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RESUMO

As doencas cardiovasculares (DCV) séo consideradas as principais causas de
Obitos no mundo. O Infarto Agudo do Miocardio (IAM) e a aterosclerose séao as formas
mais relevantes de cardiopatia isquémica, sendo seu diagnoéstico realizado
primeiramente, pela avaliagdo do quadro clinico, seguido das alteracbes
eletrocardiograficas e, por fim, analise de restritos marcadores bioquimicos
cardioespecificos. Nesse sentido, a metaboldomica atrelada a quimiometria, tem
ganhado cada vez mais espaco dentro da &rea cardiovascular, devido ao seu grande
potencial no que se refere a busca de novos biomarcadores para o diagndéstico e
progndstico precoce das DCV. Dentre os metabolitos potencialmente relacionados as
doencas cardiovasculares, destaca-se a adenosina. Uma elevacdo dos niveis de
adenosina no sangue, bem como uma melhora do quadro clinico dos pacientes, por
efeito dos antiplaquetarios clopidogrel e ticagrelor e das estatinas sinvastatina e
rosuvastatina, tem sido reportado. Entretanto, em virtude da sua elevada taxa de
degradacdo no sangue, o estudo ndo somente da adenosina, mas também dos seus
produtos de degradacao se faz necesséria. Neste contexto, o presente trabalho tera
como objetivo buscar compreender a sinergia dos antiplaguetarios com as estatinas,
bem como o tempo de administracdo dos medicamentos por meio de uma avaliagao
guimiométrica dos niveis de adenosina e seus produtos de degradacao: inosina,
hipoxantina, xantina e acido arico, dosados no plasma de pacientes infartados. Os
resultados obtidos por meio das técnicas estatisticas utilizadas neste estudo apontam
gue existe uma sinergia na combinacdo dos farmacos e os metabdlitos em estudo,
convergindo para uma indicagdo na melhoria do quadro clinico dos pacientes.

Palavras -Chave: Metaboldmica, quimiometria, doencas cardiovasculares, infarto
agudo do miocardio.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD) are considered the main causes of death in the
world. Acute Myocardial Infarction (AMI) and atherosclerosis are the most relevant
forms of ischemic heart disease, the diagnosis of which is made first, by assessing the
clinical picture, followed by electrocardiographic changes and, finally, analysis of
restricted cardio-specific biochemical markers. In this sense, the metabolomics linked
to chemometrics, has been gaining more and more space within the cardiovascular
area, due to its great potential with regard to the search for new biomarkers for the
diagnosis and early prognosis of CVD. Among the metabolites potentially related to
cardiovascular diseases, adenosine stands out. An increase in the levels of adenosine
in the blood, as well as an improvement in the clinical condition of patients, due to the
effect of antiplatelet agents clopidogrel and ticagrelor and statins simvastatin and
rosuvastatin, has been reported. However, due to its high rate of degradation in the
blood, monitoring of its degradation products is necessary. In this context, the present
work will aim to understand the synergy of antiplatelet drugs with statins, as well as the
time of medication administration through a chemometric evaluation of adenosine
levels and their breakdown products: inosine, hypoxanthine, xanthine and acid uric,
dosed in the plasma of infarcted patients. The results obtained through the statistical
techniques used in this study indicate that there is a synergy in the combination of
drugs and metabolites under study converging to an indication for improving the clinical

status of patients.

Keywords: Metabolomics, chemometry, cardiovascular diseases, acute myocardial

infarction.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencas cardiovasculares

O estudo das doencas cardiovasculares (DCV) tem ganhado relevancia devido
as suas altas taxas de mortalidade e morbidade relacionadas as DCV. Dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que somente nas Ultimas décadas,
das 50 milhées de mortes que ocorrem, cerca de 17 milhdes foram ocasionadas pelas
DCV, o que representa aproximadamente 30% de todas as mortes registradas. A nivel
de Brasil, considerando uma populacdo com mais de 30 anos, as DCV possuem uma
taxa de mortalidade de aproximadamente 20%, sendo que, taxas ainda maiores
podem ser encontradas nas regides Sul e Sudeste. [1, 2, 3]

Entre os fatores de risco associados as DCV existem os modificaveis e os néo
modifichveis. Os fatores modificAveis s&o: hiperlipidemia, tabagismo, etilismo,
hiperglicemia, obesidade, sedentarismo, ma alimentacéo e uso de contraceptivos. Por
outro lado, como considera-se como ndo modificaveis, os historicos familiares de DCV,
idade, sexo e raca. Estudos que avaliam a influéncia do estilo de vida na determinagao
de doencas crénico ndo-transmissiveis apontam que praticar exercicios e realizar um

monitoramento de peso saudavel ajudam na prevencao das DCV. [4, 5]

Dentre as doencas cardiovasculares mais recorrentes a aterosclerose se
destaca como a maior causa de infarto agudo do miocardio. A aterosclerose pode ser
tida como uma doenca crbnica, progressiva, multifatorial que afeta artérias musculares
de grande e médio porte gerando uma formacado de placas ateroscleréticas. Dados
sugerem que essa condicdo patologica é uma forma Unica de inflamacao,
desencadeada por lipoproteinas ricas em colesterol e esta associada a fatores
genéticos. Com uma inflamacado descontrolada ocorre consequentemente um
aumento da instabilidade da placa aterosclerética, fazendo com que haja uma maior
propensao para eventos coronarianos recorrentes. Em pacientes mais vulneraveis, a
aterosclerose desenvolve-se por meio das condi¢cdes que traumatizam o endotélio,
como o envelhecimento, tabagismo, hipertensdo arterial  sistémica,
hipercolesterolemia, diabetes e a prépria obesidade. Essas condi¢cdes danificam o

endotélio e estimulam uma reacao inflamatoria/proliferativa na parede vascular. [6, 7]
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No processo inflamatério da aterosclerose, tem-se que além de aumentar o
risco de hipertensdo e Diabetes do tipo 2, também eleva os niveis de citocinas, o que
se relaciona diretamente com o recrutamento de mondcitos e infiltracdo de macrofagos
na parede arterial, com formacdo de placa. O desencadeamento de um evento
coronariano agudo é a primeira manifestacdo da doenca aterosclerdtica em
praticamente metade das pessoas que apresentam essa complicacdo. Sendo assim,

identificar individuos assintométicos que possuem predisposicdo é crucial para a

prevencéao efetiva com a correta definicdo das metas terapéuticas. [7, 8]

Um outro fator de risco a se considerar quando falamos de eventos
cardiovasculares sdo as dislipidemias, onde a lipoproteina de baixa densidade
colesterol (LDL-c) é o mais relevante fator de risco modificavel para a doenca arterial
coronariana (DAC). Existem amplas evidéncias provindas de estudos genéticos e
clinicos com estatinas e outros hipolipemiantes demonstrando que niveis mais baixos
de LDL-c se associam a uma reducdo proporcional de desfechos de eventos
cardiovasculares, que incluem infarto agudo do miocardio, AVC e morte

cardiovascular. [8]

De maneira a oferecer um monitoramento muito eficaz dos componentes
biolégicos, alterados, encontrados no organismo humano, como exemplo o LDL-c, o
sangue vem sendo um dos principais meios de coleta de amostras em diversos
estudo, ele é uma forma peculiar de tecido liquido que circula no sistema artério
venoso e capilar do organismo. E constituido por uma parte figurada (celular) e por
uma parte liquida (plasma). O plasma é tido como um liquido viscoso composto 10%
de elementos solidos que sdo estes: 0s sais organicos e minerais, gorduras, fatores
de coagulacao e proteinas; e 90% de liquido, ou seja, agua. As fracdes quantitativas
de proteinas mais importantes contidas no plasma sdo constituidas pelas albuminas,
pelas globulinas e pelo fibrinogénio. Os elementos celulares que compde o tecido
sanguineo, por sua vez, sdo os glébulos vermelhos, os glébulos brancos e as

plaquetas. [9]

A passagem do sangue no sistema circulatério permite que haja uma
distribuicdo integralizada de substancias nutritivas para todas as células do corpo e

ainda que substéncias toxicas oriundas do metabolismo celular sejam recolhidas e
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transportadas para 6rgaos de eliminacédo, assegurando a constancia do meio que as

células vivem e a uniformidade da temperatura corporal. [9,10]

Além disso, o sangue perfunde essencialmente todas as células vivas do corpo
humano e, portanto, admite-se que carregue informacdes vitais de praticamente todas
as células. Em comparacdo com a urina, que possui a vantagem de ser um método
menos invasivo, uma analise do espectro de RMN do plasma inclui sinais estreitos de
metabdlitos pequenos e sinais amplos de proteinas e lipidios, enquanto que o alto teor
de sal na urina torna necessario a utilizacdo de pré-tratamentos da amostra para

analises, principalmente, na espectroscopia de massas. [11]

Tendo isso em vista, 0 sangue se tornou um fluido biolégico comum de grande
importancia na metabolémica, ja que este apresenta facilidade de recolha de amostra
com uma invasdo minima e oferta uma quantidade abundante de metabdlitos

detectaveis para analise. [11]

Quando na presenca de uma alteracdo na hemostasia fisiologica inflamacdes
podem surgir como respostas dessa alteracdo, onde estas geralmente estédo
associadas a um comprometimento do sistema circulatério e por conseguinte
relacionadas a doencas cardiovasculares, como a aterosclerose e o infarto agudo do
miocardio. Essas doencas estdo ligadas a formacdo de placas que sdo compostas

principalmente de lipidios, calcio e células inflamatdrias. [6]

As DCV séo caracterizadas pela inflamacéo crénica da parede da artéria e
consequente formacédo de placas, onde as lesGes que ocorrem sdo uma série de
respostas celulares e moleculares com alta especificidade e dinamicidade,
essencialmente inflamatérias. Elas podem se desenvolver por conta de condi¢cdes que
traumatizam o endotélio, como envelhecimento, tabagismo, hipertensao arterial

sistémica, diabetes e obesidade e estéo ligadas ao historico familiar, sexo e raga. [7]

1.2. Tratamento

A literatura destaca diversos tipos de tratamentos médicos que se fragmentam
de acordo com o foco em cada segmento das doencgas cardiovasculares. Dentre eles,

tem-se: tratamentos ndo-medicamentosos, tratamento da hiperglicemia, tratamento da
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hiperinsulinemia, tratamento da dislipidemia, tratamento da hipertensao entre outros.
[12]

O tratamento ndo-medicamentoso focado na sindrome metabdlica é feito de
forma individual e centrado em cada componente patoldgico, onde se estabelecem
metas com o intuito de reduzir o riso de doencas cardiovasculares. O foco terapéutico
se da na resolucdo do excesso de adiposidade, com a consequente reducdo dos
niveis de triglicerideos (TGL) e da lipoproteina de baixa densidade (LDL). Uma
reducao da circunferéncia abdominal e do peso corporal associam-se com um melhor
controle pressorico, lipidico e glicémico. O plano alimentar para os pacientes é feito
de modo saudavel e com enfoque na perda ponderal, onde buscase reduzir de 5 a
10% do peso inicial de acordo com o perfil metabdlico individual de cada paciente.
Além disso, a atividade fisica diaria mostra-se efetiva em reduzir a incidéncia da
mortalidade cardiovascular bem como na reducéo da resisténcia insulinica, dos niveis

lipidicos e pressoéricos. [12]

Ja o tratamento medicamentoso, focado na hiperglicemia, tem como objetivo a
melhora da fungdo endotelial e a reatividade microvascular através da terapia
insulinica. Também se faz o uso de hipoglicemiantes, como no caso das
tiazolidinedionas (TZD) que possuem a funcdo de transportar glicose para a
musculatura esquelética e coracdo e reduz a lipdlise no tecido adiposo, as TZD
principais sdo a pioglitazona e rosiglitazona, que atuam melhorando a funcéo

endotelial e aumentam o fluxo sanguineo. [12]

Para o tratamento da dislipidemia faz-se o uso de fibratos, que ao aumentarem
os niveis de adiponectina melhoram a funcdo endotelial, além disso, aumentam a

sensibilidade insulinica e reduzem os niveis de marcadores inflamatorios. [12,13]

Ainda no tratamento dislipidémico tem-se 0 uso de estatinas, estas que, por sua
vez, possuem propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e estabilizadoras de
plaguetas. Elas melhoram a funcdo endotelial ao reduzir os niveis de LDL e, além
disso, ao possuirem o efeito de inibir a HMG Coa redutase com a propriedade de
bloquear a conversdo do substrato HMG-CoA em acido mevalbnico, inibem os
primeiros passos da sintese do colesterol se apresentando entdo com efeitos

antiaterosclerdticos. Os efeitos pleiotropicos das estatinas sdo o de inibicdo da
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proliferacdo de células musculares lisas, reducdo da matriz metaloproteinase e

estimulo do sistema antitrombatico. [12,13]

As estatinas atualmente possuem a sua eficacia na prevencdo primaria e
secundéaria em eventos coronarianos fatais e ndo fatais comprovada em diversos
estudos citados na literatura cientifica por quase duas décadas e em diversas

populacdes. [14, 15]

O sucesso dos estudos com as estatinas surge da idéia de reduzir os niveis de
LDL-c afim de retardar ou reverter o desenvolvimento da aterosclerose e como

consequéncia contribuindo na prevengédo de DCV. [16]

Outro tratamento farmacol6gico com base fundamental comprovada é feito com
0 uso de antiplaquetarios devido as suas acdes diretas na aterostrombose. Um dos
antiplaguetarios mais utilizados € o acido acetilsaliciico (AAS), sua acao
antiplaquetaria deve-se a acetilacdo irreversivel da cicloxigenase, com o efeito de
impedir a formacdo de tromboxano All a partir do acido araquidonico e
consequentemente reduzindo a exposi¢cdo da glicoproteina llbllla a sua mudanca
conformacional, que resultaria num elemento indispensavel para a agregacao
plaguetéria. Outros antiplaquetarios que possuem o mesmo efeito de deflagracéo
plaquetaria vem sendo reconhecidos, os que apresentam os melhores resultados sé&o
0s receptores de adenosina P2Y12, que sdo a ticlopidina, o clopidogrel, o ticagrelor, o

prasugrel, entre outros. [17]

O emprego dos novos antiplaquetarios inibidores do P2Y12, apontam, segundo
estudos, uma maior eficicia anti-isquémica e sem prejuizo maior relacionado a
hemorragias. No estudo PLATO, realizado com 18.624 pacientes que portaram a
sindrome coronariana aguda, adjunto da aspirina, o ticagrelor e o clopidogrel
ofereceram resultados de melhoras na reducdo de desfechos combinados de morte
cardiovascular, infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral. A mortalidade

total ocorreu em 4,5% e 5,9% para o ticagrelor e clopidogrel, respectivamente. [17]

Os receptores P2Y12 estdo presentes ndo apenas nas plaquetas, mas também
sédo encontrados na microglia, células endoteliais e musculares lisas. Como papel
principal desse receptor tem-se a amplificacdo da agregacao induzida por todos os

agonistas plaquetarios, como por exemplo, 0 colageno, trombina, tromboxano A2,
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adrenalina e serotonina, sendo o ADP (adenosina monofosfato) o agonista com maior

afinidade, podemos ver a atuagao destes antiplaquetarios na figura 1.

Al

CLOPIDOGREL
+— PRASUGREL
TICAGRELOR

Ativagao do receplor
GPIIb/llla

b b iagiodorecepior GPIbE
!Deﬂagra;au da agregagéo piaquetaria| \\
| fl"f& | Establizacao da agregacio plaquetéria
VASH \SP. A
VASP FME:F' P . )
TJ‘!'-MPC ' %ﬁ III-I.:'L ———
Ativacio do receptor GPIIb/llla Intracelular ”a ‘h Extracelular

Figura 1. Receptores plaquetarios P2Y12. Reproduzido de Angidlio DJ, Fernandez-Ortiz A,
Bernardo E, Alfonso F, Macaya C, Bass TA el al. Variability in individual responsiveness to
clopidogrel: clinical implications, management, and future perspective. J Am Coll

Para a resposta intracelular da ativacao do ADP, tem-se a inibicdo da producao
de AMPc (monofosfato de adenosina ciclico), desfosforilacdo da fosfoproteina
vasodilatadora (VASP) e ativacdo da GTPase RaplB e 3-quinase fosfoinositol (PI 3-
K). A importancia da ativacao dos receptores P2 se mostra na agregacéao induzida pelo
ADP, onde a inibicao seletiva de um dos receptores induz em uma acentuada reducéo

da atividade de agregacéao plaquetaria. [18]

Estudos também apontam o beneficiamento que o tratamento combinado de
antiplaquetarios e estatinas pode oferecer, onde as estatinas conseguiriam limitar o
tamanho do infarto do miocardio em doses que se houvessem sido administradas
isoladamente do antiplaquetario ndo possuiriam o mesmo efeito. [19, 20]
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A eficacia da combinacéo de farmacos, antiplaquetario com estatina, foi demonstrada
em um estudo, onde, a reducao do risco relativo para o infarto agudo do miocardio foi
de 31% com o uso de provastatina (estatina) combinada com aspirina (antiplaguetario)
para quando a aspirina foi administrada sozinha, indicando a recomendacéo deste tipo

de tratamento clinico em pacientes com DCV. [21]

1.3.Diagnéstico

As doencas cardiovasculares e a aterosclerose ainda apresentam um desafio
na hora da realizagcdo do diagnéstico e prognostico. [22] Médicos da éarea de
cardiologia utilizam para tal os fatores de risco convencionais, bem como estudos de
Framingham, que é tido como um escore de risco realizado com base em andlises de
regressdo de estudos populacionais, onde a identificacdo dos riscos globais é
aprimorada substancialmente, o escore de risco de Framingham possui a estimativa
em 10 anos de eventos coronarianos, cerebrovasculares, doenca arterial periférica ou
insuficiéncia cardiaca e este é o escore adotado pelo Departamento de

Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC-DA). [10]

O diagnéstico do infarto agudo do miocéardio é realizado por meio do uso de
ferramentas clinicas que possibilitam diferenciar a origem da dor toracica como:
adequada anamnese, averiguacao dos sinais vitais e do quadro clinico, realizacao do
eletrocardiograma (ECG) e dosagem dos marcadores cardio especificos. O quadro
tipico do IAM é originado por estresse emocional ou esforco fisico, de onde advém a
dor em aperto prolongada, localizada geralmente na regido precordial ou abdominal
alta que se irradia para os membros superiores esquerdos do corpo, COmo pescoco,
ombro, mandibula, brcao e mao esquerda. Durante o exame clinico € notada a
alteracdo da pressao arterial, que pode acompanhar arritmia e a dor intensa pode ser
acompanhada de falta temporaria de consciéncia, palidez, suor frio, falta de ar,

ansiedade, inquietacao, fraqueza muscular generalizada, nauseas e vomitos. [23]

O eletrocardiograma (ECG) é analisado para registrar irregularidades nos
batimentos e nos ritmos cardiacos. E um registro da atividade elétrica do corac&o,
onde o seu sinal consiste em ondas P, Q, R, S, T e U que representam partes
especificas do comportamento do batimento cardiaco. Medindo a amplitude, duracéo
e regularidade das ondas através do ECG compara-se 0s valores com limites normais
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e assim tem-se um diagndstico. O ECG é uma ferramenta de facil registro e devido a

isso é a primeira a ser utilizada no diagnéstico de doencgas cardiacas. [23]

Além dos exames clinicos existem os laboratoriais bioquimicos, que em
conjunto atuam para a definicdo do diagndstico definitivo das DCV, principalmente o
infarto agudo do miocardio (IAM). No conjunto dos principais e mais importantes
biomarcadores que podem ser analisados e dosados nos exames bioquimicos,
relacionados as DCV, temos a Creatina fosfoquinase total (CK-MB-TOTAL), Creatina

fosfoquinase fracdo (CKMB), mioglobina e troponina. [24]

A creatinoquinase (CK-total) € uma enzima reguladora que pode ser associada
a geracao de adenosina trifosfato (ATP) principalmente nos sistemas contrateis. Como
funcdo fisiologica predominante temos sua participagdo no armazenamento de

creatina fosfato de alta energia nas células musculares. [24, 25]

Jéa a CK-MB é tida como um biomarcador de uso mais difundido e utilizado no
Brasi |l . Com valor de refer°ncia paseague
elevacbes na dosagem de CK-MB possuem maior especificidade para indicar lesbes
miocardicas, onde seus niveis comecam a elevar de 3 a 8 horas depois do inicio da
dor precordial atingindo seu pico de elevacdo com 18 a 24 horas e se normalizando
com 48 a 72 horas. A concentracdo da CK-MB esta relacionada com o tamanho da
lesédo e com o prognéstico, além disso sua atividade também se encontra associada
a outros eventos cardiacos como: fibrilagdo auricular cronica, desfibrilacéo,

insuficiéncia coronaria, entre outras. [24, 25]

As troponinas sao proteinas reguladoras que estdo nos filamentos finos dos
musculos cardiacos e esqueléticos que atuam regulando a interacdo de Ca?
dependente da actina e da miosina que atuam no processo de contracdo e
relaxamento muscular. Para tal, a troponina forma um complexo composto de trés
polipeptideos designados: troponina C (TnC), troponina T (cTnT) e troponina | (cTnl)

aos quais se ligam ao calcio, tropomiosina e a actina respectivamente. [24, 25]

Os biomarcadores mais especificos para o IAM séo a TnT e a Tnl, onde seus
niveis elevam-se entre 4 e 8 horas ap0s o comec¢o dos sintomas, com um pico de
elevacao entre 36 e 72 horas e permanecendo elevado por um periodo de 4 e 7 dias

para Tnl, e de 10 el4 dias para TnT. [24, 25]
19
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A mioglobina é definida como uma heme-proteina citoplasmatica com baixo
peso molecular que estid presente nos musculos esqueléticos e cardiacos com a
principal funcdo de fornecer oxigénio as mitocondrias. Por apresentar uma liberagéo
rapida pelo miocardio lesado durante o IAM, a mioglobina € considerada um
biomarcador cardiaco sensivel e precoce, contudo nédo especifico pois seus valores
alteram-se na presenca de lesGes musculares, exposicdo a drogas e toxinas,

insuficiéncia renal crénica, choque, traumas e apos cirurgias. [24, 25]

A utilizacdo da mioglobina como biomarcador precoce em pacientes com dores
toracicas tem por vantagem a deteccdo do IAM nas primeiras horas de evolucéo,
porém nao determina definitivamente diagnostico do infarto, onde se faz necessario a

confirmacédo deste através de outros marcadores. [24, 25]

Além dos biomarcadores relatados, a literatura destaca a relacdo de diversos
metabdlitos com as DCV, tais como a adenosina, bem como seus produtos de

degradacéo.

1.4.Rota de degradacao da adenosina

No estudo das DCV os metabdlitos adenosina, inosina, xantina, hipoxantina e
0 acido urico demostram estarem associados a riscos cardiovasculares bem como a
incidentes de infarto agudo do miocardio, na figura 2 tem-se a rota de degradacéo da
adenosina, abrangendo o meio intracelular e o extracelular, separados pelo circulo

gue representa a membrana celular. [3, 26, 27, 28]
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Figura 2. Rota intracelular de degradacgéo da adenosina ao acido Urico: A adenosina citosolica
pode ser or i gi n-dTsabreeotAMRext@celuldra adenfray o espaco intracelular
pelos transportadores nucleosideos (NT). J4 a adenosina intracelular pode ser metabolizada
de novo a AMP ou ser convertida a inosina pela agdo da enzima ADA. A inosina, entdo, podera
ser convertida a hipoxantina sob a acao da enzina PNP. A hipoxantina, por sua vez, poderéa ser
convertida em xantina pela enzima XO. Por fim, o acido Urico € metabolizado novamente sob a
acdo da enzima XO e, assim, ser excretado através da urina quando passar para 0 espacgo
extracelular. Reproduzido por: BOROWIEC, A.; LECHWARD, K; TKACZ-STACHOWSKA, K.;
SKLADANOWSKI, A.C. Adenosine as a metabolic regulator of tissue function: production of
adenosina by cytopl #9mi c 56nucl eoti dases.

A adenosina € um nucleosideo purina que possui funcéo reguladora intracelular
e extracelular crucial que regula numerosos tipos de células vasculares e sanguineas.
Nos estudos de seus efeitos, bolus de adenosina intravenosos vem sendo utilizados

como agente diagnaostico e terapéutico para o tratamento de taquiarritmias. [26]
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Figura 3. Estrutura molecular da adenosina. Numero de registro CAS: 58-61-7.
Fonte:Scifinder. Disponivel em:
https://scifinder.cas.org/scifinder/view/scifinder/scifinderExplore.jsf

Além disso, investigacbes onde a adenosina, conjunta com agentes que
aumentam a sua variagdo no plasma foram utilizadas para a indugéo de hiperemia
coronariana ndo invasiva e invasiva, correlacionada a circulacdo da perfusao
miocardica. Ao se tratar da adenosina numerosos estudos pré-clinicos indicam que
este metabdlito regula a homeostase vascular, com implicacdes regulatérias nas
células inflamatérias, células musculares lisas, células endoteliais e plaquetas, no
entanto, em humanos, pouco se sabe sobre a variacdo da concentracdo de adenosina
plasmatica ou fatores que influenciam essa variacdo devido aos desafios técnicos na

quantificacdo de grandes niveis de grupos de pacientes. [26]

Contudo, em alguns casos, a sua quantificacdo permanece limitada devido aos
baixos niveis de concentracdo encontrados no sangue, em virtude da degradacgéao por
acdo enzimatica, podendo gerar resultados inconclusivos. Portanto, para garantir
resultados confiaveis dos niveis de adenosina no plasma humano, se faz necessario
0 uso de técnicas analiticas mais sensiveis, ou entdo o uso de uma solucao,
denominada stop solution, que tem como funcdo interromper a acdo enzimatica.
Entretanto, ambas opcdes estdo atreladas a um elevado custo, inviabilizando a
quantificacdo da adenosina, podendo comprometer os estudos relacionados a
mesma. [26, 27]

Desta forma, os produtos de degradagcao da adenosina se tornam um meio de
contornar as dificuldades relatadas acima. Entre eles, a inosina que € um metabdlito
formado pela quebra da adenosina através da adenosina diaminase e considerado

COmo uma purina inativa em sistemas biologicos, apresenta funcao anti-inflamatoria,
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bem como capacidade de modulac&o de citocinas e quimiocinas, (aptas a realizar uma
melhoria da funcéo renal durante a isquemia hepatica), relacionadas a melhoraria na
funcdo miocardica durante a insuficiéncia ventricular e a diminuigdo do tamanho do

infarto depois de uma oclusdo coronariana. [3]

Figura 4. Estrutura molecular da inosina. NUmero de registro CAS: 58-63-9. Fonte: Scifinder.
Disponivel em: https://scifinder.cas.org/scifinder/view/scifinder/scifinderExplore.jsf

Recentes estudos demonstram que esta possui efeitos de poder celular
protetivo, onde ela demonstra uma reducdo na reposta inflamatdria no intestino e

preserva a funcao de permeabilidade intestinal. [27]

Outros metabdlitos em estudo sdo a hipoxantina e a xantina, esses metabdlitos
estdo ligados diretamente ao acido Urico: a hipoxantina através da xantina oxidase se
torna xantina e sob novamente a acdo da xantina oxidase a xantina se torna &cido

drico.

NH
NH

Figura 5. Estrutura molecular da xantina. NUmero de registro CAS: 28109-92-4. Fonte:Scifinder.
Disponivel em: https://scifinder.cas.org/scifinder/view/scifinder/scifinderExplore.jsf
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Figura 6. Estrutura molecular da hipoxantina. Numero de registro CAS: 68-94-0. Fonte:
Scifinder. Disponivel em: https://scifinder.cas.org/scifinder/view/scifinder/scifinderExplore.jsf

Com base nessa relagdo estudos surgiram tentando investigar o efeito de
inibicdo da xantina oxidase como meio de diminuir a concentracdo de acido urico e
assim conseguir uma resposta que favorece uma melhora clinica para pessoas com
risco de DCV. [27, 28]

Dentre os outros metabdlitos em foco de estudos, acredita-se que o acido Urico
€ um potencial indicador de risco a DCV com facil acessibilidade e baixo custo em sua
mensuracao quando encontrado em concentracfes maiores que as fisiologicas. Este

é formado através da xantina sob acdo da enzima xantina oxidase.

O

NH 0

NH /

NH
O NH

Figura 7. Estrutura molecular do acido arico. Numero de registro CAS: 69-93-2. Fonte:
Scifinder. Disponivel em: https://scifinder.cas.org/scifinder/view/scifinder/scifinderExplore.jsf

Estudos sugerem que em uma situacao de hiperuricemia ocorre a formacéo de
depdsitos de cristais de urato, que correspondem a uma artrite inflamatdria aguda
causada pela intensa inflamacé&o secundaria a deposicéo cronica de cristais de urato
monossodico em articulagées. Dados indicam que a hiperuricemia, que resulta da
producéo excessiva e/ou da excrecao renal diminuida de acido Urico, esté relacionada

com um agravamento clinico para o diagnostico de DCV. [3, 27]
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Tendo em vista a relagcdo que a adenosina e seus produtos de degradacao
possuem com o0 metabolismo das doencas cardiovasculares, é de interesse clinico a
andlise e comprovacdo de que estes metabdlitos possuem um potencial como
biomarcadores, bem como a elucidacédo do comportamento dessa rota de degradacéo
em que até o momento néo foi estudada de forma a abranger todos os metabdlitos de

uma unica vez. [30]

Neste contexto, a area da metaboldbmica atrelada as potencialidades das
ferramentas quimiométricas, tem ganhado destaque nas pesquisas mais recentes,
devido ao fornecimento de informacdes confidveis e ricas de detalhes para a
elucidacdo dos status metabdlicos de forma integrada, uma vez que, visa avaliar a
alteracdo dos metabdlitos do sistema biol6gico bem como correlaciona-los com efeitos
enddgenos e exdgenos, como doencgas pré-existentes e intervencdo medicamentosa,

respectivamente. [30,31]

1.5.Ciéncias 6micas

Com o objetivo de entender o mecanismo de funcionamento celular dos
organismos e as suas alteracdes bioldgicas, as ciéncias dmicas vem ganhando cada
vez mais importancia e presenca em estudos recentes. Fazendo parte deste grupo de
ciéncias tem-se a gendmica, que estuda as alteracBes dos genes, a transcriptbmica,
que estuda as alteragbes dos transcritos, a prote6mica, que realiza o estudo das
alteracbes das proteinas, e por fim a metabolémica, que estuda a alteracbes em
metabalitos. [30, 31]

1.5.1 Metaboléomica

Dentre as ciéncias 6micas, mais especificamente, a metaboldmica busca
entender o funcionamento celular dos organismos e suas alteragdes biologicas,
principalmente através dos metabdlitos, que séo tidos como produtos intermediarios
ou finais do metabolismo em uma certa amostra bioldgica. E através da resposta
metabodlica de um sistema biologico que sofreu estimulos fisiopatolégicos ou
modificacdes genéticas que a metaboldmica obtém medidas quantitativas e por assim

realiza a sua analise de interesse. [30, 31]

25



O objeto de estudo dessas ciéncias sdo os metabdlitos, que sdo produtos
intermediarios ou finais do metabolismo de uma amostra bioldgica. Um metaboloma é
definido por agregar um conjunto de todos os metabdlitos de baixo peso molecular

presentes ou alterados em um sistema bioldgico. [30, 31]

A metabolémica possui focos muitos versateis, onde sua aplicacdo pode ser
feita em diferentes tipos de estudos, como na investigacao de alteracdes metabdlicas
de um organismo em resposta a estresse de algum agente fisico, quimicos ou
bioldgicos. Os estudos metabolémicos sao realizados com analises comparativas de
diferentes perfis metabdlicos individuais obtidos para diferentes amostras, onde a
definicdo de um perfil metabdlico € dada como um conjunto de sinais cromatograficos
e/ou espectroscopicos adquiridos para uma amostra completos de estratos vegetais,
animais, e microorganismos, de fluidos bioldgicos, que por sua vez sédo obtidos através
de métodos analiticos que podem revelar as caracteristicas quimicas inerentes a
determinados segmentos funcionais e estruturais das classes de produtos naturais

analisadas. [10]

Os estudos metabolémicos podem ser separados em duas classificacdes: a
metabolémica targeted, que se caracteriza como a analise quantitativa de um ou mais
metabdlitos pré-selecionados de uma classe quimica, ou que se associam a rotas
metabdlicas especificas, e a metaboldmica untargeted, que é baseada na anélise
qualitativa da maior quantidade de metabdlitos possivel, que podem pertencer a

diversas classes quimicas, contidas no sistema bioldgico em estudo. [30, 31]

Os procedimentos para a realizacdo de estudos metaboldmicos devem seguir
uma padronizacdo criada em 2005 pela Sociedade de Metaboldomica (do inglés,
Metabolomics Society), que se chama Metabolomics Standards Initiative (MSI), essa
padronizacdo tem como objetivo o fornecimento de uma descri¢ao clara do sistema
bioldgico estudado e todos os componentes do estudo, bem como a permisséo de que

os dados sejam aplicados de forma correta, compartilhados e reutilizados. [30, 31]
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Figura 8. Procedimentos da metabol6mica alvo e global. Reproduzido por Canuto, Gisele A. B.
e colab. Metabolémica: Definigbes, estado da arte e aplicagbes representativas. Quimica Nova.:
Sociedade Brasileira de Quimica. 1 Jan 2018.

O primeiro passo de um estudo metabolémico alvo se relaciona com o objeto
de estudo, onde temos a escolha do tipo de amostra, a definicdo do numero de
amostra que serdo avaliadas em cada grupo e como essas amostras serdo coletadas
e armazenadas, antes de uma nova manipulacédo. Em seguida realiza-se o preparo de
amostras, que € uma das etapas que demanda maior tempo de trabalho, devido a
complexidade das amostras biologicas, sua heterogeneidade e grande faixa de
concentracdo dos metabdlitos, com procedimentos para realizar a concentracao dos

metabdlitos alvo e a remocao de interferentes do meio. [30, 31]

Apbés o preparo de amostras, segue-se 0 procedimento com a andlise
instrumental, onde varias técnicas analiticas sdo utilizadas em conjunto para para
alcancar uma maior quantidade de tipos de classes quimicae por conseguinte fornecer

um maior entendimento biolégico do organismo estudado. [30, 31]

Dentre as técnicas analiticas mais utilizadas podemos citar as de separacéo,
como: cromatografia gasosa de alta resolucédo (HRGC) e a cromatografia liquida (LC)
de alta e ultra alta eficiéncia (HPLC e UHPLC); técnicas espectrométricas, como: a
espectrofotometria o ultravioleta-visivel com arranjo de diodo (DAD-UV/Vis), a
espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) e a ressonéncia magnética
nuclear (NMR 1D e 2D). [10, 30]
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Em estudos metabolémicos, em virtude das técnicas analiticas sofisticadas,
muitos dados séo gerados, fazendo-se necessério o uso de ferramentas estatisticas,

muitas vezes sofisticadas, para a interpretacao correta dos dados. [10]

1.6.Técnicas estatisticas

A andlise estatistica é usada para extrair as informacdes relevantes dos dados,
por meio de estatistica descritiva, métodos de andlise univariada e multivariada. A
estatistica descritiva objetiva descrever os dados na forma de graficos ou tabelas. Na
analise univariada, as variaveis de estudo sdo avaliadas separadamente e suas
relacdes sdo desprezadas. Dentre os testes estatisticos univariados, se destacam o
teste t de Student, andlise de variancia (ANOVA). Na analise multivariada, a
classificacdo de entidades ou metabdlitos que diferenciam os grupos de amostras é
realizada através da avaliacdo do conjunto da matriz de dados extraidos na etapa
anterior do trabalho. Neste sentido, faz-se o reconhecimento de padrdes por analise
supervisionadas ou ndo, encontradas nas analises por componentes principais (PCA

ou PLS-DA do inglés, Principal Componentes Analysis e, Projections to Latent

Structures Disciminat Analysis, respectivamente). [30]

1.6.1 Boxplot

O boxplot, uma ferramenta da estatistica descritiva foi empregado pela primeira
vez pelo matematico estadunidense John W. Tukey, que almejava desenvolver um
grafico que sumarizasse a analise exploratoria de dados. O boxplot tem como funcéo
exibir a tendéncia central ndo paramétrica, dispersdo, forma de distribuicdo ou a
simetria da amostra, valores atipicos (outliers) e extremos. Em sua estrutura tem-se a
caixa (box), que assume comumente o formato retangular; a mediana, que é
desenhada como uma linha dentro da caixa e a haste, que representa os valores
contidos entre a caixa e os valores limites, inferior e superior, do conjunto de dados.
[32]

As alturas da caixa e da haste simbolizam as medidas de disperséo, o tamanho
das hastes € definido pelos valores do intervalo do limite inferior (Li) e o limite superior
(Ls). O intervalo compreendido pelo tamanho das hastes é definido levando em

consideracdo uma 1,5 vezes o valor interquartilico, que € definido como a diferenca
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entre Q3 e Q1, onde Q3 e Q1 representam um quartil (1/4) do tamanho da caixa. O

valor limite estabelecido pelas hastes foi determinado subjetivamente por Tukey. [32]

O boxplot pode ser usado em diversos tipos de analises, como a descritiva bem
como a inferencial de dados, independentemente do tipo de delineamento. O boxplot
também € usado para comparar a equivaléncia entre grupos amostrais, onde nesses
casos o grafico € composto por duas ou mais caixas conforme o nimero de objetos
em estudo. Esse Ultimo caso é usado para comparacdes diretas de caracteristicas,
tratamentos ndo pareados e comparacado de efeitos de tratamentos em estudos

pareados. [32]
1.6.2 Andlise univariada

1.6.3 ANOVA

A ANOVA é um dos testes estatisticos mais amplamente utilizado atualmente,
ele abrange um rico campo e tem flexibilidade para cobrir diversos projetos
experimentais. No teste estatistico ANOVA a variacdo total da resposta é definida
como a soma quadratica de dois componentes, que sdo: a soma quadratica da
regressao (SQregr) € a Soma quadratica dos residuos (SQres), assim temos que a soma

quadratica da variacao total e corrigida para a média (SQtotal) pode ser escrita como:

"o ¢ Y0 o YO Qi (1)
Onde,
YO o5 i=t Fiz(ﬁ - ¥)? (2)
Yo o S Xm0 — 9 3)

Na equacao 2, m € o numero total de niveis do planejamento, ou seja, 0S pontos
experimentais do planejamento; w ‘®blvalor estimado pelo modelo para o nivel i e wé
o valor médio das replicatas (r). As replicatas que forem realizadas no ponto central
deixam um residuo para cada observacdo de wee a soma quadratica desses residuos

fornece a soma quadratica residual somente no nivel zero. [27]
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Na equacédo 3, temos que o quadrado da diferenca de entre o valor de cada
observacéo (w} e o valor estimado w leu@as replicatas ceem cada nivel (m), fornece a

soma quadrética residual de todos os niveis. [33, 34]

A divisdo da soma quadratica das fontes de variacdo pelo seu respectivo
namero de graus de liberdade fornece a média quadratica (MQ), onde fazendo a razéo
da média quadratica da regressao (MQreg) pela média quadratica dos residuos (MQres),
que também pode ser visto como fazer a razdo entre duas variancias, pode ser
utilizada para a comparacéo das fontes de variacdo atraves do teste F (distribuicdo de

Fisher), levando em consideragao seus respectivos graus de liberdade. [33, 34]

Utilizando entdo o teste F € possivel realizar a avaliacdo dos efeitos e

coeficientes com a seguinte férmula:
005 512 "Quoz (4)

Onde MQ1 e MQ:2 sé@o as médias quadraticas que vem das fontes de variacdo

1e 2, e 0z, 0z SA0 seus respectivos nimeros de graus de liberdade. [33, 34]

Fazendo-se a razdo entre as médias quadréticas da falta de ajuste e do erro puro
tem-se o valor calculado do teste estatistico (fcac), que usa para comparar qual € mais
significativo. Formula-se uma hip6tese nula (HO) considerando que nédo ha diferenca
estatistica entre as fontes de variacdo comparadas. Esta hipotese leva em conta a

regra:

a) Rejeita-se a hipdtese nula com 5% de significancia, quando o valor de Fcal
se situar fora do intervalo defini
gue o valor estatistico amostral observado € significativo no nivel definido e
as fontes de variacdo comparas sao diferentes.

b) Aceita-se a hipdtese nula, caso o contrario ocorra. [33, 34]

30

do,



1.6.4 Analise multivariada

1.6.5 PCA e PLS-DA

A PCA é um dos métodos exploratérios mais utilizados nas ciéncias quimicas
e fisicas. Seu método tem como base a utilizacdo de variaveis de principais
componentes (PC) de combinagfes lineares, o que permite encontrar padrbes no

espaco bidimensional. [35, 36, 37]

No PCA os dados originais da matriz X sdo decompostos em uma matriz de
pontuacdes (t) e carregamentos (p), onde as pontuacdes t permitem encontrar padroes
nas amostras enquanto os carregamentos (p) dao os pesos das variaveis originais nos

PCs, de forma:
MO="YB+ O (5)

onde E corresponde a uma matriz de erros. [35, 36, 37]

e, assim, fornecendo informacfes sobre quais variaveis fazem parte ou néo
da tendéncia. [35, 36, 37]

Os componentes principais séao tracados de modo a explicar, sucessivamente,
a maior percentagem das variancias em uma direcdo e sao ortogonais entre si. [35,
36, 37]

Esse passo do PCA também tem o objetivo de reduzir a dimensionalidade,
através da remocdao de informacdes redundantes e mantendo todos os PCs diferentes
de zero. A reducgao de dimensionalidade tenta fornecer uma fungéo discriminante pela
variabilidade total, onde esta metodologia pode ajudar na melhora do desempenho de

classificagdes. [35, 36, 37]

Para a matriz de pontuacfes (t) temos que esta fica responsavel acerca das
informacgdes das amostras, ou seja, pelas linhas da matriz X, e para os carregamentos
(p) temos que estes ficam responsaveis pelas informacdes das variaveis, ou colunas
da matriz X. [35, 36, 37]

A interpretacdo dos dados da matriz X decomposta em pontuacdes e

carregamentos pode ser feito graficamente, enquanto dados de origem de variaveis
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discretas permitem a analise em graficos bivariados, conhecido como biplots e podem

ser interpretados em gréaficos de carregamentos PC1 contra PC2. [35, 36, 37]

A analise de componentes principais tem como vantagens a retirada da
multicolinearidade das variaveis, atraves da transformacao das variaveis originais Inter
correlacionadas em variaveis nao correlacionadas, além disso permite reduzir muitas
variaveis a eixos que representam algumas variaveis, sendo estes eixos
perpendiculares explicando a variagcdo dos dados de forma decrescente e
independente. [35, 36, 37]

O PLS-DA é uma técnica estatistica que visa a reducdo da dimensionalidade,
uma variante da regressdo de minimos quadrados parciais que € usada quando a

variavel de resposta (y) é categorica. [38, 39, 40]

O objetivo do PLS-DA €, ao invés de encontrar hiperplanos de variancia maxima
entre a resposta e as variaveis independentes, encontrar uma regressao linear modelo
projetando as variaveis preditas e as variaveis observadas em um novo espaco, onde
ele pode fornecer uma visdo sobre causas de uma discriminagcéo por meio de pesos
(weights) e carregamentos (loadings), conferindo a esta técnica um papel singular na
analise de dados exploratérios, como por exemplo na metaboldémica por meio da
visualizacdo de variaveis significativas, como metabdlitos ou picos espectroscopicos.
[38]

Uma das vantagens do PLS-DA é a sua capacidade de maximizar a variancia total
usando apenas alguns componentes, onde permitem uma boa representacdo grafica
dos resultados de particdo, onde em outras abordagens estatisticas isso ndo é

possivel. [38]
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivos gerais

Aplicacdo de ferramentas quimiométricas para avaliar o efeito sinérgico dos
antiplaquetarios (Clopidrogrel e Ticagrelor) e estatinas (Sinvastatina e Rosuvastatina)
em diferentes tempos de tratamento, (24 h e 180 dias), em pacientes que sofreram
infarto agudo do miocardio, por meio do monitoramento dos niveis de adenosina e

seus produtos de degradacéo.

2.2.0bjetivos especificos

A Aplicar o box-plot para avaliar a distribuicdo dos niveis encontrados de
produtos de degradacao da adenosina com 0s tratamentos empregados,
nos 2 tempos de administracdo desses tratamentos;

A Avaliar por meio da analise de variancia (ANOVA) a relacdo dos niveis
encontrados de adenosina e seus produtos de degradacdo com o0s
tratamentos empregados em pacientes infartados, nos 2 tempos de
administracao desses tratamentos;

A Avaliar de forma multivariada (anélise supervisionadas ou ndo i PCA ou
PLS-DA) a relacdo dos niveis encontrados de adenosina e seus
produtos de degradacédo com os tratamentos empregados em pacientes

infartados, nos 2 tempos de administracdo desses tratamentos
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1.Desenho experimental, coleta, e preparo das amostras

Todas as amostras empregadas neste estudo, foram provenientes de pacientes
sofreram infarto agudo do miocardio (IAM). Esses pacientes foram organizados de
forma a receberem 4 combinacdes diferentes de medicacdo: 2 grupos receberam a
combinacgdes: clopidogrel e sinvastatina e, clopidogrel e rosuvastatina, enquanto
outros 2 grupos receberam as combinacgdes: ticagrelor e rosuvastatina e, ticagrelor e
sinvastatina. A coleta do sangue desses pacientes, devidamente medicados, foi
realizada em trés periodos diferentes: 24 h apés inicio do tratamento, 30 e 180 dias

de tratamento, denominadas de visita 1, visita 2 e visita 3, respectivamente.

Para a obtencao do plasma sanguineo, as amostras de sangue dos pacientes
foram coletadas em tubos contendo EDTA, centrifugados a 1300 g por 15 min a
temperatura ambiente, seguidos do armazenamento em tubos tipo eppendorf de 2 mL
e, armazenados a - 80 °C. .O pessoal especializado, participante do projeto tematico
(#12/51692-7 ) da FAPESP dPapel da i muni dade

i squ’°mica ap-s infarto agudo do mioc8rdi

Antonio Helfenstein Fonseca, foi responsavel pela coleta deste material.

3.2.Analise das amostras de plasma

Os niveis de adenosina e seus produtos de degradacdo presentes no plasma
dos pacientes foram determinados por meio de um método analitico previamente
otimizado e validado por meio da técnica LC/MS Agilent 6470 triplo quadrupolo com
fonte de ionizagdo com Jet Stream thermal gradiente, com uma coluna PFP (3 pM,

150 x 4,6 mm), apds um preparo de amostra minuciosamente otimizado pelo grupo.

3.2.1 Anélise estatistica dos resultados

Os dados das amostras foram tratados utilizando os métodos quimiométricos
adjuntos com os softwares Excel versédo 2005, Minitab e SIMCA 16.0 com a finalidade
da avaliagdo sinérgica das estatinas com os antiplaguetarios por meio dos metabdlitos:

adenosina, inosina, hipoxantina, xantina e acido Urico.
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As técnicas estatisticas utilizadas foram o blox-plot, analise de variancias
ANOVA e multivariada (PCA e PLS-DA).

3.2.2 Desenho experimental das analises estatisticas

A realizacdo do tratamento quimiométrico para os metabdlitos da rota de
degradacdo da adenosina: hipoxantina, xantina, inosina e &cido urico, deu-se com
agrupamentos de acordo com a combinacdo farmacoldgica administrada, de forma
gue 4 grupos com 20 pacientes cada foram organizados para o estudo. A distribuicao

farmacoldgica foi:
-Grupo A: Rosuvastatina + Ticagrelor
-Grupo B: Sinvastatina + Ticagrelor
-Grupo C: Rosuvastatina + Clopidogrel
-Grupo D: Sinvastatina + Clopidogrel

Levando-se em consideracdo que duas variaveis estdo sendo avaliadas
(combinacao farmacolégica e o tempo), uma analise de variancia (ANOVA), fator duplo
com repeticdo, com um nivel de confianca de 95%, foi empregada. As andlises de
variancia foram feitas em duas frentes, onde na primeira fixava-se as estatinas e
variava-se 0s antiplaquetarios e na segunda fixava-se os antiplaquetarios e variavase
as estatinas, de modo que foram obtidas 4 ANOVAs para cada metabdlito em estudo.

A organizacao das ANOVAs esta disposta na Tabela 1:

Tabela 1. Organizagdo das ANOVAs

GRUPO COMBINACOES

1 Avaliacéo do efeito dos antiplaquetarios com rosuvastatina fixa
2 Avaliacao do efeito dos antiplaquetarios com sinvastatina fixa
3 Avaliacao do efeito das estatinas com ticagrelor fixo
4

Avaliacao do efeito das estatinas com clopidogrel fixo

Tempo: b = 24h; s = seis meses (180 dias) (elaboragao propria, 2021)

A avaliagdo dos resultados das ANOVAs e realizada através da estatistica F
(distribuicdo de Fisher) que compara as médias dentro de dois grupos de dados por
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uma analise de variancia. Para saber se ha diferenca estatistica entre as médias das
variancias, rejeita-se a hipotese nula, compara-se os valores de F, portanto, quando o
F calculado é maior que o F tabelado é plausivel concluir que existe diferenca

significativa entre os grupos e por consequéncia a hipétese nula é rejeitada.

Atrelado ao valor de F, observa-se também o valor p, que serve para mostrar a
confiabilidade com que o resultado do teste F foi obtido. Como o estudo foi realizado

com um nivel de confianca de 95% tem-se que, se o valor p<0,05 rejeita-se a hipotese.

Ainda nos resultados das ANOVA tem-se os valores de SQ que representam
as somas quadréaticas indicando a variacdo dos erros, os valores de GL que
representam os graus de liberdade e os valores de MQ que representam as médias

quadraticas dos erros.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Resultados referentes a Adenosina

4.1.1 Grupo 1

A estatistica descritiva por meio do boxplot, foi empregada como método de
avaliacao inicial do comportamento dos dados em cada uma das combinacdes. A
variacdo dos niveis de intensidade de adenosina com as diferentes combinacdes
farmacoldgicas empregadas e diferentes tempos de administracdo para o grupo 1

estdo ilustrados na figura 9.

Boxplot: Rosuvastatina fixa com Clopidogrel vs Ticagrelor
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Rosuwvastatina Clopidegrel Ticagrelor Clopidogrel Ticagrelor
basal semestral

Figura 9. Boxplot da Rosuvastatina com Clopidogrel e Ticagrelor para a adenosina com o valor
de média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboragéo propria, 2021)

Analisando-se esses resultados, tem-se que a mediana dos pacientes que
receberam o tratamento rosuvastatina com clopidogrel os valores de intensidade
(A/API) ficaram em torno de 0,0018 para o tempo de 24h e 0,0014 para o tempo de
180 dias. Por outro lado, na combinacado rosuvastatina com ticagrelor, as medianas
dos pacientes apresentaram niveis em torno de 0,0017 e 0,0016 nos tempos de 24h

e 180 dias, nesta ordem.
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Apoés a avaliacdo da dados por meio de boxplot, ANOVAs fatores duplos com

repeticdes foram realizadas. Os resultados estéo dispostos na tabela 2.

Tabela 2. ANOVA fator duplo com repeticao referente ao grupo 1

FONTE DA SQ* GL* MQ* F VALOR-P | F
VARIACAO CRITICO
ANTIPLAQUETARIOS 8.18E-07 1] 8.18E-07 0.28338 0.59563 3.932438
TEMPO 1.48E-06 1] 1.48E-06 0.512187 0.475797 3.932438
INTERACOES 9.39E-06 1] 9.39E-06 3.254589 | 0.074118 3.932438
DENTRO 0.0003 104 | 2.89E-06
TOTAL 0.000312 107

Avaliagéo do efeito dos antiplaquetarios com Rosuvastatina fixa, SQ= Soma quadréatica em
relacdo aos erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relagao aos erros
(elaboracao propria, 2021)

Analisando-se os dados que as ANOVAs fornecem, tem-se que as

combinacdes de farmacos empregadas (rosuvastatina com clopidogrel e
rosuvastatina com ticagrelor) ndo influenciam, de forma significativa, uma variagao nos
niveis de adenosina, resultado decorrente do fato de que o F calculado foi menor que
o F critico, 0 mesmo ocorre quando observa-se os resultados referentes aos tempos
de administracdo farmacoldgica. Esses resultados implicam na aceitacao da hipotese

nula, com um nivel de confianca estatistica de 95%.

4.1.2 Grupo 2

A figura 10, ilustra os resultados do boxplot referentes a variacdo das

intensidades de adenosina para os pacientes do grupo 2.
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Boxplot: Sinvastatina fixa com Clopidogrel vs Ticagrelor
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Figura 10. Boxplot da Sinvastatina com Clopidogrel e Ticagrelor para a adenosina com o valor
de média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboracao propria, 2021)

Analisando-se estes resultados, pode-se dizer que a mediana dos pacientes
que receberam a combinacdo de farmacos sinvastatina com clopidogrel obtiveram
valores de niveis de adenosina, nos tempos de 24h e 180 dias, equivalentes a 0,0015
e 0,0021, seguindo a ordem anterior. Para as medianas dos pacientes que receberam
a combinacédo sinvastatina com ticagrelor pode-se notar que os niveis de adenosina

ficaram em torno de 0,0018 e 0,0017 nos tempos de 24h e 180 dias, respectivamente.

Confirmou-se os resultados encontrados no boxplot através das ANOVAS,

dispostas na tabela 3.

39



Tabela 3. ANOVA fator duplo com repeti¢ao referente ao grupo 2

FONTE DA VARIAGAO SQ* GL* MQ* F VALOR-P F CRITICO
ANTIPLAQUETARIO 4.36E-09 1] 4.36E-09 0.005287 0.942173 3.932438
TEMPO 3.26E-06 1| 3.26E-06 3.960648 0.0492 3.932438
INTERAGCOES 8.47E-06 1| 8.47E-06 10.28034 0.001787 3.932438
DENTRO 8.57E-05 104 | 8.24E-07

TOTAL 9.74E-05 107

Avaliacdo do efeito dos antiplaquetarios com Sinvastatina fixa, SQ= Soma quadréatica em
relacdo aos erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relacao aos erros
(elaboracao propria, 2021)

Os resultados das ANOVAs mostram que o F calculado foi menor que o F critico

quando as diferentes combinacfes farmacoldgicas foram avaliadas e igual em relacéo

tempo de administracao (24h e 180 dias). Portanto, Ambas néo influenciaram em uma

variacao das intensidades de adenosina, com uma confianca estatistica de nivel 95%.

4.1.3 Grupo 3

Para observar-se o comportamento dos dados do grupo 3, utilizou-se a

ferramenta gréfica boxplot, onde encontrou-se os dados disponiveis na figura 11.
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Boxplot: Ticagrelor fixo com Rosuvastatina vs Sinvastatina

0,005

0,004

0,003

0,002

Dados de Intensidade (A/API) da Adenosina

— & — &
._.._._
0.001
Ticagrelor Rosuvastatina Sinvastatina Rosuvastatina Sinvastatina
basal semestral

Figura 11. Boxplot do Ticagrelor com Rosuvastatina e Sinvastatina para a adenosina com o
valor de média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboracdo propria,
2021)

Extraindo-se os resultados encontrados pelo boxplot, observou-se que a
mediana dos pacientes que receberam o tratamento ticagrelor com rosuvastatina
obtiveram niveis de adenosina em torno de 0,0017 e 0,0016 nos tempos de
administracdo de 24h e 180 dias, em respectivo. Ja para 0s pacientes tratados com a
combinacdo ticagrelor com sinvastatina as medianas para os tempos de 24h e 180

dias foram em torno de 0,0018 e 0,0017 nos tempos de 24h e 180 dias, nesta ordem.

Confirmando-se os resultados encontrados no boxplot através das ANOVAs
disponiveis na tabela 4, tem-se que as combinacdes de farmacos nao tiveram uma
influéncia, de forma significativa, na variacdo dos niveis de adenosina nos pacientes,
onde o F calculado é menor que o F critico, levando-se a aceitacdo da hip6tese nula.
Os resultados mostram que a hipotese nula volta a ser aceita ao olhar-se a ANOVA
referente ao tempo de administracdo dos farmacos, indicando-se que estes também
nao possuiram influéncia na variacao dos niveis de adenosina dos pacientes com uma

confianca estatistica de 95%.
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Tabela 4. ANOVA fator duplo com repeticdo referente ao grupo 3

FONTE I~DA SQ* GL* MQ* F VALOR-P F CRITICO
VARIACAO
ESTATINAS 1.03E-07 1| 1.03E-07 0.128619 0.720595 3.932438
TEMPO 1.39E-07 1] 1.39E-07 0.172777 0.678512 3.932438
INTERACOES 2.18E-06 1| 2.18E-06 2.714641 0.102449 3.932438
DENTRO 8.35E-05 104 | 8.03E-07
TOTAL 8.59E-05 107

Avaliacdo do efeito dos antiplaquetarios com Ticagrelor fixo, SQ= Soma quadratica em
relacé@o aos erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relagdo aos erros
(elaboracao propria, 2021)

4.1.4 Grupo 4

Os resultados referentes ao comportamento dos dados do grupo 4 estdo

dispostos na figura 12, onde pode-se retirar que na combinacdo farmacoldgica

clopidogrel com rosuvastatina as medianas dos pacientes tiveram niveis de adenosina

em, aproximadamente, 0,0014 e 0,0011 nos tempos de 24h e 180 dias,

respectivamente. Ja as medianas dos pacientes que receberam a combinacéo

clopidogrel com sinvastatina os niveis de adenosina ficaram em torno de 0,0015 e

0,0021 nos tempos de 24h e 180 dias, em respectivo.
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Boxplot: Clopidogrel fixo com Rosuvastatina vs Sinvastatina
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Figura 12. Boxplot do Clopidogrel com Rosuvastatina e Sinvastatina para a adenosina com 0
valor de média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboragdo propria,
2021)

As ANOVAs referentes ao grupo 4 estdo dispostas na tabela 5, para

complementar-se a andlise dos dados com o boxplot.

Tabela 5. ANOVA fator duplo com repeticéo referente ao grupo 4

FONTE DA SQ* GL* MQ* F VALOR-P | F CRITICO
VARIACAO
ESTATINAS 4.21E-07 1| 4.21E-07| 0.144878| 0.704255| 3.932438
TEMPO 4.77E-08 1| 4.77E-08 0.01639 | 0.898377 | 3.932438
INTERACOES 2.02E-05 1| 2.02E-05| 6.962376 | 0.009603| 3.932438
DENTRO 0.000302 104 | 2.91E-06
TOTAL 0.000323 107

Avaliacéo do efeito dos antiplaquetarios com Clopidogrel fixo, SQ= Soma quadratica em
relac@o aos erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relacéo aos erros
(elaboracao proépria, 2021)

Analisando-se os dados fornecidos pelas ANOVAs, observa-se que as combinacdes
farmacoldgicas ndo exerceram influencia estatisticamente significativa na variacao

dos niveis de adenosina nos pacientes, o mesmo repete-se quando a fonte de
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variacdo sdo os tempos de administracao dos farmacos. Esses resultados decorrem-
se do fato de os F calculados serem menores que os F criticos, que possuem como
consequéncias as aceitacfes das hipoteses nulas com niveis de confianca estatistica
de 95%.

4.1.5 Discussao dos resultados referentes a adenosina

Sendo a adenosina produzida no miocardio pela desfosforilacdo do AMP promovida
através da acdo da endo-5-nucleotidase, tem-se que as suas ac¢les estdo
relacionadas a ser um dos moduladores plausiveis na protecdo do miocardio
isquémico, ao controle da homeostase, vasodilatagdo entre outras. Onde, por
conseguinte, niveis maiores de concentracdo deste metabdlito indicam, fortemente,
uma melhoria na condicdo clinica de pacientes que passaram por estresses

cardiovasculares. [41]

Dentre os resultados obtidos para a adenosina, tem-se que a combinacdo
Sinvasntatina com Clopidogrel indica um aumento na intensidade da mesma através
do tempo de administracdo em que os farmacos foram empregados, onde em 180 dias
as intensidades deste metabdlito aumentaram de forma estatisticamente significativa.
Esses resultados entram em acordo com o0 que se esperava pela literatura, indicando

a relacao entre este metabdlito e as doencas cardiovasculares.

4.2 Resultados referentes a inosina

4.2.1 Grupo 1

O gréfico de boxplot, figura 13, permite que uma andlise visual do
comportamento dos dados referentes as variacdes de intensidade de inosina nos
pacientes. Os resultados obtidos mostram que as medianas dos pacientes, que foram
tratados com a combinacéo farmacoldgica rosuvastatina com clopidogrel, obtiveram
0s niveis de inosina em torno de 0,0022 e 0,0010 para os tempos 24h e 180 dias,
respectivamente. Ja para os pacientes que foram tratados com a combinacéo
rosuvastatina com ticagrelor as medianas dos niveis de inosina nos tempos 24h e 180

dias foram de 0,0021 e 0,0011, respectivamente.
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Boxplot: Rosuvastatina fixa com Clopidogrel vs Ticagrelor
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Figura 13. Boxplot da Rosuvastatina com clopidogrel e ticagrelor para a inosina com o valor de
média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboragéo prépria, 2021)

Nos estudos do grupo 1 (tabela 1) os resultados obtidos pelas ANOVAs estéao

dispostos na tabela 6.

Tabela 6. ANOVA fator duplo com repeticao referente ao grupo 1

FONTE I?A SQ* GL* MQ* F VALOR-P | F )
VARIACAO CRITICO
ANTIPLAQUETARIO 6.91E-06 1| 6.91E-06| 1.782477 | 0.184761 | 3.932438
TEMPO 7.85E-05 1| 7.85E-05| 20.23226 1.79E-05| 3.932438
INTERACOES 1.2E-05 1 1.2E-05| 3.100388 | 0.081213 | 3.932438
DENTRO 0.000403 104 | 3.88E-06
TOTAL 0.000501 107

Avaliagéo do efeito dos antiplaquetarios com Rosuvastatina fixa, SQ= Soma quadréatica em
relacé@o aos erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relacdo aos erros
(elaboracao propria, 2021)

Os resultados de ANOVA, apresentados na Tabela 6, mostram que as
combinac¢des farmacologicas nao influenciaram uma variacdo nos niveis de inosina
nos pacientes, pois o F calculado € menor que o F critico e p > 0,05. Este resultado

implica na aceitacdo da hipotese nula com um nivel de confianca de 95%. Por outro
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lado, para os tempos de administracdo dos farmacos a hipétese nula ndo € aceita,
pois, o F calculado € maior que o F critico, ou seja, os tempos de administracédo
influenciam uma alteracé@o dos niveis de intensidade de inosina nos pacientes.
4.2.2 Grupo 2
A figura 14, ilustra o boxplot referente aos resultados do grupo 2.
Boxplot: Sinvastatina fixa com Clopidogrel vs Ticagrelor
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Figura 14. Boxplot da Sinvastatina com Clopidogrel e Ticagrelor para a inosina com o valor de
média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboragédo propria, 2021)

Analisando-se o comportamento dos dados do boxplot pode-se retirar as
medianas dos pacientes niveis de inosina em torno de 0,0029 e 0,0017 para as
combina¢Bes sinvastatina com clopidogrel e sinvastatina com ticagrelor,
respectivamente, para o tempo de 24h. Ja no tempo de 180 dias as medianas dos
niveis de inosina encontradas nos pacientes foram de aproximadamente 0,0027 e
0,0012 para as combinagbes sinvastatina com clopidogrel e sinvastatina com

ticagrelor, respectivamente.

Com relagao ao grupo 2, as ANOVAs, apresentadas na Tabela 7, indicam que
os diferentes tipos de combinagdes farmacolégicas nédo influenciam, de forma

significativa a variagdo dos niveis de inosina dos pacientes, onde o valor de F
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calculado é menor que o F critico, levando a hipétese nula ser aceita. Ja o resultado
referente aos diferentes tempos de administracdo dos farmacos diz que estes sim
influenciam na variacdo dos niveis de inosina dos pacientes, onde o F calculado é
maior que o F critico, fazendo a hipotese nula ser rejeitada com um nivel de confianca

estatistica de 95%.

Tabela 7. ANOVA fator duplo com repeti¢ao referente ao grupo 2

FONTE I?A SQ* GL* MQ* F VALOR-P F CRITICO
VARIACAO
ANTIPLAQUETARIO | 3.45E-08 1 3.45E-08 | 0.008772 0.925561 3.932438
TEMPO 2.55E-05 1 2.55E-05 | 6.485637 0.01234 3.932438
INTERACOES 7.68E-07 1 7.68E-07 | 0.195359 0.659411 3.932438
DENTRO 0.000409 | 104 3.93E-06
TOTAL 0.000435 | 107

Avaliagéo do efeito dos antiplaquetarios com sinvastatina fixa, SQ= Soma quadratica em
relacdo aos erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relagao aos erros
(elaboracao propria, 2021)

4.2.3 Grupo 3

Na analise do grafico boxplot, figura 15, referente ao grupo 3, pode-se ver que
para as medianas dos pacientes que foram ministrados com a combinacéo
farmacoldgica ticagrelor com rosuvastatina os niveis de inosina ficaram em torno de
0,0021 e 0,0011 para os tempos basais e semestrais, respectivamente. Ja para a
combinacdo farmacolégica ticagrelor com sinvastatina as medianas dos pacientes
tiveram niveis de inosina em torno de 0,0027 e 0,0012 para os tempos 24h e 180 dias,

respectivamente.
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Figura 15. Boxplot do Ticagrelor com rosuvastatina e sinvastatina para a inosina com o valor
de média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboracéo prépria, 2021)

Os resultados das ANOVAs referentes ao grupo 3, estao disponiveis na tabela

8.

Tabela 8. ANOVA fator duplo com repeticdo referente ao grupo 3

FONTE DA SQ* GL* MQ* F VALOR-P | F CRITICO
VARIAGAO
ESTATINAS 1.85E-05 1| 1.85E-05 7.1936 | 0.008512 | 3.932438
TEMPO 2.29E-05 1| 229E-05| 8900554 | 0.003553| 3.932438
INTERACOES 3.7E-07 1 3.7E-07 | 0.143941 0.705167|  3.932438
DENTRO 0.000267 104 | 2.57E-06
TOTAL 0.000309 107

Avaliagéo do efeito das estatinas com ticagrelor fixo, SQ= Soma quadréatica em rela¢do aos
erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadréatica em relagdo aos erros (elaboragéo

propria, 2021)

Com esses resultados € possivel ver que as combinacdes e os tempos de

administra¢des farmacoldgicas influenciaram de forma significativa uma variagdo nos

niveis de inosina dos pacientes, fato decorrente de o F calculado ser maior que o F
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critico e consequentemente a hipétese nula é rejeitada com um nivel de confianca

estatistica de 95%.

4.2.4 Grupo 4

Através do boxplot, realizou-se a analise grafica dos comportamentos dos

dados referentes ao grupo 4 e seus resultados podem ser vistos na figura 16:

Boxplot: Clopidogrel fixo com Rosuvastatina vs Sinvastatina
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Figura 16. Boxplot do Clopidogrel com rosuvastatina e sinvastatina para a inosina com o valor
de média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboracao propria, 2021)

Nos resultados do boxplot, tem-se que as medianas dos pacientes que
receberam a combinacao farmacologica clopidogrel com rosuvastatina tiveram niveis
de inosina para os tempos 24h e 180 dias em torno de 0,0022 e 0,001,
respectivamente, enquanto as medianas dos pacientes que foram tratados com
clopidogrel e sinvastatina tiveram niveis de inosina em aproximadamente 0,0029 e

0,0017 para os tempos basais e semestrais, respectivamente.

Ainda para o grupo 4, os resultados obtidos das ANOVAs estéo dispostos na

tabela 9.
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Tabela 9. ANOVA fator duplo com repeticdo referente ao grupo 4

FONTE E)A SQ* GL* MQ* F VALOR-P | F )
VARIACAO CRITICO
ESTATINAS 2.2E-06 1 2.2E-06 | 0.420338 | 0.518198 | 3.932438
TEMPO 8.33E-05 1 8.33E-05 15.88959 | 0.000125 | 3.932438
INTERAGCOES 1.02E-05 1 1.02E-05 1.95242 0.1653| 3.932438
DENTRO 0.000545 104 5.24E-06
TOTAL 0.000641 107

Avaliagéo do efeito das estatinas com clopidogrel fixo, SQ= Soma quadratica em relagcido aos
erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relagédo aos erros (elaboragao
prépria, 2021)

Analisando esses resultados, nota-se que as diferentes combinacdes
farmacoldgicas ndo possuiram efeito na variacéo dos niveis de inosina nos pacientes,
devido ao F calculado ser menor que o F critico, levando a hipétese nula a ser aceita
com um nivel de confianca de 95%. Ja para o resultado da ANOVA referente aos
tempos de administracdo, tem-se que o F calculado € maior que o F critico e assim a
hipotese nula é rejeitada, o que implica que os tempos em que os farmacos foram
administrados influenciaram a variacdo dos niveis inosina nos pacientes com uma

confianca estatistica com nivel de 95%.

4.2 .5 Discussao dos resultados referentes a inosina

A inosina, assim como a adenosina, possui um papel modulatério sobre a
inflamacédo, estd € formada através da adenosina sob a acdo da adenosina
deaminase, principalmente, em situacdes de inflamacéo, hipdxia e lesdes teciduais.

[42]

Para os resultados em que os tempos de administracado séo visados, tem-se
em todas as combina¢Bes empregadas um maior nivel de inosina é observada para o
tempo de 24h. Empregando-se este resultado ao método de producéo da inosina, que
se da, como citado anteriormente, nos tempos iniciais em que o paciente sofre um
estresse miocardico, pode-se dizer que esta de acordo com o que esperava-se pela
literatura, onde evidencia-se que existe uma relacao entre este metabdlito e eventos

ocasionados por doengas cardiovasculares. [3, 27]
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4.3.Resultados e discusséao referentes a hipoxantina e a xantina

Como a hipoxantina e a xantina mostram-se intimamente ligadas através da enzima
xantina oxidase, que por sua vez apresenta grande importancia no controle dos niveis
desses metabolitos sendo um possivel alvo dos farmacos, os resultados e discusséo
para esses dois metabdlitos sera feita em conjunto, com o objetivo de observar a
diminuicdo nos niveis destes dois metabdlitos, indicando na melhoria clinica dos

pacientes, como citado na literatura. [43, 44]

4.3.1 Resultados referentes a hipoxantina

4.3.2 Grupo 1

Para iniciar-se a analise dos resultados referentes a hipoxantina utilizou-se o
boxplot como ferramenta grafica e visual do comportamento dos dados. Através da
figura 17, pode-se notar que para 0s pacientes que receberam o tratamento
rosuvastatina com clopidogrel tiveram as medianas dos niveis de hipoxantina em torno
de 0,0834 e 0,0447, para os tempos de 24h e 180 dias. Ja para os pacientes que
receberam a combinacdo de farmacos rosuvastatina com ticagrelor obtiveram
medianas dos niveis de hipoxantina em torno de 0,0535 e 0,0432, para os tempos de

24h e 180 dias respectivamente.
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Boxplot: Rosuvastatina fixa com Clopidogrel vs Ticagrelor
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Figura 17. Boxplot da Rosuvastatina com clopidogrel e ticagrelor para a hipoxantina com o valor
de média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaborag&o propria, 2021)

Complementando-se o0s resultados encontrados no boxplot, as ANOVAs
referentes ao grupo 1, tabela 10, fornecem os seguintes resultados quando o

metabdlito em estudo € a hipoxantina.

Tabela 10. ANOVA fator duplo com repeti¢ao referente ao grupo 1

FONTE [3A SQ* GL* MQ* F VALOR-P | F )
VARIACAO CRITICO
ANTIPLAQUETARIO 0.005773 1] 0.005773 | 5.351312 | 0.022675 | 3.932438
TEMPO 0.013296 1] 0.013296 | 12.32427 | 0.000662 | 3.932438
INTERAGCOES 0.009498 1] 0.009498 | 8.804022 0.00373| 3.932438
DENTRO 0.112199 104 | 0.001079

TOTAL 0.140766 107

Avaliagéo do efeito dos antiplaquetarios com rosuvastatina fixa, SQ= Soma quadréatica em
relacdo aos erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relacao aos erros
(elaboracao proépria, 2021)

Através desses resultados pode-se inferir que as combinagdes farmacoldgicas

influenciaram em variacdes dos niveis de hipoxantina, recorrente ao fato de que o F
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calculado ser maior que o F critico, que como consequéncia leva a hipotese nula ser
rejeitada com um nivel de confianca estatistica de 95%. Os resultados que se referem
aos tempos de administracdo mostram que estes também exerceram influéncia na
variacdo dos niveis de hipoxantina nos pacientes, onde o F calculado € maior que o F
critico, levando a hip6tese nula ser rejeitada novamente com o mesmo nivel de

confianca estatistica anterior.

4.3.3 Grupo 2

Usando o boxplot como método inicial para observar o comportamento dos

resultados, tem-se que este fornece as informacdes que dispostas na figura 18:

Boxplot: Sinvastatina fixa com Clopidogrel vs Ticagrelor
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Figura 18. Boxplot da Sinvastatina com clopidogrel e ticagrelor para a hipoxantina com o valor
de média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboracao propria, 2021)

As medianas dos pacientes onde os antiplaguetarios das combinagcdes eram
clopidogrel e ticagrelor, no tempo de 24h, os niveis de hipoxantina ficaram em torno
de 0,0737 e 0,0604, respectivamente. JA no tempo de 180 dias, as medianas para 0s
niveis de hipoxantina nos pacientes foram em aproximadamente 0,0746 e 0,0487 para

a combinagao com o clopidogrel e o ticagrelor, respectivamente.
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Os resultados referentes ao grupo 2 obtidos pelas ANOVAs estao dispostos na

tabela 11.

Tabela 11. ANOVA fator duplo com repeticao referente ao grupo 2

FONTE E)A SQ* GL* MQ* F VALOR-P | F )
VARIACAO CRITICO
ANTIPLAQUETARIO 3.04E-05 1 3.04E-05| 0.038697 | 0.844434 | 3.932438
TEMPO 0.007571 1] 0.007571 | 9.624294 | 0.002472 | 3.932438
INTERAGCOES 6.99E-05 1 6.99E-05| 0.088893 | 0.766185 | 3.932438
DENTRO 0.081818 104 | 0.000787
TOTAL 0.089489 107

Avaliagéo do efeito dos antiplaquetarios com sinvastatina fixa, SQ= Soma quadratica em

relacdo aos erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relacdo aos erros

(elaboracao propria, 2021)
Fazendo-se a andlise dos resultados das ANOVAs, podemos notar que que a

variacao dos antiplaquetarios quando combinados a estatina ndo exerceu influéncia

na variacao dos niveis de hipoxantina dos pacientes, pois o F calculado foi menor que

o F critico, fazendo a hip6tese nula ser aceita. J& para os diferentes tempos de

administracdo tem-se que o F calculado foi maior que o F critico, o que significa que

a hipotese nula foi rejeitada, ou seja, os tempos de administracdo influenciam na

variacao dos niveis de hipoxantina nos pacientes.

4.3.4 Grupo 3

Nos estudos do grupo 3, realizou-se a analise boxplot para observar-se como

o comportamento dos dados decorre com as diferentes combinacdes e tempos de

administracdes dos farmacos, seus resultados encontram-se na figura 19:
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Figura 19. Boxplot do ticagrelor com rosuvastatina e sinvastatina para a hipoxantina com o
valor de média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboracdo propria,

2021)

Analisando-se esses dados, pode-se interpretar que a mediana dos pacientes

gue receberam a combinacao farmacoldgica ticagrelor com rosuvastatina obtiveram

valores de niveis de hipoxantina, para os tempos de 24h e 180 dias, em torno de

0,0535 e 0,0432, respectivamente. Ja para 0s pacientes que receberam a combinacao

ticagrelor com sinvastatina possuiram as medianas de niveis de hipoxantina para os

tempos 24h e 180 dias em aproximadamente 0,0746 e 0,0487, respectivamente.

Complementando-se a andlise inicial do boxplot, os resultados obtidos pelas

ANOVAs estéo disponiveis na tabela 12.

Tabela 12. ANOVA fator duplo com repeticao referente ao grupo 3

FONTE DA SQ* GL* MQ* F VALOR-P | FCRITICO
VARIACAO
ESTATINAS 0.002581 1| 0002581 | 3.181372| 0.077399| 3.932438
TEMPO 0.002328 1| 0002328 | 2.869285| 0.093278| 3.932438
INTERACOES 0.000924 1| 0.000924 1.13906 | 0.288322 | 3.932438
DENTRO 0.084385 104 |  0.000811
TOTAL 0.090219 107

Avaliacéo do efeito das estatinas com ticagrelor fixo, SQ= Soma quadratica em relagéo aos
erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadréatica em relagdo aos erros (elaboragéo

propria, 2021)
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Onde pode-se inferir que as diferentes combinacdes farmacoldgicas
empregadas nao tiveram influéncia na variacdo dos niveis de hipoxantina nos
pacientes, onde F calculado € menor que o F critico, que implica na aceitacdo da
hipétese nula. Para os tempos de administracéo o F calculado também foi menor que
o F critico, levando a hipétese nula a ser aceita novamente, ou seja, 0s tempos de

administracdes nao influenciaram os niveis de hipoxantina dos pacientes.

4.3.5 Grupo 4

Os resultados obtidos do boxplot para o grupo 4 estao dispostos na figura 20.

Boxplot: Clopidogrel fixo com Rosuvastatina vs Sinvastatina
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Figura 20. Boxplot do clopidogrel com rosuvastatina e sinvastatina para a hipoxantina com o
valor de média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaborac&o propria,
2021)

Pelas informacdes retiradas do grafico boxplot, obteve-se que as medianas dos
pacientes que foram trados com a combinacéo clopidogrel e rosuvastatina tiveram os
niveis de hipoxantina em torno de 0,0834 no tempo de 24h e 0,0447 no tempo de 180
dias. Ja as medianas dos pacientes que receberam o tratamento clopidogrel com
sinvastatina, os niveis de hipoxantina foram em torno de 0,0737 no tempo 24h e

0,0604 no tempo de 180 dias.
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Utilizando das ANOVAs como método de tratamento estatistico dos dados tem-

se 0s seguintes resultados na tabela 13.

Tabela 13. ANOVA fator duplo com repeticao referente ao grupo 4

FONTE E)A SQ* GL* MQ* F VALOR-P | F CRITICO
VARIACAO
ESTATINAS 0.000386 1 0.000386 0.366548 0.546211 3.932438
TEMPO 0.023738 1 0.023738 22.51868 6.66E-06 3.932438
INTERACOES 0.003445 1 0.003445 3.268088 0.07353 3.932438
DENTRO 0.109631 104 0.001054
TOTAL 0.137201 107

Avaliacéo do efeito das estatinas com clopidogrel fixo, SQ= Soma quadratica em relacdo aos
erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadréatica em relagédo aos erros (elaboragéo
propria, 2021)

Na andlise dados obtidos pela ANOVA que refere-se aos tipos de combinacdes

farmacoldgicas, pode-se notar que o F calculado foi menor que o F critico e como
consequéncia a hipo6tese nula é aceita, ou seja, os diferentes tipos de combinacéo de
farmacos nédo influenciaram de forma estatisticamente significativa a variacdo dos
niveis de hipoxantina nos pacientes. Para os tempos de administracdo dos farmacos,
o valor de F calculado foi maior que o F critico, o que leva a rejei¢do da hipétese nula,
implicando que os tempos de administracdo farmacolégica influenciam na diferenca

dos niveis de hipoxantina nos pacientes.

4.4 Resultados referentes a xantina

4.4.1 Grupo 1

Através do grafico boxplot, figura 21, fez-se a analise dos dados de variacéo
comportamental dos niveis de intensidade de xantina, onde obteve-se que as
medianas dos pacientes que foram tratados com rosuvastatina e clopidogrel tiveram
niveis em torno de 0,0104 e 0,0068, para os tempos de 24h e 180 dias,
respectivamente. Ja as medianas dos pacientes tratados com rosuvastatina e
ticagrelor obtiveram niveis de xantina, nos tempos de 24h e 180 dias, em torno de

0,0075 e 0,0063, respectivamente.
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Boxplot: Rosuvastatina fixa com Clopidogrel vs Ticagrelor
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Figura 21. Boxplot da rosuvastatina com clopidogrel e ticagrelor para a xantina com o valor de
média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboragao propria, 2021)

No grupo 1 os resultados encontrados pelas ANOVAs estéo dispostos na tabela
14.

Tabela 14. ANOVA fator duplo com repeticéo referente ao grupo 1

FONTE DA SQ* GL* MQ* F VALOR-P| F
VARIACAO CRITICO
ANTIPLAQUETARIO 5.66E-05 1 5.66E-05| 11.45224 | 0.001008 | 3.932438
TEMPO 0.000191 1] 0.000191 | 38.63788 1.07E-08 | 3.932438
INTERACOES 2.24E-05 1 2.24E-05| 4.520679 | 0.035854 | 3.932438
DENTRO 0.000514 104 4.95E-06
TOTAL 0.000784 107

Avaliagéo do efeito dos antiplaquetarios com rosuvastatina fixa, SQ= Soma quadréatica em
relac@o aos erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relacdo aos erros
(elaboracao propria, 2021)

Fazendo-se a andlise desses resultados, tem-se que referente aos tipos de
combinacdes farmacoldgicas pode-se notar que estas influenciam na variagdo dos

niveis de xantina nos pacientes, isso deve-se ao resultado de que o F calculado é
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maior que o F critico, levando-se a hipdtese nula a ser rejeitada com um nivel de
confianca estatistica de 95%. J& para os tempos de administracao, os resultados da

ANOVA mostram-se que houve uma variagdo dos niveis de xantina nos pacientes,
isso pois o F calculado € maior que o F critico e por consequéncia a hipétese nula é

rejeitada.

4.4.2 Grupo 2

Utilizando-se o boxplot como ferramenta de visualizacdo gréfica das
informacdes sobre o comportamento da variacdo dos dados referentes ao grupo 2,

tem-se os resultados dispostos na figura 22.

Boxplot: Sinvastatina fixa com Clopidogrel vs Ticagrelor

0.0130

0.0125

0,0100

Dados de Intensidade (A/API) da Xantina

+
@ ——
0.0075
_._
0,0050
Sinvastatina Clopidogrel Ticagrelor Clopidogrel Ticagrelor
basal semestral

Figura 22. Boxplot da sinvastatina com clopidogrel e ticagrelor para a xantina com o valor de
média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboracao propria, 2021)

Onde as medianas das intensidades de xantina dos pacientes tratados com a
combinacao de farmacos sinvastatina com clopidogrel ficaram em torno de 0,0083 no
tempo 24h e 0,0080 no tempo de 180 dias. J& na combinacdo dos farmacos
sinvastatina com ticagrelor as medianas dos niveis de xantina dos pacientes foram

aproximadamente 0,0092 e 0,0071 nos tempos de 24h e 180 dias, respectivamente.
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Continuando a andlise para o grupo 2, os resultados que as ANOVAs fornecem estao

dispostos na tabela 15.

Tabela 15. ANOVA fator duplo com repeticao referente ao grupo 2

FONTE E)A SQ* GL* MQ* F VALOR-P | F )
VARIACAO CRITICO
ANTIPLAQUETARIO 1.81E-08 1 1.81E-08 | 0.002886 | 0.957258 3.932438
TEMPO 7.57E-05 1 7.57E-05 12.05256 | 0.000755 3.932438
INTERAGCOES 5.03E-06 1 5.03E-06 | 0.801313 | 0.372768 3.932438
DENTRO 0.000653 104 6.28E-06
TOTAL 0.000734 107

Avaliagéo do efeito dos antiplaquetarios com sinvastatina fixa, SQ= Soma quadratica em
relac@o aos erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relacdo aos erros
(elaboracao propria, 2021)

Através desses resultados pode-se notar que o0s tipos de combinacdes
farmacoldgicas nao influenciaram de forma significativa uma variacdo dos niveis de
xantina nos pacientes, pois o F calculado foi menor que o F critico, o que implica na
aceitacdo da hipotese nula. Ja para os diferentes tempos de administracdo das
combinacdes dos farmacos os resultados indicam que estes influenciaram a variacéo
nos niveis de xantina dos pacientes de maneira significativa, onde o F calculado foi

maior que F critico, levando a hip6tese nula ser rejeitada.

4.4.3 Grupo 3

Analisando-se os resultados obtidos pelo boxplot, figura 23, referentes ao grupo
3, pode-se ver que as medianas dos pacientes que receberam o tratamento com 0s
farmacos ticagrelor e rosuvastatina tiveram os niveis de xantina em torno de 0,0075
no tempo de 24h e 0,0063 no tempo de 180 dias. J& a combinacgéao ticagrelor com
sinvastatina mostrou que as medianas dos pacientes niveis de xantina em

aproximadamente 0,0092 e 0,0071 para os tempos 24h e 180 dias, respectivamente.
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Figura 23. Boxplot do ticagrelor com rosuvastatina e sinvastatina para a xantina com o valor de
média e mediana. b = basal (24h) e s = seis meses (180 dias) (elaboragao propria, 2021)

Os resultados das ANOVAs para o0 grupo 3 encontram-se na tabela 16.

Tabela 16. ANOVA fator duplo com repeticéo referente ao grupo 3

FONTE DA SQ* GL* MQ* F VALOR-P | FCRITICO
VARIACAO
ESTATINAS 5.74E-05 1| 5.74E-05 14.98627 0.000189 3.932438
TEMPO 0.0001 1| 0.0001 26.19114 1.42E-06 3.932438
INTERACOES 8.52E-07 1| 8.52E-07 0.22239 0.638213 3.932438
DENTRO 0.000399 | 104 | 3.83E-06
TOTAL 0.000557 | 107

Avaliacéo do efeito das estatinas com ticagrelor fixo, SQ= Soma quadratica em relagéo aos
erros, GL= Graus de liberdade e MQ= Média quadratica em relacédo aos erros (elaboragao
propria, 2021)

Realizando-se a andlise desses resultados pode-se notar que os tipos de
combinac¢des farmacoldgicas influenciaram, de forma significativa, a variagdo dos
niveis de xantina nos pacientes, isso decorre do resultado onde o F calculado foi maior
que o F critico, implicando-se na rejeicdo da hipdtese nula. Para os resultados
referentes aos tempos de administracdo dos farmacos tem-se que o F calculado foi
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