5.5
LAD proximal 35 35 35
LAD mid 25 25 2:5
LAD distal 1 1 1
Ist diagonal 1 1 1
2nd diagonal 0.5 0.5 0.5
LCx proximal 1.5 25 2.0
Ist obtuse marginal 1 1 1
LCx distal 0.5 15 |
2nd obtuse marginal 1 1 1
PDA from LCA na 1 na
PL branch from na 0.5 0.5
LCA
PL branch 0.5 na na
from RCA
Intermediate branch 1 1 1
Stenosis severity
Obstructive CAD 1
Nonobstructive CAD 0.615
Plaque composition
Non-calcified or mixed 1.5

Calcified 1

RCA right coronary artery, PDA posterior descending artery, LAD left
anterior descending, LCx left circumflex, PL postero-lateral, CAD
coronary artery disease

Tabela 1. Valores ponderais das placas ateromatosas de acordo com sua localizagdo, composicdo e severidade

da estenose. [34]

A busca por evidéncia desta vulnerabilidade da placa pode mudar o manejo destes pacientes
e melhorar desfechos clinicos [8,9]. A descoberta de marcadores moleculares em pacientes

com placas ndo calcificadas, instaveis, mostra-se como relevante ferramenta para melhor



compreensdo da doenca e desenvolvimento de métodos diagndsticos e terapéuticos mais

eficazes.

3. METODOLOGIA

a. Descrigao dos estudos clinicos

Participaram da pesquisa pacientes assintomaticos que preencheram critérios clinicos de risco
intermediario do escore de Framingham pelos seus médicos assistentes em atendimento
cardioldgico realizados na cidade de Brasilia (DF), Brasil. Estes pacientes foram convidados a
realizar os seguintes exames cardioldgicos: (1) ecocardiograma transtordcico com Doppler
colorido para analise estrutural cardiaca, com avaliacdo, dentre vdrias medidas, do tamanho
das camaras cardiacas, das funcdes sistdlica e diastdlica do ventriculo esquerdo, da
contratilidade segmentar e da presenca de hipertrofia ventricular, realizados na clinica
cardioldgica Cardioclinica, ambos situados em Brasilia (DF), Brasil; (2) cintilografia miocardica
com cortes tomograficos no repouso e no estresse sincronizado com o eletrocardiograma
(gated SPECT) para avaliacdo de perfusao miocardica (deteccdo de isquemia), realizado no

Instituto de Cardiologia do Distrito Federal (ICDF).

Os pacientes que apresentaram func¢ao ventricular esquerda normal e cintilografia negativa
para isquemia realizaram angiotomografia de artérias coronarias com 64 canais no Instituto
de Cardiologia do Distrito Federal (ICDF) e foram separados em trés grupos de acordo com o
resultado tomografico baseado no grau de estenose e composicdo da placa, a saber: (1)
coronarias normais (grupo controle); (2) coronarias com placas calcificadas (estaveis); (3)
coronarias com placas ndo calcificadas (instdveis). A calcificacdo é definida como uma lesdo
hiperatenuante com intensidade de sinal acima de 130 unidades Hounsfield (HU) e drea > 3
pixels adjacentes (pelo menos 1 mm?), calculada a partir da soma ponderada das densidades

acima de 130 HU (escore de Agatston).

Os pacientes com placas instaveis detectadas na angiotomografia foram submetidos a analise
de outros marcadores de risco para DAC além do escore de Framingham para serem
comparados com o perfil molecular quanto a predi¢ao da presenga de placa nao calcificada,

assim descritos: (1) Escore de calcio corondrio (EC); (2) Espessura médio-intimal da artéria



carétida (EMI); (3) indice tornozelo braquial (ITB); (4) Proteina C Reativa ultrassensivel (PCRus)

e (5) Histdria familiar para DAC precoce.

Afim de melhor estratificar os pacientes quanto as caracteristicas de suas placas e portanto
caracterizar melhor os fenétipos para posterior caracterizacdo molecular, calculou-se o CT-
LeSc, classificando os pacientes em T1 (CT-LeSc < 3,7), T2 (3,7 < CT-LeSc < 8,3) e T3 (CT-LeSc >
8,3). Afim de otimizar o cdlculo dos grupos T, foi desenvolvida pela equipe, uma calculadora

de CT-LeSc (Apéndice 1).

A classificacdo dos pacientes quanto a estes marcadores de doenca aterosclerdtica subclinica
seguiram as recomendagdes consolidadas na literatura. Desta maneira, os seguintes valores
reclassificaram o paciente de risco intermedidrio para alto risco. (1) EC: acima de 100 ou do
percentil 75 para a idade ou sexo; (2) EMI: acima de 1,0 mm; (3) ITB: menor do que 0,9 e (4)
PCRus > 2 mg/l e (5) Histdria familiar de DAC precoce: parentes de primeiro grau homens < 55

anos e mulheres < 65 anos.

Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), podendo,
a qualquer momento, se desvincular do projeto se assim o desejarem, sem qualquer 6nus,
com garantia de sigilo das informacdes e privacidade do sujeito. Todos receberam
esclarecimentos quanto aos objetivos e riscos do estudo, cientes da inexisténcia de custos
financeiros adicionais referentes aos procedimentos para os participantes (CAAE:

86928217.6.00005558).
Critérios de inclusao

Para inclusdo neste estudo, os pacientes preencheram os seguintes critérios: auséncia de
sintomas de insuficiéncia coronariana, com risco intermediario para eventos cardiovasculares
pelo critério de Framingham, sem isquemia miocdrdica a cintilografia com fungao ventricular
normal. Sendo divididos em 4 grupos com base no Leaman Score: o primeiro grupo composto
por pacientes sem placas nas artérias corondrias (grupo controle, n = 9), o segundo grupo
classificado no tercil T1 (n = 3), o terceiro grupo classificado no tercil T2 (n = 6) e o quarto

grupo classificado no tercil T3 (n= 6).



Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdao foram: doenca arterial coronariana ja documentada; sintomas
sugestivos de doenga coronariana; ritmo de fibrilagdo atrial ou contraindicagdo a
angiotomografia, incluindo antecedente de reacao alérgica ao contraste, insuficiéncia renal
significativa (taxa de filtragdo glomerular < 30 ml/min/1.73m2) e contraindicagdo ao uso de
medicamentos betabloqueadores e adenosina (portadores de asma e bloqueio

atrioventriculares de segundo ou terceiro graus).

Riscos

Os exames de imagens cardiacas (cintilografia miocdrdica e angiotomografia de artérias
coronarias) que foram realizados neste projeto sdo exames ndo invasivos seguros, com taxa
de complicagdes muito baixas. Como ha a necessidade de infusdo de contraste endovenoso
na angiotomografia, existe a chance de reacOes alérgicas. Rea¢cOes adversas graves ao
contraste iodado sdo raras [26-28]. No entanto, esta possibilidade foi reduzida ao se utilizar
contraste iodado ndo i6nico (o mais recomendado) e ao se realizar uma criteriosa triagem
para identificar aquelas pessoas com antecedentes de reacgdo alérgica prévia. O uso do
contraste iodado ndo i6bnico com baixa osmolalidade esta associado a uma menor incidéncia

de reacgdes, sendo estimada em torno de 0,2 a 0,6% na populagdo [29-31].

Com relagdo a amostra de plasma para analise do perfil global dos lipideos ndo se agregaram
riscos adicionais aos pacientes, uma vez que ja se submeteriam a coleta de sangue de rotina

solicitados pelos seus médicos assistentes.

Beneficios

No contexto de uma doencga tdo grave e prevalente como é a doenca aterosclerédtica
coronariana (maior indice de dbito mundial e, ndo diferente, também no Distrito Federal),
este projeto revelou possiveis marcadores lipidicos que pudessem proporcionar informacdes
diagndsticas e progndsticas aditivas aos fatores de risco tradicionais, com o intuito de servir
como ferramenta complementar na estratificagdo do risco de eventos cardiovasculares,

possibilitando um tratamento mais personalizado, ndo invasivo e eficaz para atingir a meta



terapéutica e reduzir desfechos clinicos adversos (isquemia miocardica, infarto agudo do

miocardico, internacdo ou morte por doenca cardiovascular).

b. Descri¢cao da preparagao de amostras e andlise de metabdlitos

Preparo de amostras e extracao

O preparo de amostra foi a extracdo modificada de Bligh-Dyer (1959). O método de extracdo
Bligh-Dyer modificado, emprega a mistura cloroférmio/metanol (2:1). A fase inferior foi

coletada, diluida e analisada por MALDI/MSMS.

Analise por MALDI-TOF e bioinformatica

Em um microtubo, 200ul do plasma foi ressuspendida em aproximadamente 150uL de dgua
MilliQ. A esta suspensdo foi adicionada 190uL de cloroférmio (grau HPLC) e 375ul de metanol
(grau HPLC). Apds 2 minutos no vortex foram adicionados 187,5ulL de cloroférmio (grau HPLC)
e 150uL de agua MilliQ. A mistura bifasica foi coletada separadamente. A fase inferior apolar
contendo lipidios em solucdo de cloroférmio foi transferida para outro microtubo e concentrada
para eliminar o solvente (procedimento adaptado de Bligh & Dyer, 1959). A fracdo rica em
metabdlitos polares foi coletada e armazenada. Ambos os extratos foram armazenados a -202C.
O extrato apolar foi ressuspenso em metanol/cloroférmio 2:1 no momento da analise. Para o
preparo das placas de MALDI, 1- 2ul da solucdo do extrato foi depositado em cada poc¢o da placa
de MALDI, seguida de secagem em temperatura ambiente. O sobrenadante seco foi recoberto
com 1-2ul de solugdo de matriz, composta de 4acido 2,5-diidroxi-benzéico (DHB) diluido em

acetonitrila 50% e de acido trifluoroacético 2,5%.

Anidlise de lipideos por MALDI/MSMS

A andlise por MALDI-MS foi realizada em espectrometro de massas Bruker Autoflex IIl MALDI-
TOF/TOF equipado com um laser de feixe inteligente de 334nm. Os perfis globais lipiddmicos
foram adquiridos no modo linear TOF e no modo de ions positivos com uma extracdo
retardada de 260ns a 20kV de tensdo de aceleracdo. Cada espectro foi recolhido
manualmente como uma média de 5000 disparos a laser (1000 disparos a laser em 5 posicoes
diferentes). A energia do /aser foi ajustada imediatamente acima do limiar para a produgao

de ions. Foram gerados espectros em faixas de m/z 600-1200 para as impressoes digitais dos



lipideos.. Os espectros foram adquiridos em triplicata e a ferramenta AutoExecute do software
de aquisicao Flexcontrol foi utilizada (versado 2.4, Bruker-Daltonik GmbH) para processamento.

Apenas picos de ions com uma relagdo S/N maior que 3 foram considerados.

Processamento dos dados: analise estatistica multivariada e identificagdo de metabdlitos

Foram utilizados o teste do qui-quadrado, teste de Fischer e teste t Student para
comparagoes, quando apropriado. Para determinar fatores progndsticos independentes
foram utilizados o teste de regressdo de Spearman ou de Pearson na andlise
multivariada/pareada, ndo paramétrica. A andlise estatistica ndo paramétrica utilizou o
software MetaboAnalyst [32]. A identificacdo dos metabdlitos que foram levados para
fragmentacdo o em MSMS foi realizada apds as andlises quimiométricas utilizando o
VIPSCORE mais alto (2-6) de caracteristicas importantes das concentragdes relativas de cada
metabodlito referéncia, apds estatistica por PLS-DA (PLS-DA imp, p<0,05). Estes ions entdo
foram identificados pelos softwares The Human Metabolome DataBase — HMDB [33], LIPID
Metabolites And Pathways Strategy - LIPID MAPS® (Wellcome Trust) e METLIN (Scripps

Institute).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pacientes classificados como de risco intermedidrio para doenca arterial coronariana pelo
escore de Framingham, assintomaticos, com cintilografia de perfusdo miocardica negativa
para isquemia e fragdo ventricular esquerda normal, foram recrutados em trés grupos
conforme resultado da angiotomografia de artérias coronarias: (1) sem placas (CTRL); (2)
placas calcificadas (CCP); (3) placas ndo calcificadas (NCP). Em seguida, estes pacientes foram
reclassificados com base no Leman Score Adaptado, sendo divididos em: grupo composto por
pacientes sem placas nas artérias corondrias (grupo controle, n = 9), o grupo classificado no
tercil T1 (n = 3), o terceiro grupo classificado no tercil T2 (n = 6) e o quarto grupo classificado
no tercil T3 (n= 6), formando um n total de 24 pacientes. O perfil lipidomico dos pacientes de
cada grupo foi analisado por MALDI-MS. A andlise estatistica ndo paramétrica foi utilizada
para revelar os perfis lipidomicos discriminantes por meio do software MetaboAnalyst, sendo
realizadas analises de PCA (Principal Components Analysis) e PLS-DA (Partial Least Squares

Discriminant Analysis).
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Os Graficos 1 e 2 demonstram os resultados parciais. No Grdfico 1, exposto abaixo, que agrupa
os perfis lipidémicos dos grupos CCP, NCP e CTRL, podemos notar uma proximidade do NCP

com CTRL. Algumas hipdteses para a semelhanca dos grupos sdo:

1. Ondogrupo NCP era pequeno;
2. Tanto os pacientes CTRL, como NCP possuem niveis baixos de PCR US — o que pode

invalidar a dosagem de PCR US em pacientes com NCP.

Os Grdficos 3, 4, 5, 6 e 7 demonstram os resultados finais de nossa pesquisa. A estratificacao
dos padrdes de lipiddmica vista na utilizacdo dos tercis de CT-LeSc afirmou a validade desta
classificacdo para avaliagao do perfil lipiddmico. Como mais um avanc¢o, encontramos ainda
metabdlitos que se comportam como possiveis marcadores de mau / bom progndstico, assim

como explicitado no Grdfico 4.

Grdfico 1. Analise PLS-DA do perfil lipidico dos grupos
CCP, CTRL e NCP. Circulo vermelho: demonstra
agrupamento dos grupos NCP e CTRL, ambos com baixa
PCR US. Circulo roxo: as 3 amostras de pacientes CTRL
afastadas dos demais, representam individuos de baixo
indice de massa corporal, o que sugere grande
importancia deste fator no perfil lipidomico, visto que
se mostram distantes de outros componentes do grupo
CTRL. Circulo azul: demonstra amostras de pacientes
CCP, com alto escore de calcio, evidenciando a
relevancia deste marcador, de forma que sdo individuos
com perfil lipidomico diferenciado dos demais de seu
proprio grupo e dos outros cenarios estudados.
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Grdfico 2: Analise PLS-DA do perfil lipidico dos grupos
CTRL e NCP. Dado que ocorreu agrupamento
semelhante entre os grupos citados no Grdfico 1, foram
analisados apenas os dados do CTRL e NCP, afim de
evidenciar que ambos possuem diferentes perfis
lipidémicos. O resultado encontrado foi que os grupos
realmente detém perfis lipidomicos dispares quando
analisados de forma independente.

Grdfico 3. Andlise PLS-DA do perfil lipidico dos grupos
CTRL, T1 e T3 (sem T2): demonstra perfis lipiddomicos
distintos entre os extremos da andlise (controle versus
T3 — alto risco pela classificagdo de Leaman), o que
mostra a importancia deste escore tomografico ao
caracterizar de forma mais acurada a placa coronariana.
Area de sombreamento verde: as amostras do grupo T1
(baixo risco pelo escore de Leaman) compartilham
lipidios com os outros dois grupos (CTRL e T3), o que
pode ser explicado pelo fato do grupo T1 possuir
caracteristicas tanto do CTRL (baixo PCR us e escore de
calcio zero) e do T3 (presenca de placa coronariana).
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Grdfico 4: Analise PLS Important Features do perfil lipidico
dos grupos CTRL, T1, T2 e T3. O eixo VIP Score demonstra
a distancia entre os cendrios. Desta forma, foram achados
ions mais intensos em T1 e CTRL, de baixa intensidade em
T2 e T3, como 0 141.808 m/z, sendo um possivel marcador
de bom prognéstico para eventos cardiovasculares. De
forma contraria, foram encontrados ions de alta
intensidade em T2 e T3, como 0 492.5965 m/z entretanto,
com baixa intensidade em T1 e CTRL, demonstrando um

possivel marcador de mau progndstico.

Grdfico 5: Analise Anova do perfil lipidico dos grupos CTRL,
T1, T2 e T3. O Anova realiza uma analise uniparamétrica para
ions
significantes para determinado fendtipo. Neste gréfico,
podemos notar que o ion 782.833 m/z teve alta significancia

avaliar diferentes cendrios afim de investigar

em CTRL em T1, aproximando novamente ambos perfis.

Grdfico 6: Analise PLS-DA do perfil lipidico dos grupos CTRL,
T1, T2, T3. Circulo preto: demonstra amostras de individuo
do grupo T2 dentro de T3. A semelhanca de T3, pacientes
em T2 também apresentam escore de célcio > 100 e placa
de ateroma nas artérias carétidas, o que pode justificar a
semelhanga entre seus perfis lipidicos. Circulo laranja:
evidencia amostras do grupo T2 distantes dos demais
cendrios. O fato destes individuos destacados usarem
reposicdo hormonal pode ser uma explicagdo para este
achado.
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Grdfico 7. Andlise PSLS do perfil lipidico dos grupos CTRL, T1, T2,
T3. Circulo preto: demonstra amostras do grupo controle afastadas
Scores Plot dos demais de seu préprio grupo e de outros cendrios analisados.

o TR Representa individuo com os melhores indices clinico-laboratoriais
. entre todos os estudados (escore de calcio zero, com os menores
valores de proteina C reativa e de indice de massa corporal). Circulo
® o vermelho: evidencia grupo T1 dentro do CTRL, compartilhando
) perfil lipidomico semelhante, o que ser explicado pelo fato de que,
apesar da presenca de placa coronariana no grupo T1, estas
~ amostras sdo de individuos com semelhancgas clinicas ao grupo

° controle (apresentam escore de célcio igual a zero, indice de massa
- © corporal dentro da normalidade, histéria familiar negativa para
doenga arterial coronariana e baixa proteina C reativa). Circulo
laranja: demonstra amostras de pacientes T2 mais distantes das
demais amostras de seu proprio grupo. Diferentemente dos
demais T2, representa pacientes com placa de ateroma em artérias
carétidas evidenciando a relevancia deste marcador, de forma que

' ‘ ‘ ‘ ' sdo individuos com perfil lipiddmico mais proximo ao do grupo T3

' Component 1{18.2 %) (azul claro). Circulo cinza: amostras de pacientes do grupo T3 mais
afastados dos demais possuem os maiores valores de escore de
cdlcio entre todos os cenarios estudados, documentando a
correlagdo deste indice com o perfil lipidico total.

5. CONCLUSOES

A técnica de espectrometria de massas mostrou-se aplicadvel no contexto clinico da aterosclerose,
visto os achados de determinados lipideos especificos para pacientes com o mesmo perfil de risco.
Sua correlagdo com o CT-LeSc agregou mais acuracia na discriminagao dos fendtipos estudados. A
associacdo deste escore com as caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes demonstrou um
achado importante: individuos com fendtipo igual (T1, T2, T3 ou CTRL) que apareceram mais
afastados nos graficos, possuem PCR, escore de calcio ou ECO-Doppler de cardtidas com
resultados bem discrepantes dos demais do mesmo grupo, evidenciando possiveis discriminantes
de gravidade. As amostras de T3 mais distantes dos demais possuem os maiores valores de escore
de calcio entre todos os cenarios estudados, documentando a correlagdo deste indice com o perfil
lipidico total. Assim como visto nos Grdficos 4 e 5, encontramos metabdlitos que se comportam
como possiveis marcadores de mau / bom progndstico, evidenciando a utilizacdo do perfil lipidico
global como importantes discriminantes caracterizadores de eventos cardiovasculares

patoldgicos, mesmo em individuos assintomaticos.
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APENDICE

Apéndice 1. Calculadora do Escore de Leaman Adaptado (CT-LeSc).
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