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RESUMO

A aterosclerose é a principal causa das doencgas cardiovasculares, as quais
constituem um grupo de entidades clinicas responsavel por elevada
morbimortalidade em todo mundo. A presenca de anticorpos antifosfolipides (aPLs)
tem sido investigada nestas desordens, tendo sido associados com infarto agudo do
miocardio e acidente vascular cerebral (AVC). O objetivo deste trabalho foi investigar
a presenca de aPLs em 150 (79 homens e 71 mulheres) individuos dislipidémicos,
usuarios de estatina com diagnostico ou risco de doenga cardiovascular atendidos
em um servi¢o publico de cardiologia de Salvador. Sessenta individuos sadios foram
utilizados como grupo controle, 30 do sexo feminino e 30 do masculino. Os dados
sobre fatores de risco cardiovascular foram obtidos através de entrevistas e busca
em prontuarios médicos. A dislipidemia foi avaliada através das determinagbes de
colesterol total (CT) e fragcdes e ftriglicérides (TG). Os niveis séricos de
apolipoproteina-A (Apo-A), apolipoproteina-B (Apo-B) e PCR foram determinados
por nefelometria. Anticorpos IgA, IgG e IgM anti2 glicoproteina | (a-B2GPI) e
anticardiolipina (aCL), IgG e IgM antianexina (a-ANX), antifosfatidilserina (aFS) e
antiprotrombina (aPTR) foram determinados através de enzimaimunoensaios. A
média de idade dos pacientes diferiu significativamente dos controles (6019 e 3419
anos, respectivamente; P<0,0001), mas nao entre os géneros nos pacientes (598
anos para homens, 61+10 anos para mulheres, P= 0,093) e controles (33+10 anos
para homens, 3419 anos para mulheres, P= 0,602). Dentre os parametros do perfil
lipidico observados foram encontradas diferengas nos niveis de CT e LDL-C em
pacientes e controles do sexo masculino (P=0,020 e P=0,014, respectivamente) e
para o género feminino, as mulheres apresentaram medianas de HDL-C inferiores a
dos controles e superiores de Apo-B (P=0,004 e P=0,035, respectivamente). Vinte e
quatro (16%) de 150 pacientes foram soropositivos para anticorpos IgA af2GPI e <1
para IgM e 1gG aB2GPI. Para as demais especificidades de aPLs, 7 (5%) foram
soropositivos para IgM a-ANX, dois (1%) para IgG a-ANX, quatro (3%) para 1gG
aPTR, dois (1%) para IgM aPTR, apenas um (<1%) paciente foi soropositivo para
IgM aCL e nenhum tinha anticorpos aPS. Cinco (8%) de 60 controles apresentaram
soropositividade para IgA aB2GPI, um (2%) para IgG aB2GPI e cinco (8%) para IgM
aB2GPI. Foram soropositivos para IgA e IgM aCL dois (3%) controles, 3 (5%) para
IgG a-ANX e 6 (10%) para IgM a-ANX. Nenhum controle foi soropositivo para aPTR
e aFS. A frequéncia de IgA aB2GPl nao diferiu entre pacientes e controles
(P=0,433), porém, associou-se com histéria de AVC nos primeiros (P=0,047). Esta
associacao ocorreu de forma independente do perfil lipidico dos pacientes. Estes
resultados sugerem que a anticorpos IgA af2GPI| podem ser considerados fatores
de risco para ocorréncia de AVC na populacao estudada.

Palavras-chave: aterosclerose; doengas cardiovasculares, acidente vascular
cerebral; anticorpos antifosfolipides; anticorpos IgA ap2GPI.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is the main cause of cardiovascular diseases worldwide. The
presence of antiphospholipid antibodies (aPLs) has been investigated in these
disorders and has been associated with acute myocardial infarction and stroke. The
aim of this research was to screen the soroprevalence of antiphospholipid
autoantibodies in 150 (79 men and 71 women) dislipidemic individuals that were
taking statin and having risk or a previous history of cardiovascular disease. Sixty
healthy individuals (30 men and 30 women) were the control group. The presence of
cardiovascular risk factors was obtained through patient interview and using their
medical files. Dyslipidemia was previously documented by patient levels of
cholesterol, fractions LDL and HDL and triglycerides. Apolipoprotein-A,
Apolipoprotein-B and C-reactive protein levels were determined by nephelometry.
IgA, 1gG and IgM antibodies against B2 glycoprotein | (aB2GPI) and cardiolipin (aCL),
IgG and IgM against annexin (a-ANX), phosphatidylserine (aFS) and prothrombin
(aPTR) were investigated by enzyme-linked immunosorbent assays. The mean age
of patients and controls was different (60 £ 9 and 34 * 9 years respectively; P
<0.0001), but it was similar in female and male patients (61+10 and 59 * 8 years,
respectively; P= 0,093) and also in controls (33x10 years and 349 years,
respectively; P= 0,602). The median levels of CT and LDL were different when male
patients and male controls were compared (P=0,020 and P=0,014, respectively).
Female patients had lower median level of HDL than female controls (P = 0,004),
whereas their median leves of Apo-B were higher (P=0,035). Twenty four out of 150
(16%) patients were seropositive for IgA aB2GPI antibodies. IgM and IgG aB2GPI
and IgM aCL were rarely found (£1%). Four out of 150 individuals (3%) had IgG
aPTR, 2 (1%) 1gG a-ANX and 7 (5%) had IgM ANX. aFS antibodies were not
detected in this study. In the control group, five out of 60 (8%) individuals were
seropositive for IgA aB2GPI, 5 (8%) for IgM aB2GPI and only one subject (2%) had
IgG aB2GPI. Two of them (3%) were positive for IgA and IgM aCL, three (5%) had
IgG a-ANX e six (10%) IgM a-ANX. PTR and FS antibodies were not detected in the
control group. No difference was observed in the prevalence of IgA ap2GPI between
patients and controls (P=0,433). IgA ap2GPI was associated with a history of stroke
in the patients (P=0,047), which was not associated with the lipid profile from these
individuals. These results suggest that IgA aB2GPI antibodies are a stroke risk factor
in the population studied.

Key-words: atherosclerosis; cardiovascular diseases; stroke; antiphospholipid
antibodies; IgA ap2GPI antibodies.
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1. INTRODUGAO

A aterosclerose € uma doenca inflamatoria crénica de origem multifatorial, que
ocorre na camada intima de artérias de médio e grande calibre em resposta a
agressdo endotelial. E a principal causa das doencas cardiovasculares (DCVs), as
quais constituem um grupo de entidades clinicas responsavel por elevada
morbimortalidade em todo mundo (BRASIL, 2009; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2007).

O envolvimento dos sistemas imune inato e adaptativo na aterosclerose tem
sido demonstrado por resposta imune celular e humoral para antigenos expressos
no endotélio (GALKINA; LEY, 2009; PEREIRA; BORBA, 2008). Como prova disto,
anticorpos dirigidos contra a lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDLox) sao
encontrados na circulagdo sanguinea de seres humanos e também nas placas de
ateroma (PALINSKI et al., 1989; SALONEN et al., 1992).

Os anticorpos antifosfolipides (aPLs), familia heterogénea de imunoglobulinas
que reconhecem fosfolipidios, proteinas ligadoras ou ambos associados (LEVINE;
BRANCH; RAUCH, 2002), estdo relacionados com uma sindrome clinica bem
definida (Sindrome de Anticorpos Antifosfolipides, SAF), caracterizada
principalmente por tromboses arterial e venosa, perda fetal recorrente e
trombocitopenia (GEZER, 2003; WILSON et al., 1999).

Alguns grupos de pesquisa tém investigado a participacdo de aPLs na
aterosclerose. Os anticorpos anticardiolipina (aCL) foram os primeiros a serem
associados com alguns tipos de acidentes cardiovasculares como infarto agudo do
miocardio (IAM) (BILI et al., 2000; HAMSTEN, et al., 1986; MATTILA et al., 1989;
VAARALA et al., 1995; WU et al., 1997; ZUCKERMAN et al., 1996) e acidente
vascular cerebral (AVC) (BREY et al., 2001; TUHRIM et al., 1999). Entretanto, outros
trabalhos exibiram resultados conflitantes (AHMED et al., 2000; ERKKILA et al.,
2005; MUIR et al., 1994; PHADKE, et al., 1993; SLETNES et al., 1992).

Atualmente, sabe-se que anticorpos aPLs gerados nas doengas autoimunes e

que estao relacionados aos eventos tromboembolicos sdo especificos contra as
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proteinas plasmaticas que se ligam aos fosfolipidios. Dentre estas, a mais
importante é a 2 glicoproteina | (B2GPI).

O papel dos anticorpos antiB2GPI (ap2GPI ) na aterosclerose foi evidenciado
pela demonstracédo da formagdo de complexos estaveis de LDLox e B2GPI. Estes
complexos interagem com imunoglobulinas que reagem cruzadamente com os
mesmos, aumentando a fagocitose de LDL nos macréfagos e com subsequente
formacao de células espumosas (KOBAYASHI et al., 2003; MATSUURA et al., 2006;
MATSUURA et al., 2010).

A populacédo baiana, em especial a soteropolitana, cuja etnia apresenta forte
afrodescendéncia, tem sido objeto de estudos imunolbégicos por nosso grupo de
pesquisa (LAPIM). Tal caracteristica estd sendo correlacionada com maior
expressdo de manifestagbes clinicas de certas doencas autoimunes, com diferengas
na resposta terapéutica a diversos medicamentos, bem como na importante
prevaléncia de anticorpos IgA ap2GPI (ATTA et al., 2008, 2010; GALRAO et al.,
2007). Ademais, a participagdo de outros aPLs com diferentes especificidades,
antianexina (a-ANX), antifosfatidilserina (aFS) e antiprotrombina (aPTR), raramente
investigados na rotina diagnoéstica para doencas autoimunes, € ainda pouco
documentada na aterosclerose, exigindo maiores investigacbes a este respeito
(GHARAVI et al., 1987; MIYAKIS et al., 2006; WILSON et al., 1999).

Este estudo objetivou conhecer o envolvimento de anticorpos aPLs na
aterosclerose, usando um grupo alvo de individuos atendidos em um centro publico
de referéncia em doencas cardiovasculares de Salvador. Assim, espera-se ao final
do estudo real contribuicdo para o conhecimento de alguns mecanismos envolvidos
nesta doenca na populagdo alvo, permitindo a adogcdo de novas avaliagbes
laboratoriais no diagndstico e seguimento dos portadores desta enfermidade.
Adicionalmente, os resultados deste estudo poder&o contribuir na escolha de opgéo
terapéutica apropriada para pacientes sob risco de desenvolver doenca
cardiovascular e aterotrombética, além de possibilitar novas informagdes sobre os
mecanismos imunoldgicos envolvidos na imunopatogenia da aterosclerose na

populagao estudada.
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1.1 RELEVANCIA

As DCVs sao a principal causa de morte no mundo, tendo sido responsavel por
30% das mortes ocorridas em 2006 no Brasil. Por outro lado, a investigacdo sobre o
envolvimento de anticorpos aPLs na imunopatogenia da aterosclerose podera contribuir
para elucidar varios aspectos da imunopatogenia destas doengas na populacao
atendida no centro de referéncia em doencga cardiovascular do Hospital Ana Nery (HAN)
em Salvador, e complementara os resultados do estudo sobre citocinas e quimiocinas
realizado recentemente pelo grupo de pesquisa LAPIM com a mesma populagdo. A
afrodescendéncia tem sido correlacionada em outros grupos populacionais pela maior
expressao de manifestagdes clinicas de certas doengas autoimunes como o lupus
eritematoso sistémico (LES) e a SAF, além de estar associada com diferencas na
resposta terapéutica a diversos medicamentos. Em estudos recentes realizados por
este mesmo grupo em portadores do virus HIV e da hepatite C residentes na Bahia
(ATTA et al., 2008 e 2010; GALRAO et al., 2007), observou-se importante prevaléncia
de anticorpos IgA aB2GPl nestes individuos corroborando com o achado desta
imunoglobulina em outras populagbes afrodescendentes, o que poderia estar associado
com a carga genética e também com fatores ambientais. Assim, a investigacéo de aPLs
em portadores de aterosclerose, juntamente com outros resultados que tém sido
obtidos pelo grupo LAPIM sobre diferentes aspectos imunolégicos da aterogénese,
podera propiciar novos conhecimentos a clinica médica local e nacional para o
entendimento deste importante problema de Saude Publica, além de auxiliar na escolha
de opcgao terapéutica apropriada para pacientes sob risco de desenvolver doenca

cardiovascular e aterotrombdtica.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar os mecanismos envolvidos na imunopatogénese da doenca
cardiovascular aterosclerética de pacientes de um centro publico de referéncia em

doenca cardiovascular de Salvador-Bahia.
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1.2.2 Objetivos Especificos

1. Investigar os niveis séricos de anticorpos dos isotipos IgA, IgG e IgM
antiB2GPI e anticardiolipina, IgG e IgM antianexina, antifosfatidilserina e
antiprotrombina em individuos dislipidémicos, usuarios de estatina com
diagndstico ou risco de doencga cardiovascular.

2. Associar a soropositividade e niveis destes anticorpos com os achados

clinicos dos pacientes.

1.3 HIPOTESES

O desenvolvimento deste objetivo baseou-se nas seguintes hipoteses:

Ho: N&o existem diferengas entre pacientes com doenca ou risco
cardiovascular e controles sadios sem indicadores laboratoriais ou historia clinica de
doenca cardiovascular quanto a prevaléncia de anticorpos antifosfolipides.

Hi: Pacientes com doenca ou risco cardiovascular apresentam maior

soroprevaléncia de anticorpos antifosfolipides em relagéo aos controles sadios.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCAS CARDIOVASCULARES
2.1.1 Epidemiologia

As DCVs sao a principal causa de morte no mundo. A Organizagédo Mundial da
Saude (OMS) estima que os 17,3 milhdes de Obitos ocorridos em 2008 foram
decorrentes delas, o que representou vinte e nove por cento (29%) do total de
mortes desse ano. Deste percentual global, a doenca arterial coronaria (DAC) foi
responsavel por 7,3 milhdes e o AVC por 6,2 milhdes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011). No Brasil, em 2006, cerca de trezentas mil pessoas
morreram por DCVs, praticamente trinta por cento (30%) de todos os o&bitos
ocorridos neste periodo no pais (BRASIL, 2009).

Embora tenha sido observada uma redugdo da mortalidade por causas
cardiovasculares nos ultimos trinta anos nos paises desenvolvidos, observa-se o
contrario nos paises em desenvolvimento (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Contudo, um
estudo realizado pelo Ministério da Saude durante os anos de 1996 a 2006, revelou
uma reducgéo de 20,5% no numero de obitos decorrentes de DCVs nas regides Sul e
Sudeste, em detrimento do Nordeste, que mostrou aumento da mortalidade por
estas causas. Observou-se ainda, que os jovens de 20 a 39 anos estdo morrendo
menos por estas doengas: para as mulheres jovens a queda anual foi de 3,6%,
enquanto que para os homens foi de 3,3% (BRASIL, 2009).

Mesmo diante da redug&o na incidéncia destes acidentes em determinados
locais, a projecao para 2030 é de 23,6 milhdes de 6bitos por DCVs. Isto reafirma a
tendéncia de aumento e a persisténcia destas doengas no mundo, que pode ser
justificada pela alta prevaléncia dos fatores de risco para as mesmas, principalmente
na populacéo ocidental, como diabetes, hipertensao arterial, tabagismo, obesidade e
dislipidemias (BRASIL, 2009; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).
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2.1.2 Classificacao

As DCVs constituem um grupo de desordens e ma-formagbes congénitas que
afetam o sistema circulatério. Elas sao divididas em: DAC ou doenc¢a isquémica do
coragao, onde estao inclusos o IAM, a angina pectoris, a insuficiéncia cardiaca (IC),
a cardiomiopatia, a fibrilac&do atrial; doenga cerebrovascular representada pelo AVC;
as doencas de aorta e artérias como hipertensdo e a doenga vascular periférica
(DAP); aléem das ma-formacbes congénitas das artérias, doencas reumaticas do
coragao, cardiomiopatias e arritmias (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2009;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

2.1.3 Etiopatogenia

Os principais desfechos clinicos das doengas cardiovasculares como o 1AM, a
isquemia de membros inferiores e 0 AVC sé&o atribuidos ao processo aterosclerotico
(AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2003; GEORGE et al., 2000).

A aterosclerose é uma doenga inflamatoria crénica de origem
multifatorial que ocorre em resposta a agressdo endotelial,
acometendo principalmente a camada intima de artérias de médio e
grande calibre (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2007, p. 4).

Esta se caracteriza por ser uma doenca lenta e complexa que se inicia na
infancia e progride, silenciosamente, até a vida adulta. Para alguns individuos ela
avanca rapidamente ainda na terceira década de vida e quando ha ocorréncia dos
eventos cardiovasculares, estes sdo normalmente mais graves (AMERICAN HEART
ASSOCIATION, 2003).

Os estudos sobre aterosclerose tém contribuido bastante para os
conhecimentos acerca dos mecanismos etiopatogénicos e também das estratégias
de tratamento, porém ainda ha muito que se desvendar. A “hipdtese lipidica”
proposta por Rudolf Virchow (STEINBERG, 2006), que por muito tempo atribuiu
somente aos elevados niveis de colesterol o inicio e a progressao da aterosclerose,

tem sido substituida pela teoria da inflamagé&o cronica e imunologica (ROSS, 1999).
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A participacdo dos sistemas imune local e sistémico é parte integral deste
processo, onde diferentes componentes celulares e mediadores atuam na defesa e
patogénese da doenca (GALKINA; LEY, 2009; GROYER et al., 2006). Além disso,
outros fatores de risco como radicais livres, micro-organismos patogénicos,
especialmente Chlamydia pneumoniae, Herpes simplex virus e Cytomegalovirus,
hipertensdo arterial (HA), diabetes, toxinas do tabaco, dentre outros, ou a
combinacgao destes, também contribuem para a disfungdo endotelial presente nesta
condigao patoldgica (ROSS, 1981, 1999; STOLL; BENDSZUS, 2006).

2.2 ATEROGENESE

Nos estagios iniciais do processo aterosclerotico, em situagcbes onde ha
aumento da permeabilidade vascular, particulas de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) podem penetrar no espaco subendotelial. Neste local, interagem com a matriz
de proteoglicanos, diminuindo sua mobilidade e favorecendo pequenas modificagdes
por agentes oxidantes e espécies reativas de oxigénio (BOREN et al., 1998;
SKALEN et al., 2002). Adicionalmente, a presenca de lipoproteinas pequenas e
densas no plasma contribui para o acimulo do colesterol na intima arterial (TABAS;
WILLIAMS; BOREN, 2007).

A LDL, agora minimamente modificada, pode ativar células endoteliais
estimulando-as a secre¢ao de quimiocinas, tal qual a proteina quimiotatica para
mondcitos (MCP-1) e a expressdo de moléculas de adesdo como as moléculas de
adesao vascular 1 (VCAM-1) e de adesao intercelular 1 (ICAM-1), importantes
mediadores do processo inflamatério que promovem o extravasamento leucocitario
para o interior da intima (CYBULSKY; GIMBRONE, 1991; NAKASHIMA et al., 1998).

Os mondcitos infiltrados diferenciam-se em macrofagos sob a presenca do
fator estimulador de colénias de macrofagos (M-CSF). Estas células fagocitam a LDL
apresentada sob forma nao fisiolégica, pois esta, depois de modificada, tem baixa
afinidade pelo seu receptor natural (B/E), passando a ser reconhecida pelos
receptores scavenger CD36 ou SR-A presentes no macrofago (FEBBRAIO et al.,
2000; PODREZ et al.,, 2000). Estes receptores nao sofrem retroalimentacao

negativa, ou seja, o conteudo citoplasmatico de colesterol ndo diminui sua captacgéao.
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Além disso, muitos ligantes como a prépria LDL oxidada (LDLox), proteinas do
choque térmico (hsps) e proteinas nucleares podem ativar os receptores toll-like
(TLRs), os quais alteram os transportadores do colesterol e seu trafego intracelular,
contribuindo para o seu acumulo no citoplasma do macréfago (EDFELDT et al.,
2002; ROSS, 1981).

Sobrecarregados destas particulas lipidicas modificadas, os macréfagos
transformam-se em células espumosas (foam cells), cujo acumulo forma as estrias
lipidicas. Células musculares lisas, provavelmente provenientes da camada média,
migram ao redor deste core lipidico. Estas, por sua vez, diferenciam-se em
miofibroblastos que secretam a matriz que compbe a capa fibrosa da placa
aterosclerdtica. Até este momento, a resposta inflamatéria tenta neutralizar ou
remover o “agressor’. No entanto, havendo continuidade da inflamagéo, ocorre o
espessamento da artéria, contudo, ndo existe ainda alteracdo do didmetro do
limem, caracterizando uma leséo inicial e reversivel (ROSS, 1981, 1999).

A persisténcia da inflamagédo amplifica a aterogénese, com aumento no numero
de macrofagos e linfécitos. Estes dois tipos celulares, em especial os primeiros,
secretam enzimas hidroliticas, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que
levam ao dano e posterior necrose tecidual (JONASSON et al., 1986; ROSS, 1999).
Desta forma, os ciclos de deposi¢cdo, migracédo, proliferacdo e morte celular
caracterizam uma lesdo ja avancada da placa de ateroma, a qual ndo mais sofre
remodelamento, alterando, portanto, o lumem arterial (ROSS, 1999).

A estabilidade da placa e as complica¢des clinicas que dela podem surgir,
eventos coronarios agudos mediados por trombos, dependem do equilibrio entre
mediadores pré e anti-inflamatoérios, os quais podem modular a apoptose, a
producéo de colageno e o conteudo de células musculares lisas (LIBBY, 2008). Em
torno disto, nos limites da lesdo e na camada adventicia, sdo encontrados varios
tipos celulares como linfécitos T auxiliares (TCD4"), células dendriticas, células
natural killer (NK), alguns poucos linfocitos TCD8” citotdxicos, assim como depdsitos
de anticorpos, proteinas do complemento, proteina C reativa (PCR), dentre outros
elementos (GROYER et al., 2006; HANSSON; HOLM; JONASSON, 1989).

Em animais usados em estudos experimentais de aterosclerose, tem sido
observado que os linfocitos podem ser ativados em resposta a determinados

antigenos como LDLox e antigenos microbianos, produzindo citocinas pro-
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inflamatoérias tais como o interferon-gama (IFN-y), as interleucinas 1 (IL-1), 12 (IL-
12), 15 (IL-15), 18 (IL-18) e o fator de necrose tumoral (TNF). Estas, principalmente
o IFN-y, tém o papel de amplificar a resposta inflamatéria, contribuindo para a
progressao da placa aterosclerética (ANDERSSON; LIBBY; HANSSON, 2010;
HANSSON; HOLM; JONASSON, 1989).

Embora predomine o perfil Th1, algumas células produzem citocinas do tipo
Th2 como a IL-4 (FROSTEGARD et al., 1999; PEREIRA; BORBA, 2008). Acredita-se
que esse balango Th1/Th2 seja controlado por linfécitos T reguladores (Treg), os
quais mantém a tolerancia imunolégica. Alguns trabalhos evidenciam que a
deficiéncia em células Treg seja uma das causas da inflamacao (AIT-OUFELLA et
al., 2006; MALLAT et al., 2003; SAKAGUCHI et al., 2006).

Recente trabalho realizado em nosso laboratorio, demonstrou niveis
aumentados das citocinas pro-inflamatérias IL-8 e TNF-a e reducdo da citocina
imunorregulatoria IL-10 em mulheres portadoras de aterosclerose, levantando a
possibilidade de ocorréncia de novos eventos cardiovasculares nesta populagéo
(PEREIRA, 2011).

2.2.1 Autoimunidade e aterogénese

Muitas sdo as condi¢cdes que dao inicio ao processo autoimune: falhas nos
mecanismos de inducéo de tolerancia no timo; alteracdes na depuracao de células
apoptoticas; disfungdo das células Treg; e deficiéncias dos agentes responsaveis
pela sinalizacéo celular (ROSEN, 2009; VELDHOEN, 2009). Consequentemente, em
situacdes de inducdo de autoimunidade decorrentes do mimetismo molecular entre
antigenos de patogenos e autoantigenos, ha uma amplificacdo do sinal que foi
iniciado pelo compartihamento de epitopos, concomitante a expressao do
autoantigeno envolvido e de suas propriedades adicionais, resultando uma resposta
autoimune adaptativa, a qual provoca aumento na expressao antigénica e do dano
celular (ROSEN, 2009).

Da mesma forma que ja estd documentado o envolvimento dos sistemas imune
inato e adaptativo na aterosclerose, muitas evidéncias sugerem a existéncia de uma

resposta celular e humoral contra antigenos expressos no endotélio (GALKINA; LEY,
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2009; PEREIRA; BORBA, 2008). Como prova disto, anticorpos antilipoproteina de
baixa densidade oxidada (aLDLox) s&o encontrados na circulagdo sanguinea de
portadores de aterosclerose e também nas placas de ateroma (PALINSKI et al.,
1989; SALONEN et al., 1992).

Embora a LDLox ou modificada seja o principal autoantigeno frequentemente
implicado na imunopatogenia da aterogénese, outras moléculas também podem
provocar uma resposta imune, a exemplo de antigenos microbianos e outras
proteinas proprias como a B2GPl e a protrombina (PTR) (ANDERSSON; LIBBY;
HANSSON, 2010).

2.3 ANTIGENOS ENVOLVIDOS NA IMUNOPATOGENIA DA ATEROSCLEROSE

2.3.1 LDL oxidada

A LDL é uma particula esférica de nucleo apolar constituido de colesterol
esterificado, triglicérides e antioxidantes envolvidos por uma camada anfipatica de
fosfolipidios, na qual esta localizada a apolipoproteina B-100 (Apo-B) (SCANU;
WISDOM, 1972; WITZTUM, 1994). Sua forma nativa pode sofrer uma variedade de
alteragdes fisicoquimicas através de distintos mecanismos: oxidagao, glicacédo nao
enzimatica, enriquecimento em acidos graxos nao esterificados, modificacoes
enzimaticas por fosfolipases, dentre outras (SANCHEZ-QUESADA; BENITEZ;
ORDONEZ-LLANOS, 2004).

N&o se sabe exatamente porque a geracao de LDL modificada esta aumentada
em pacientes com DAC, mas de acordo com Yologlu e colaboradores (2005), em
individuos dislipidémicos, esta particula lipoprotéica esta mais propensa a oxidacéo.
Ademais, sabendo-se que a LDL modificada apresenta menor afinidade pelo seu
receptor, a depuracéo desta particula esta diminuida, ou seja, ha um aumento do
tempo de residéncia plasmatica desta lipoproteina, favorecendo mais modificagbes
em sua estrutura (MELLO et al., 2011).

Durante sua modificagdo, que se inicia nos acidos graxos da superficie dos

fosfolipides e se propaga para o core lipidico, muitas moléculas biologicamente
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ativas sdo geradas como o malondialdeido (MDA), o 4-hidroxinonenal e a
lisofosfatidilcolina (PALINSKI et al., 1994; WITZTUM, 1994). Estes residuos se ligam
as lisinas presentes na Apo-B e agem como novos epitopos que podem ser
reconhecidos pelos macréfagos e apresentados as células B para geracao de
anticorpos (HANSSON; HOLM; JONASSON, 1989; PALINSKI et al, 1994;
SALONEN et al., 1992; WITZTUM, 1994). Fato este comprovado por Stemme e
colaboradores (1995), onde cerca de dez por cento (10%) de todas as células de
placas ateromatosas humanas observadas reconheciam LDLox via Complexo
Principal de Histocompatibilidade de classe || (MHC II).

A imunogenicidade da LDLox €& comprovada também pela ocorréncia de
anticorpos contra epitopos especificos de LDLox no plasma humano e de animais
(PALINSKI et al., 1989; SALONEN et al.,, 1992). No entanto, o papel destas
imunoglobulinas na patogenia da aterosclerose € complexo e permanece nao
totalmente elucidado. Alguns trabalhos mostram uma associagéo positiva entre estes
anticorpos € DCVs (LOPES-VIRELLA et al., 1999; SALONEN et al., 1992), enquanto
outros estudos exibem resultados contraditorios, reportando a correlagdo entre niveis
elevados de anticorpos aLDLox com reducgéo da placa aterosclerética (HULTHE et al.,
2001; KARVONEN et al., 2003; SHOENFELD et al., 2004; WU et al., 1999).

2.3.2 B2 glicoproteinall

Também denominada de apolipoproteina H, a B2GPI tem 43 kilodaltons e esta
no plasma em uma concentragdo de aproximadamente 200 pg/mL. E constituida de
326 aminoacidos dispostos em 5 dominios curtos (LOZIER; TAKAHASHI; PUTNAM,
1984; SHENG et al., 2001). Os primeiros quatro dominios contém 60 aminoacidos
cada, enquanto o quinto tem residuos adicionais de lisina, uma extensao C-terminal
com 19 aminoacidos. Estes ultimos conferem a proteina uma carga positiva, o que
justifica sua ligacdo a fosfolipides anidnicos (BOUMA et al., 1999) e a outras
moléculas carregadas negativamente como heparina, acido desoxirribonucleico,
LDLox (HASUNUMA et al., 1997; KOBAYASHI et al., 2003) e células apoptoticas
(PITTONI et al., 2000).
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A B2GPI é considerada hoje um anticoagulante natural, pois inibe a atividade
da protrombinase (NIMPF et al., 1986), a ativacdo do fator Xll (SHOUSBOE;
RASMUSSEN, 1995) e pode modular a agregagao plaquetaria dependente de
adenosina difosfato (ADP) (NIMPF; WURM; KOSTNER, 1985). No entanto,
também apresenta fungcdo pré-coagulante por reduzir a ativagcdo da proteina C
(MORI et al., 1996).

2.3.3 Anexinas

As anexinas (ANXs) s&o uma familia de 12 proteinas que atuam em varias
funcbes celulares: no trafico vesicular, na sinalizagcdo do calcio, na diviséo e
regulacdo do crescimento celular e apoptose (MOSS; MORGAN, 2004). Como
caracteristica comum tais proteinas apresentam ligacdo a fosfolipidios
dependente de calcio, cujo motivo responsavel por esta afinidade esta presente
na porgcdo C-terminal, e que é altamente conservado entre estas proteinas
(HAYER; MOSS, 2004; IACCARINO et al., 2011; MOSS; MORGAN, 2004). As
ANXs tém sido associadas com varias doengas humanas tais como o cancer,
desordens cardiovasculares, diabetes, doencas inflamatorias e autoimunes
(IACCARINO et al., 2011).

A distribuicdo das diferentes isoformas de anexinas é bastante ampla no
organismo humano, a exemplo das ANXs |, II, IV, V, VI, VIl e XI. Porém, algumas
sdo mais encontradas em determinados 6rgaos ou tipos celulares como ANX Il nos
neutréfilos, V na pele e placenta. Outras sao restritas, IX na lingua, X no estémago
e Xl no intestino delgado (MOSS; MORGAN, 2004).

Algumas destas proteinas podem ser expressas na superficie celular mesmo
na auséncia de sinal, a exemplo da ANX | que passa do citosol a superficie apds
exposicao celular a glicocorticoides (SOLITO; NUTI; PARENTE, 1994) e a ANX I
que é constitutivamente expressa no endotélio vascular exercendo funcgéo
regulatéria na coagulacao sanguinea (BROWNSTEIN et al., 2001).

As ANXs I, I, V, VI e VIl sédo as isoformas mais bem estudadas quanto as suas
funcdes biologicas através de estudos com camundongos knockout. Hannon e

colaboradores (2003) verificaram que a auséncia de ANX | ocasionou altera¢des na
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resposta inflamatéria e na acdo de glicocorticéides. Ling e colegas (2004)
observaram que a perda de ANX I prejudicava a neovascularizagédo e a homeostase
de fibrina. Ja a auséncia de ANX VII nestes animais demonstrou sua importante
participagdo no desenvolvimento embrionario (SRIVASTAVA et al.,, 1999) e na
homeostase de calcio (HERR et al., 2001). Os trabalhos com as isoformas V e VI
nao foram conclusivos, mas acredita-se que a primeira desempenhe papel na
anticoagulacéo, ligagdo do colageno e desenvolvimento 6sseo (BRACHVOGEL et
al., 2003; HAWKINS et al., 1999).

2.3.4 Protrombina

Também denominada de fator Il, a protrombina (PTR) é uma glicoproteina de
cadeia simples de 72 kDa presente a uma concentrag&o sérica de aproximadamente
100 pg/mL (CHOW et al., 1991). Participa da cascata de coagulagao sanguinea, onde
apos sua conversao em trombina pelo complexo protrombinase (fator X ativado, fator
V, célcio e fosfolipidios), converte o fibrinogénio em fibrina (MANN et al., 1990).
Exerce também atividade anticoagulante quando se liga a trombomodulina presente
na superficie das células endoteliais ativando a proteina C.

No figado, a protrombina sofre y-carboxilagdo dos seus residuos de glutamato
pela vitamina K, gerando residuos de y-carboxiglutamato, chamados dominios Gla.
Estes normalmente estdo envolvidos na ligagdo de calcio e € essencial para a

ligacao da protrombina a fosfatidilserina (CHOW et al., 1991).

2.4 FOSFOLIPIDIOS E ANTICORPOS ANTIFOSFOLIPIDES

Os fosfolipidios (PLs), glicerofosfolipidios e esfingolipidios, sdo os principais
constituintes das membranas biologicas. Caracterizam-se por serem
macromoléculas anfipaticas, polares, constituidas por uma “cabeca” polar ligada por
ponte fosfodiéster a uma “cauda” ou grupo apolar (NELSON; COX, 2007).

Os glicerofosfolipidios sao os principais constituintes lipidicos das membranas

celulares. Contém em sua estrutura glicerol, acidos graxos e um grupo fosfato
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esterificado a um alcool. Os principais sdo a fosfatidilcolina ou lecitina, a
fosfatidilserina, a fosfatidiletanolamina ou cefalina, o fosfatidilglicerol ou cardiolipina
e o fosfatidilinositol, variando somente quanto ao tipo de alcool presente (NELSON;
COX, 2007).

A cardiolipina, fosfatidilserina e o fosfatidilinositol sdo fosfolipidios anibnicos,
enquanto a fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina sao neutros (SCHULTZ, 1997). A
ocorréncia de cardiolipina é restrita @ membrana mitocondrial, diferentemente de
outros PLs como a fosfatidilserina e fosfatidilcolina que sdo amplamente distribuidos
no organismo (HOUTKOOPER; VAZ, 2008).

Os anticorpos aPLs s&do imunoglobulinas que se caracterizam por ser uma
familia heterogénea de anticorpos que reconhecem PLs, proteinas ligadoras (ou
cofatores - B2GPI, anexina e protrombina), ou ambos associados (GHARAVI et al.,
1987). Variam em especificidade, isotipo, subclasse, titulo e mecanismo de acao
(GHARAVI et al., 1987; LEVINE; BRANCH; RAUCH, 2002).

Estdo relacionados a um estado de hipercoagulabilidade denominado de
Sindrome de Anticorpos Antifosfolipides (SAF), que pode ser classificada em SAF
primaria, sem nenhuma outra evidéncia de doenca autoimune, e SAF secundaria,
presente em pacientes com LES. E uma condic&o clinica representada por trombose
venosa e/ou arterial, morbidade obstétrica recorrente e trombocitopenia (GEZER,
2003; WILSON et al., 1999). Todavia, o mecanismo exato pelo qual os anticorpos
aPLs promovem trombose nao esta completamente elucidado.

Sabe-se atualmente que anticorpos aPLs gerados nas doencgas autoimunes, e
relacionados aos eventos tromboembodlicos, antes considerados como aCL, s&o
especificos contra as proteinas plasmaticas que se ligam aos fosfolipidios
(MATSUURA et al., 1992). Diferentemente do que ocorre nas infec¢des, onde os
anticorpos aPLs nado sao especificos. Dentre os cofatores, a B2GPI é considerada
0 mais importante. Por isso, os testes comumente utilizados na rotina laboratorial
para diagnéstico de SAF em doengas autoimunes investigam anticorpos aCL
dependente de B2GPI.

Os anticorpos aPLs que séo especificos para f2GPI ndo a reconhecem livre em
solugdo. Ao invés disso, apos sua ligacao a superficies aniénicas, ocorre uma mudanca
conformacional em sua estrutura que expbe epitopos cripticos, os quais sao
reconhecidos pelos primeiros (HASUNUMA et al., 1997; MATSUURA et al., 1994).
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Segundo o Consenso Internacional para o diagnéstico de SAF, fazem parte dos
critérios laboratoriais os anticorpos das classes 1gG e IgM aCL, o anticoagulante lupico
(LAC) e mais recentemente, tem sido incluido os anticorpos aB2GPI (MIYAKIS et al.,
2006; WILSON et al., 1999). Embora alguns pesquisadores contestem esta Diretriz
mostrando que nao existem diferencgas significativas na ligagéo entre aPLs a cardiolipina
ou a outros PLs carregados negativamente (GHARAVI et al., 1987), os autores da
mesma justificam esta restricdo pela inexisténcia de padronizagéo internacional para os
métodos de deteccdo destes aPLs e diferentes isotipos de anticorpos como a IgA
(MIYAKIS et al., 2006; WILSON et al., 1999). Além disso, mesmo sendo frequentes na
populacdo, os anticorpos aFS, antifosfatidilinositol, aPTR e anticomplexo
fosfatidilserina/protrombina ndo s&o especificos para SAF e as suas associagbes com
eventos trombéticos ainda ndo sao conclusivas (MIYAKIS et al., 2006).

Anticorpos a-ANX |, Il V e IX também tém sido identificados em doencas
reumaticas autoimunes, mas o seu papel clinico e as possiveis correlagdes clinicas
ainda permanecem controversas. Autoanticorpos a-ANX | foram associados com LES,
lipus eritematoso cuténeo e artrite reumatoide (GOULDING et al., 1989; KRETZ et al.,
2010). Anticorpos a-ANX Il e V interferem na ligacdo da anexina com fosfolipidios de
membranas contribuindo para ocorréncia de trombose e perda fetal em pacientes com
LES ou SAF (CESARMAN-MAUS et al., 2006; MATSUDA et al., 1994; SALLE et al,,
2008). Além disso, acredita-se que a anexina |l pode mediar a ligacdo da B2GPI a
superficie endotelial, desempenhando um papel importante na ativacao destas células
através dos anticorpos aB2GPI (MA et al., 2000). No entanto, nenhuma associagéo

definitiva foi encontrada entre estes anticorpos e caracteristicas clinicas e sorologicas.

2.4.1 Anticorpos antifosfolipides na aterogénese

As doencas autoimunes sistémicas cursam com inflamagéo vascular crbnica e
estresse oxidativo aumentado. Pacientes com tais desordens, por sua vez, exibem
elevada morbimortalidade cardiovascular, o que sugere um papel da autoimunidade
na aterogénese (FROSTEGARD et al., 2005; SHERER; SHOENFELD, 2006).

Aterosclerose acelerada tem sido detectada em pacientes com doencgas

autoimunes mesmo na auséncia de outros fatores de risco (HARRIS et al., 1983). O
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primeiro relato de titulos aumentados de aPLs em individuos com IAM foi reportado
por Hamsten e colegas (1986). Eles encontraram niveis elevados de autoanticorpos
aCL em vinte e um por cento (21%) dos pacientes, os quais também apresentaram
uma taxa maior de acidentes cardiacos subsequentes.

Vaarala e colaboradores (1995) verificaram em coorte prospectiva de 4081
pacientes, que a soropositividade em altos titulos para aCL era um fator de risco
independente de IAM ou morte. Ja em outro estudo, multicéntrico prospectivo
envolvendo 1000 pacientes com SAF, foi observado que um quarto deles
apresentou eventos aterotrombéticos (IAM, AVC) e um terco os desenvolveu durante
a evolugao da doencga (CERVERA et al., 2002).

As primeiras evidéncias da associagao entre lipoproteinas e aPLs na
aterogénese vém também dos estudos de Vaarala e colaboradores (1993) em
individuos com LES. Foi observada importante prevaléncia de anticorpos aCL e 80%
de positividade para anticorpos aLDLox. Observou-se ainda que estes primeiros
poderiam reagir cruzadamente com LDLox inibindo a reacdo do anticorpo com a
cardiolipina, evidenciando um possivel papel destas imunoglobulinas na
imunopatogenia da aterogénese.

Outros grupos continuaram buscando avaliar a participagdo de aPLs na
aterosclerose, tendo encontrado associacao de anticorpos aCL com alguns tipos de
acidentes cardiovasculares como IAM (BILI et al.,, 2000; MATTILA et al., 1989;
VAARALA et al., 1995; ZUCKERMAN et al., 1996) e AVC (BREY et al., 2001;
TUHRIM et al., 1999). Entretanto, existem trabalhos com resultados conflitantes na
literatura (AHMED et al., 2000; MUIR et al., 1994; SLETNES et al., 1992).

2.4.2 Complexos LDLox/B2GPI e anticorpos antiLDLox/B2GPI

Um grupo de pesquisadores demonstrou a formacdo de complexos entre
B2GPI e LDLox in vitro (KOBAYASHI et al., 2003; MATSUURA et al., 2006). Assim
como George e colaboradores (1999) evidenciaram a colocalizagcdo destes dois
elementos na placa aterosclerética junto com linfécitos imunorreativos.

A B2GPI também é imunogénica, tendo sido observado que a imunizagédo de

camundongos deficientes para receptor de LDL com B2GPI induz o processo
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aterosclerotico, enquanto a administragao oral desta proteina nestes animais previne
a aterosclerose (GEORGE et al., 1999; HARATS; GEORGE, 2001).

Inicialmente, a LDLox interage, in vitro, com a B2GP| através de forgcas
eletrostaticas fracas entre o grupo w-carboxil e os residuos de lisina presentes na
segunda. Posteriormente, durante a sua permanéncia no plasma em pH normal, a
ligacado entre as duas torna-se mais estavel através da formagcdo de uma base de
Shiff (Figura 1A) (MATSUURA et al., 2005).

Especula-se que estes complexos estaveis de LDLox/B2GPI desempenhem
funcdo antioxidante por impedir as acbes deletérias da lipoproteina modificada
(KOBAYASHI et al., 2003; MATSUURA et al., 2010). Além disso, tém sido
encontrados em portadores de doencas autoimunes (LOPEZ et al., 2005), doencas
inflamatérias crénicas como no diabete, e ainda em pacientes com I|AM
(HASUNUMA et al., 1997; KOBAYASHI et al., 2003).

Desta forma, a reatividade cruzada, in vitro, entre aPLs (VAARALA et al., 1993)
e LDLox, a imunolocalizagédo da B2GPI na placa aterosclerética (GEORGE et al.,
1999) e a sua interagcédo com LDLox (KOBAYASHI et al., 2003) associam fortemente
0s primeiros, em especial os anticorpos a2GPI, com a aterogénese.

Um novo mecanismo de formacgéo de células espumosas foi proposto a partir da
interacao entre o complexo LDLox/B2GPI com imunoglobulinas que reagem contra ele,
como podemos observar na Figura 1B. Estudos in vitro mostraram que este
imunocomplexo promove a expressao de receptores scavenger e Fcy nos macréfagos,
contribuindo para o acumulo de LDL intracelular e consequentemente, participando na
progressdo da placa aterosclerética (KAJIWARA; YASUDA; MATSUURA, 2007,
KOBAYASHI et al., 2001, 2007; LIU et al., 2002; YAMAGUCHI et al., 2001).

Ademais, anticorpos ap2GPl podem promover a ligagao desta proteina da
coagulagao a células endoteliais e contribuir para a aderéncia de mondcitos ao
endotélio através da estimulacdo de moléculas de adesao, selectinas, VCAM-1 e
ICAM-1, favorecendo o inicio da aterogénese (DEL PAPA et al., 1995; SIMANTOV
et al., 1995).
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Figura 1 — Esquema de formagao da célula espumosa a partir do imunocomplexo
anticorpo-LDLox/B2GPI. (A) Formagao do complexo LDLox/B2GPI a partir
da interagdo entre as fungées carboxila e residuos de lisina da B2GPI com
LDLox. (B) Mecanismo de formagéao da célula espumosa a partir da
interacdo dos imunocomplexos formados entre anticorpo e LDLox/B2GPI
com os receptores de Fc presentes no macrofago.
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3. PACIENTES, MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES

Foram selecionados 150 individuos maiores de 18 anos, 79 do sexo masculino
e 71 do feminino, atendidos no Servico de Cardiologia do Hospital Ana Nery (HAN)
do Complexo Hospitalar Professor Edgar Santos (HUPES) da Universidade Federal
da Bahia, para inscricdo no programa de medicamentos de alto custo para uso de
atorvastatina.

A populacdo de estudo foi composta de individuos dislipidémicos, todos
usuarios de sinvastatina, em transicdo para atorvastatina, com diagnostico ou risco
de DCV comprovada por alteragdes eletrocardiograficas, angiocoronariografia e/ou
testes laboratoriais. A avaliacéo clinica dos pacientes foi realizada pela equipe
médica coordenada pelo Professor Dr. Roque Aras. O grupo controle foi formado por
60 doadores sadios de banco de sangue de Salvador, 30 homens e 30 mulheres,
sem indicadores laboratoriais ou histéria clinica de DCV.

Os dados historicos, clinicos e demograficos foram obtidos através de
entrevistas e busca em prontuarios médicos. As caracteristicas de risco
consideradas foram idade, sexo, etnia, histérico familiar de DCV, sedentarismo,
hipertensdo, tabagismo, DAC, DM e dislipidemia. Os critérios de exclusdo foram
gestantes, individuos portadores de doencas autoimunes sistémicas, neoplasias e
sem histéria de infecgbes bacterianas, virais e parasitarias.

Todos foram previamente informados sobre a pesquisa e tiveram sua
participacdo confirmada ap6s assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Maternidade Climério de Oliveira do Complexo Hospitalar Professor Edgard Santos
da Universidade Federal da Bahia (CEP/COM/UFBA).

3.2 DETERMINACOES LABORATORIAIS

As amostras sanguineas foram obtidas em tubo seco, sem anticoagulante, pela

manha apds jejum de 12 horas. A seguir, foram centrifugadas imediatamente para
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obtencéo do soro e separagao de aliquotas. Estas foram estocadas em freezer a -
70°C para a realizacédo de enzimaimunoensaios ou utilizadas para as demais

determinagdes bioquimicas.

3.2.1 Imunoensaios para detecg¢ao dos autoanticorpos

Os anticorpos aPLs (aCL, ap2GPI, a-ANX, aFS e aPTR) foram determinados
por Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) indireto, usando conjuntos
diagndsticos comerciais (INOVA Diagnostics, Inc., San Diego, CA, USA, Quanta
Lite™ Microwell ELISA; e ORGENTEC Diagnostika GmbH, Alemanha). As
determinacgdes foram realizadas em analisador automatizado BRIO® (“Basic Radim
Immunoassay Operator”, Italia).

As amostras foram submetidas primeiramente a ensaios de triagem para
pesquisa de anticorpos aCL e aB2GPIl e, posteriormente, apresentando valores
acima dos pontos de corte (cut-offs) previamente estabelecidos pelos fabricantes
dos reagentes (20 U/mL para aCL e 10 U/mL para aB2GPl), foram determinados os
isotipos A, G e M especificos para cada um dos antigenos. Para os anticorpos a-
ANX, aPTR e aFS foram pesquisados somente os isotipos G e M.

Resumidamente, microplacas de poliestireno sensibilizadas com cardiolipina,
B2GPI, anexina V, fosfatidilserina ou protrombina foram incubadas com 100 yL do
soro do paciente diluido 1:100, por 30 minutos a 22° — 25°C. Em seguida, as
microplacas foram lavadas trés vezes com salina tampéo fosfato (PBS) e depois
incubadas com 100 yL de anticorpo anti-IgA, IgG ou IgM humana conjugado com
peroxidase durante 15 minutos. Posteriormente, seguiu-se o mesmo procedimento
de lavagem para adicdo de 100 pL do substrato cromogénico, peroxido de
hidrogénio mais tetrametilbenzidina (TMB), por mais 15 minutos no escuro a 22° -
25°C. Por fim, foi adicionada solugédo de parada, acido sulfurico 0,344 M, e as
absorvancias lidas a 450 e 620 nm em leitora de ELISA. As concentracdes dos
anticorpos foram calculadas a partir da medida da intensidade de cor de padrdes de
concentragédo conhecida (curva padréo).

Os titulos de aCL e aFS foram reportados como unidades fosfolipidicas de IgA
(APL), IgG (GPL) e IgM (MPL) e para anticorpos af2GPI, a-ANX e aPTR, os titulos
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foram reportados como unidades padrao de IgA (SAU), IgG (SGU) e IgM (SMU). No
ensaio de aCL foram consideradas positivas as amostras com titulos acima ou iguais
a 10 APL ou GPL e 7 MPL e para aFS foram consideradas positivas as amostras
acima ou iguais a 10 GPL ou MPL. Nos demais ensaios foram consideradas
positivas amostras acima ou iguais a 8 SGU, SMU ou SAU para aB2GPI, 8 SGU
SMU para a-ANX e acima ou iguas a 10 SGU ou SMU para aPTR.

3.2.2 Outras determinacgodes

O perfil lipidico foi definido pelas determina¢des bioquimicas de colesterol total
(CT), colesterol ligado a HDL ou HDL-colesterol (HDL-C), triglicérides (TG) e do
colesterol ligado a LDL ou LDL-colesterol (LDL-C). As concentragdes séricas do CT,
HDL-C e TG foram determinadas em analisador bioquimico automatizado LABMAX
240 (Labtest Diagnostica S.A, Brasil).

As determinagcbes de CT e TG foram realizadas através do método
colorimétrico enzimatico de Trinder, cuja reacdo é de ponto final. A obtencdo dos
niveis de HDL-C foram mensurados através da precipitagcéo seletiva de lipoproteinas
de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL) com acido fosfotungstico e cloreto
de magnésio. O LDL-C foi calculado pela equacédo de Friedewald (LDL-C = CT -
HDL-C - TG/5), onde TG/5 representa o colesterol ligado a VLDL para
concentracdes de TG de até 400 mg/dL.

Os niveis séricos das apolipoproteinas A1 (Apo-A) e B-100 (Apo-B) foram
determinados por imunonefelometria uilizando sistema automatizado IMMAGE®
(Beckman Coulter, USA). Foram considerados como valores de referéncia para
homens niveis de Apo-A de 90 a 170 mg/dL e para as mulheres de 107 a 214
mg/dL. Ja os valores de Apo-B considerados normais foram para homens de 56 a
162 mg/dL e mulheres de 51 a 171 mg/dL.

Os niveis séricos da PCR foram determinados através de sistema
automatizado de imunonefelometria, o IMMAGE® (Beckman Coulter, USA). As
amostras com concentracées menores que 1 mg/L foram reavaliadas utilizando
metodologia ultrassensivel. Valores de PCR menores que 3 mg/L foram

considerados normais.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo das variaveis continuas foi analisada pelo teste de D’Agostino-
Pearson e a depender da mesma, os resultados foram expressos em média +
desvio-padrao (DP) ou mediana e intervalo interquartil Q1-Q3 (percentil 25% —
percentil 75%). A diferenca entre as medianas de dois grupos foi determinada pelo
teste de Mann-Whitney e entre médias através do teste t de Student ndo pareado
com correcao de Welch. O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar a
associacdo entre grupos categodricos. Foram considerados estatisticamente
significativos os resultados das analises com o nivel de significancia de 5% (P<0.05).
As analises estatisticas foram realizadas com o programa Prism versdo 5.0
(GraphPad Software Inc., USA).
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO AMOSTRAL

Participaram deste estudo 150 pacientes (79 homens e 71 mulheres)
dislipidémicos com idade média de 60 +9 anos (59 8 para homens e 61 £10 para
mulheres, P= 0,093), variando de 30 a 85 anos e um grupo controle de 60 individuos
cuja média de idade foi significativamente inferior a dos pacientes (P<0,0001), 3449
anos com idade minima de 18 e maxima de 54 anos. No grupo controle, as médias
de idade também n&o diferiram entre os géneros (33110 anos para homens, 3419
anos para mulheres, P= 0,602).

Noventa e sete (65%) dos 150 pacientes tiveram DAC comprovada por
angiocoronariografia, 53 (35%) possuiam alteragcdes no eletrocardiograma, 13 (9%)
apresentavam ecocardiograma anormal, 24 (16%) com cintilografia anormal, 25
(17%) tiveram alteracdes no teste ergométrico, dois (1%) foram diagnosticados
através de tomografia computadorizada e ressonancia magnética. Dentre os eventos
cardiovasculares diagnosticados estao IAM em 64/150 (43%) dos pacientes, angina
em 57/150 (38%), AVC em 21/150 (14%), insuficiéncia cardiaca (IC) em 10/150 (7%)
e doenca arterial periférica (DAP) em 7/150 (5%). As caracteristicas clinicas e de

risco apresentadas por esta populagdo amostral encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes.

Masculino Feminino Total
(n=179) (n=71) (n =150)

Idade 59+8 61+ 10 609
Hipertensao 66 (83%) 62 (87%) 128 (85%)
Hist. familiar de DCV 50 (63%) 49 (69%) 98 (66%)
Sedentarismo 37 (47%) 36 (51%) 74 (49%)
Diabetes 24 (30%) 26 (37%) 50 (33%)
Obesidade 7 (9%) 10 (14%) 17 (11%)

Tabagismo 4 (5%) 1 (1%) 5 (3%)
Hist. tabagismo 30 (38%) 14 (20%) 44 (29%)

Idade expressa em média * desvio-padrdo; Demais dados expressos em numeros de
individuos (%); n=numero de individuos.
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4.2 ANALISE DOS DADOS LABORATORIAIS

4.2.1 Perfil lipidico e outras determinagdes

O perfil lipidico dos pacientes e controles, representado pelas medianas e
intervalo interquartil (IQR) do CT e fragdes, TG, Apo-A e Apo-B pode ser observado
na Tabela 2. Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre
as medianas do perfil lipidico de pacientes e controles, exceto para os niveis séricos
de HDL-C (40 e 45 mg/dL respectivamente; P= 0,001) e Apo-B (86 e 82 mg/dL
respectivamente; P= 0,006). Quando estes dois grupos foram comparados de acordo
com o género, observamos diferengas entre as medianas de CT e LDL-C no sexo
masculino, sendo superiores nos controles, e HDL-C e Apo-B no feminino (Tabela 3).
Para estes dois ultimos parametros no género feminino, o grupo controle exibiu
medianas de HDL-C maiores que das pacientes e inferiores para os niveis séricos de
apo-B. As medianas de todos os parametros do perfil lipidico diferiram entre pacientes
homens e mulheres, sendo superiores neste ultimo género: CT (P=0,001), LDL-C
(P<0,001), HDL-C (P=0,001), TG (P=0,026), Apo-A (P=0,001) e Apo-B (P=0,002).

Tabela 2 - Perfil lipidico de pacientes e controles.

Pacientes Controles P Valores de
(n=150) (n=60) Referéncia
176 191
0,217
CT (mg/dL) (137-220) (157-277) <200
96 108
] 0,399
LDL-C (mg/dL) (©7-134) (&1-126) <160
40 45 * =50 mulheres
] 0,001
HDL-C (mg/dL) (34-51) (40-59) > 40 homens
166 138
0,100
TG (mg/dL) (124-219) (100-196) <150
139 144 107-214 mulheres
] 0,476
Apo-A (mg/dL) (125-161) (129-169) 90-170 homens
86 82 * 51-171 mulheres
] 0,006
Apo-B (mg/dL) (64-106) (67-96) 56 -162 homens

Valores representados por mediana e IQR (percentil 25% - percentil 75%); n=numero de
individuos; CT=colesterol total; LDL-C=colesterol de LDL; HDL-C=colesterol de HDL;
TG=triglicérides; Apo-A=apolipoproteina A; Apo-B=apolipoproteina B; * P<0,05.
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Tabela 3 - Perfil lipidico de pacientes e controles de acordo com o género.

Masculino Feminino
Pacientes Controles n Pacientes Controles P
(n=79) (n=30) (n=71) (n=30)
167 190 . 193 196
CT(mg/dL) — 129.191) (162:212) 90207  (154.243) (151215 0528
LDL-C (mg/dL) 83 108 0,014* 122 105 0,191

(58-112)  (84-120) (74-159)  (79-128)
37 41 45 55

HDL-C (mofdL) 5344  (3449) 012 (37.85)  (4464) 000¥
182 159 145 126

TG (maldL)  (144240) (105243) 990  (110-197)  (93-170) ©06@
134 129 149 157

Apo-A(mgldL) 119 450y  (112-145) 0939 (131-165) (138-173) 9209

Apo-B (mg/dL) 7 75 0,828 94 82 0,035*

(59-96) (66-90) (70-115)  (65-99)

Valores representados por mediana e IQR (percentil 25% - percentil 75%); Teste de Mann-
Whitney; n=numero de individuos; CT=colesterol total; LDL-C=colesterol de LDL; HDL-
C=colesterol de HDL; TG=triglicérides; Apo-A=apolipoproteina A; Apo-B=apolipoproteina B;
* P<0,05.

Considerando os valores ideais do perfil lipidico preconizado pela IV Diretriz
Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose (2007), praticamente
todos os pacientes (147/97%) apresentaram LDL-C > 70 mg/dL e/ou HDL-C < 40
mg/dL para homens e < 50 mg/dL para mulheres e/ou TG > 150 mg/dL. Estas

anormalidades lipidicas individuais e combinadas estdo mostradas na Figura 2.
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Figura 2 — Anormalidades lipidicas individuais e combinadas nos pacientes. Metas
lipidicas estabelecidas pela IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e
Prevencgao da Aterosclerose. LDL-C=colesterol de LDL; HDL-C=colesterol
de HDL; TG=triglicédides.
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Foram também determinados os valores séricos de PCR em pacientes e
controles, mas né&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre as
duas medianas que foram, respectivamente, 3 mg/dL (IQR: 1-6 mg/dL) e 2 mg/dL
(IQR: 2-4 mg/dL, P=0,394). Entretanto, da mesma maneira que as determinac¢des do
perfil lipidico, houve diferenga entre pacientes homens (2 mg/dL, IQR: 1-5 mg/dL) e
mulheres (3 mg/dL, IQR: 2-6 mg/dL), P=0,0083, e também entre controles (2,2
mg/dL, IQR: 1,5-3) e pacientes do sexo masculino (2,3 mg/dL, IQR: 1,1-5), P=0,008.

4.2.2 Anticorpos antifosfolipides (aPLs)

Nos ensaios imunoenzimaticos de determinagéo de aPLs, vinte e quatro (16%)
dos 150 pacientes foram soropositivos para IgA aB2GPI, dois (1%) para IgM aB2GPI
e um (<1%) para IgG ap2GPIl. Para os demais anticorpos, apenas um (<1%)
paciente foi soropositivo para IgM aCL, dois (1%) para IgM aPTR, quatro (3%) para
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IgG aPTR, dois (1%) para IgG a-ANX, sete (5%) para IgM a-ANX e nenhum tinha

anticorpos aPS. A soroprevaléncia dos aPLs de pacientes e controles pode ser
observada na Figura 3.

Figura 3 — Soroprevaléncia de anticorpos antifosfolipides (aPLs) em pacientes e
controles; aCL=anticardiolipina; aB2GPIl=antif2GPIl; a-ANX=antianexina;
aPTR=antiprotrombina; aFS=antifosfatidilserina.
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As maiores frequéncias de positividade foram de anticorpos ap2GPIl e a-ANX.

No entanto, quando comparadas com os controles n&o exibiram diferencas
estatisticamente significativas (Tabela 4).

Tabela 4 — Diferengas entre os titulos de anticorpos af32GPI e a-ANX de pacientes e
controles soropositivos para ambos aPLs.

Pacientes Controles P
IgA aB2GPI 12 (10-43) 19 (14-66) 0,433"
IgG a-ANX 2125 16 3,5 0,365*
IgM a-ANX 10+0,8 11+0,7 0,705%

Valores representados por mediana e IQR (percentil 25% - percentil 75%) ou média +desvio-padréo;

T Teste de Mann-Whitney; T Teste t de Student n&o pareado; ap2GPIl=anticorpo antif2GPI; a-ANX=
anticorpo antianexina.

Nao foram encontradas diferencas entre as medianas do perfil lipidico em

pacientes soropositivos para IgA ap2GPl quando comparados com pacientes
soronegativos para este anticorpo (Tabela 5).
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Tabela 5 — Diferengas entre as medianas do perfil lipidico de pacientes soropositivos e
soronegativos para IgA ap2GPI.

ANALITO IgA aB2GPI n IgA aB2GPI p P
CT (mg/dL) 176 (134 — 215,3) 192 (149,5 — 193) 0,344
LDL-C (mg/dL) 92,4 (66,9 — 132) 110,8 (58,6 — 160,8) 0,481
HDL-C (mg/dL) 39,5 (33 — 49,5) 41,5 (37,2 -54,7) 0,119
TG (mg/dL) 164,5 (123,8 — 219) 181,5 (124,5 — 256) 0,628
APO-A (mg/dL) 137 (124 — 161,5) 148,5 (132,5 — 157) 0,216
APO-B (mg/dL) 86,5 (64,5 — 105) 82,9 (62,6 -115,5) 0,897

Valores representados por mediana e IQR (percentil 25% - percentil 75%); Teste de Mann-Whitney;
IgA a2GPI n = soronegativos para IgA ap2GPI; IgA aB2GPI p = soropositivos para IgA af2GPI.

A avaliagdo da possivel associacédo da soropositividade de anticorpos IgA
aB2GPI com as manifestagdes clinicas de DCVs (IAM, AVC, angina e DAP) e com
fatores de risco para estas doencgas apresentadas por este grupo de pacientes,
revelou uma unica e importante associagdo com historia clinica de AVC nestes
individuos (Figura 4).

Figura 4 — Associacgao entre histoéria de AVC e soropositividade para IgA aB2GPI;
Teste exato de Fisher; IgA a-B2GPI - = soronegativos para IgA anti32
glicoproteina I; IgA a-B2GPI + = soropositivos para IgA antif2 glicoproteina
I; AVC neg = pacientes sem histéria de AVC; AVC pos = pacientes com
histéria clinica de AVC.

P=0.047

15017
Bl AVC neg

B AVC pos
1004

N° de casos

IgA a-3 2GPI - IgA a-3 2GPI +
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5. DISCUSSAO

O presente estudo caso-controle avaliou a soropositividade de anticorpos
antifosfolipides em 150 individuos atendidos em um servico publico de cardiologia
de Salvador, usuarios de sinvastatina em transicdo para atorvastatina, tendo como
referéncia 60 individuos controles sadios doadores de banco de sangue.
Adicionalmente, investigou-se a associagcao entre a presenca destes anticorpos com
0s achados clinicos dos pacientes.

A média de idade no grupo caso foi semelhante a de outros estudos, também
com individuos sob alto risco cardiovascular, histéria de doenca cardiovascular e
usuarios de estatina (GONZALEZ-JUANATEY et al., 2010; MOREIRA et al., 2006;
ROSENDO et al., 2010). Entre pacientes e controles a média da idade foi diferente,
tendo sido maior nos primeiros (609 anos e 3919 anos, respectivamente), resultado
ja esperado por se tratar de doadores de sangue.

Considerando a média de idade por género no grupo caso, néo foi encontrada
diferenca estatistica (5948 anos para homens e 61110 anos para mulheres). No
entanto, sabe-se que nos homens a aterosclerose tende a manifestar-se mais cedo,
por volta dos 55 anos, e nas mulheres mais tarde, aos 65 anos, devido a protegéo
pelos estrogenos (GRUNDY et al., 1999).

No presente estudo, a procura pelo Centro de Referéncia em DCV para
inscricdo no Programa de Medicamentos de Alto Custo foi ligeiramente maior para o
género masculino (79/53%) que para o feminino (71/47%), e neste ultimo grupo a
idade foi superior (61 +10 e 59 18). Resultado semelhante foi encontrado numa
populagdo espanhola recentemente estudada (GONZALEZ-JUANATEY et al., 2011).

As doencas cardiovasculares sao desordens de origem multifatorial, mas os
fatores de risco que contribuem para a sua ocorréncia sdo bem estabelecidos. Um
trabalho de revisdo sobre estudos de prevaléncia dos fatores de risco para
hipertenséo arterial verificou que as taxas de obesidade no Pais variaram de 7,9% a
20,8%, a prevaléncia geral de diabete melito foi de 2,3% a 36,2%, a de tabagismo
ficou em torno de 20% a 30% e mais de dois tergos dos individuos das populagdes

estudadas nao praticavam atividades fisicas regulares de forma adequada,
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principalmente as mulheres (BLOCH; RODRIGUES; FISZMAN, 2006). Observou-se
na populagdo amostral do presente estudo uma frequéncia de hipertensao arterial
sistémica de 85% (128), historia familiar de DCV de 66% (98), 33% (50) de diabete
melito, 11% (17) de individuos obesos, além de relatos de sedentarismo (74/49%) e
tabagismo (5/3%).

Um estudo baseado no banco de dados do Projeto de Monitoramento das
Doencas Cardiovasculares e do Diabete Melito (MONIT) realizado em Salvador-
Bahia de 1999 a 2000 mostrou uma prevaléncia total de HAS de 29,9%, sendo
31,7% em mulheres e 27,4% nos homens (LESSA et al., 2006). Outro trabalho
avaliou a frequéncia de fatores de risco cardiovasculares em 160 individuos de uma
comunidade rural da Bahia, relatando que 36,5% da populagao apresentaram HAS,
4% tinham diabete e obesidade abdominal foi observada em 41,3%, sendo 57,7%
em mulheres. Além disso, ndo foi observado alto percentual de sedentarismo, devido
a frequéncia de atividade fisica de alto gasto cal6rico realizada por 56,5% da
populacéo (MATOS; LADEIA, 2003). Deve-se considerar, no entanto, as diferencas
entre as duas populagcdes estudadas uma urbana e a outra rural e suas
caracteristicas demograficas, sociais, e de risco.

No periodo de 2006 a 2008 em Salvador foi verificado um percentual de 9,5 a
11,5% de fumantes na populagéo, sendo que a frequéncia de adultos ex-fumantes
foi maior no género masculino (SALVADOR, 2010). O numero de fumantes no
presente estudo foi bastante reduzido, porém, a taxa de ex-fumantes foi elevada
(44/29%), sugerindo a participacdo do tabagismo na etiologia das desordens
cardiovasculares apresentadas por estes individuos.

As dislipidemias s&o os principais determinantes de risco cardiovascular e ao
avaliar este parametro nestes pacientes, foi observado que os valores do perfil
lipidico, exceto para TG e HDL-C, encontraram-se normais quando comparados aos
valores de referéncia. Entretanto, a IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e
Prevencdo da Aterosclerose (2007) preconiza para individuos com alto risco de
desenvolver doenga cardiovascular aterotromboética e em uso de estatinas niveis
séricos de LDL-C < 70 mg/dL. Praticamente nenhum paciente obteve os niveis ideais
do perfil lipidico. Outros estudos com outras populagdes corroboram com este
resultado, sugerindo que o tratamento desses individuos tem promovido a redugéo

do colesterol a valores normais, mas os limites ideais ndo sao alcangados de acordo
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com as diretrizes estabelecidas para cada populacdo (GONZALEZ-JUANATEY et
al., 2011; MOREIRA et al., 2006; ROSENDO et al., 2010). Desta forma, fica claro
que existem diferencas entre as recomendacdes das diretrizes e a pratica clinica,
devendo-se, pois, intensificar o cuidado aos individuos sob alto risco cardiovascular,
baseando-se ndo somente na reducéo dos niveis de CT ou LDL-C, mas também no
acompanhamento do TG e HDL-C.

Os individuos do grupo controle também apresentaram valores do perfil
lipidico dentro dos limites referenciais, contudo, os homens deste grupo exibiram
medianas de CT e LDL-C mais elevadas que pacientes deste mesmo género. Ja
para o sexo feminino, os controles apresentaram niveis mais elevados de HDL-C e
menores de Apo-B. Todos os parametros do perfil lipidico foram diferentes entre
pacientes do género masculino e feminino. Sabe-se que as estatinas, classe de
farmacos utilizada pelos pacientes, reduzem os niveis de colesterol pela inibicao
da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase, responsavel por sua
sintese (BESTEHORN et al., 1997).

Os niveis séricos da apolipoproteina B refletem o numero de particulas
aterogénicas circulantes, constituindo uma importante ferramenta para avaliacao de
risco (FORTI; DIAMENT, 2007). Neste estudo, os pacientes apresentaram valores
séricos de apo-B dentro dos limites de referéncia, porém, a mediana da
concentracdo de apo-B dos pacientes (86 mg/dL) foi estatisticamente maior que a
dos controles (82 mg/dL). Este fato € coerente com o perfil do grupo caso que é de
risco e mesmo sob tratamento hipolipemiante apresenta maior numero de particulas
aterogénicas que individuos normais.

Entre os marcadores inflamatérios utilizados como preditores de eventos
cardiovasculares em individuos com ou sem histéria de DCV estabelecida, esta a
proteina C reativa, um biomarcador da resposta de fase aguda produzida no figado
durante processos infecciosos ou inflamatorios (BALLANTYNE; NAMBI, 2005). No
presente estudo, os pacientes ndo apresentaram diferengas entre as medianas dos
niveis de PCR em relacédo aos controles (3 e 2 mg/dL, respectivamente), o que
poderia ser justificado pelo uso das estatinas pelos primeiros. Esta classe de
farmacos exibe, além da acdo primaria de reducdo da secregcdo hepatica do
colesterol, efeitos pleiotropicos, cuja atividade anti-inflamatéria & importante
(RIBOLDI; GEROSA; MERONI, et al., 2005).
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A presente investigacao do perfil completo de anticorpos antip2GPI,
anticardiolipina, antianexina, antifosfatidilserina e antiprotrombina, indicou, no geral,
uma baixa frequéncia destas imunoglobulinas na populacdo atendida no Centro de
Referéncia em DCV de Salvador. Porém, uma soroprevaléncia isolada de titulos
aumentados (24/16%) de IgA antiB2GPI foi encontrada no grupo caso.

Anticorpos antifosfolipides tém sido associados com eventos aterotrombéticos,
principalmente com acidentes isquémicos e a recorréncia destes episdédios. As
primeiras evidéncias desta relacdo surgiram a partir de estudos em pacientes com
lUpus eritematoso sistémico, onde foram encontrados titulos aumentados de
anticorpos anticardiolipina associados com trombose venosa e arterial (HARRIS et
al., 1983). Trabalhos posteriores encontraram associagédo com acidentes isquémicos
inclusive em individuos sem manifestagbes autoimunes (BILI et al., 2000; BREY et
al.,, 2001; HAMSTEN, et al.,, 1986; KLEMP et al.,, 1988; MATTILA et al., 1989;
TUHRIM et al., 1999; VAARALA et al., 1995; WU et al., 1997; ZUCKERMAN et al.,
1996). Contudo, existem resultados discordantes na literatura, onde anticorpos
anticardiolipina ndo foram bons preditores de eventos cardiacos isquémicos
(AHMED et al., 2000; ERKKILA et al., 2005; PHADKE et al., 1993; SLETNES et al.,
1992). No entanto, deve-se considerar que estes trabalhos adotaram diferentes
desenhos de estudo e alguns deles utilizaram metodologia n&o padronizada
internacionalmente.

Em nosso estudo, a presenca de anticorpos anticardiolipina foi raramente
detectada. Observou-se somente um (<1%) paciente positivo para IgM aCL, o qual
também apresentou IgA, IgG e IgM aB2GPI; dois (3%) individuos controles foram
soropositivos para IgA aCL e o mesmo foi encontrado para IgM aCL neste grupo.
Achados de outros trabalhos realizados no Brasil em diferentes grupos de doencas:
IAM (RANZOLIN et al., 2004), sindrome metabdlica (BORGES et al.,, 2003) e
acidente vascular cerebral (STAUB et al., 2003), confirmaram nosso resultado. De
maneira similar, a frequéncia de IgA, 1gG e IgM aCL foi bastante baixa ou inexistente
para cada um dos isotipos de anticorpos em cada estudo, ndo exibindo diferencas
entre casos e controles.

Existem muitas evidéncias in vitro sobre a participacdo da B2GPI na
aterosclerose: reatividade cruzada entre anticorpos antifosfolipides e LDLox

(VAARALA et al.,, 1993), cuja importancia na aterogénese é bem estabelecida;



47

imunolocalizagdo da B2GPI na placa aterosclerotica (GEORGE et al.,, 1999);
formacgdo de complexos com LDLox que podem ser fagocitados pelos macréfagos
(KOBAYASHI et al., 2003). Ademais, do elenco de anticorpos antifosfolipides
importantes na associagao com eventos trombéticos, os anticorpos antiB2GPI tem
sido reportado como os mais especificos para doencas autoimunes (MATSUURA et
al., 1992).

Assim como para os anticorpos anticardiolipina, ha muita controvérsia sobre a
participacdo dos anticorpos antiB2GPl nas DCVs. Brey e colaboradores (2001)
avaliaram uma série de individuos que participavam de um estudo prospectivo sobre
doencgas coronarianas e AVC em americanos com descendéncia japonesa (The
Honolulu Heart Program). Eles encontraram uma associagdo positiva entre
anticorpos anticardiolipina dependentes de 2GPI com IAM e AVC isquémico, mas a
frequéncia desses anticorpos foi significante somente com histéria de AVC quando
comparado com os controles. Outro grupo de pesquisadores encontrou uma alta
prevaléncia de IgG antiB2GPl em pacientes portadores de angina com ou sem
histéria prévia de IAM (FARSI et al., 1999).

A ocorréncia de IgG e IgM antiB2GPI nos pacientes deste estudo foi minima,
somente um foi soropositivo para IgG e dois para IgM, sendo que o primeiro
apresentou também positividade para os trés isotipos de anticorpos anti2GPI e IgM
aCL. Embora contradiga aos primeiros trabalhos analisados anteriormente, estes
resultados foram suportados por outros estudos com populagéo brasileira (BORGES
et al., 2003; RANZOLIN et al., 2004; STAUB et al., 2003), finlandesa (VAARALA et
al., 1996) e alema (KAHLES et al., 2005).

Atualmente, anticorpos IgA antiB2GPl tém despertado atencdo de alguns
pesquisadores também por sua associagdo com eventos trombéticos. Verificou-se
elevada frequéncia e titulos desta imunoglobulina em portadores de LES e de SAF
concomitamentemente aos outros isotipos 1gG e IgM (FANOPOULOS et al., 1998).
O consenso internacional para diagnostico de SAF nao inclui anticorpos IgA anti-
B2GPI pela inexisténcia de uma padronizacao internacional para a determinacao dos
mesmos na época em que foi elaborado o documento (WILSON et al., 1999). No
entanto, hoje ja é possivel comparar resultados de diferentes laboratérios pela

disponibilidade de conjuntos diagndsticos bem validados no mercado.
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A soropositividade para anticorpos antifosfolipides nos pacientes investigados
foi representada principalmente por anticorpos IgA antiB2GPl (24/16%). Esta
prevaléncia nao se refletiu em alteracdes no perfil lipidico dos pacientes, ou seja, a
sua participacdo € independente deste ultimo. A analise da associagdo deste
autoanticorpo com IAM, AVC, angina e doenca arterial periférica, achados clinicos
encontrados nestes individuos, guardou uma relagdo exclusiva com historia prévia
de AVC. Esta observacgao esta de acordo com outros trabalhos sugerindo um papel
dos anticorpos IgA antiB2GPI na etiologia do AVC (KAHLES et al., 2005; STAUB et
al., 2003). A possibilidade de que estes anticorpos sejam fatores de risco
independentes de IAM (RANZOLIN et al., 2004), tromboses (SHEN et al., 2008),
DAP (FRANCK et al.,, 2007) e SM (BORGES e., 2011) tem sido proposta por
diferentes grupos.

A soroprevaléncia de IgA antiB2GPI nao diferiu de forma estatisticamente
significativa entre pacientes e controles, contudo, as especificidades das
imunoglobulinas encontradas nos dois grupos podem ser diferentes. Um estudo
desenvolvido com dois grupos de pacientes, um com sindromes isquémicas agudas
e outro com SAF, mostrou um perfil de anticorpos antifosfolipides bastante
semelhante ao nosso, representado por pacientes soronegativos para anticorpos
anticardiolipina e elevada positividade para anticorpos IgA antiB2GPI. A investigacao
do dominio da B2GPI reconhecido pelos anticorpos demonstrou que se tratava de
diferentes regides na molécula da proteina: o dominio 4 era responsavel pela
especificidade dos anticorpos IgA antiB2GPl nos individuos com desordens
ateroscleroticas e o dominio 1 nos pacientes com SAF (IVERSON et al., 2006).

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa em portadores do virus HIV
(GALRAO et al., 2007) e hepatite C na Bahia (ATTA et al., 2008 e 2010), mostraram
também importante prevaléncia de anticorpos IgA antiB2GPI, de forma semelhante
ao relato de outro trabalho envolvendo americanos portadores de LES com
descendéncia africana (CUCURULL et al., 1999). A afrodescedéncia desses
individuos tem sido associada com determinadas caracteristicas clinicas destas
doencas e na resposta terapéutica a diversos medicamentos. Deste modo, tem sido
sugerido que a imunoglobulina IgA desempenhe outros papéis que ndo somente de
protecdo contra agentes infecciosos nas mucosas, mas também de importéncia na

imunopatogenia de eventos ateroscleroticos.
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A hip6tese da participagdo dos anticorpos IgA ap2GPl na patogénese da
aterosclerose, além de ser sugerida pelo numero consideravel de estudos caso-
controle envolvendo um numero significativo de individuos, pode ser explicada pelo
mecanismo de formacgéo de célula espumosa a partir do imunocomplexo formado
pela imunoglobulina e o complexo LDLox/B2GPI. Este ultimo, ap6s ser reconhecido
pelos receptores scavenger nos macrofagos, podem ser apresentados seus
epitopos para linfécitos T, que por sua vez promovem uma resposta humoral
especifica através da participacao de linfoécitos B para produgdo de autoanticorpos
antiLDLox/B2GPI (MATSUURA et al., 2010). Segundo Shen (1992), receptores para
IgA na superficie de fagocitos poderiam capturar complexos de IgA antiLDLox/B2GPI
e causar a formacé&o das células espumosas.

No grupo dos anticorpos antifosfolipides pouco investigados nas DCVs estao
os anticorpos antianexina, antifosfatidilserina e antiprotrombina. A frequéncia destas
imunoglobulinas foi baixa neste estudo, observando-se que somente dois pacientes
foram soropositivos para IgM antiprotrombina (1%), quatro para anticorpos I1gG
contra esta mesma proteina (3%), dois para anticorpos IgG antianexina (1%) e sete
para anticorpos IgM com esta especificidade (5%). Anticorpos antifosfatidilserina ndo
foram encontrados neste estudo.

Titulos elevados de anticorpos antiprotrombina tém sido implicados com o risco
de trombose venosa profunda, embolia pulmonar e IAM em homens de meia-idade
(PALOSUO et al., 1997; VAARALA et al., 1996). Anticorpos a-anexina tém emergido
como novos marcadores de doengas autoimunes, independente da presenca de
anticorpos anticardiolipina e antiB2GPI. Acredita-se que anticorpos a-ANX Il e V
interferem na ligagdo da anexina com fosfolipidios de membrana contribuindo para
ocorréncia de trombose e perda fetal em pacientes com LES ou SAF (KRETZ et al.,
2010; SALLE et al., 2008). Alguns poucos trabalhos tém sugerido a associacao dos
anticorpos antifosfatidilserina com AVC e IAM, a maioria em portadores de LES
(KAHLES et al., 2005; OKUMA; KITAGAWA; TAKAGI, 2010 ). No entanto, estes
estudos ndo sao conclusivos quanto a participagéo destes anticorpos antifosfolipides
com os eventos aterotromboéticos, necessitando de maiores investigagbes em
individuos sem evidéncia de autoimunidade.

A observacéo de que os anticorpos IgA antiB2GPI podem ser provaveis fatores

de risco para trombose deve ser comprovada. Para isto, outras etapas devem sem
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realizadas: caracterizagdo da especificidade do anticorpo, qual dominio da B2GPI é
o alvo em pacientes e controles; e a realizacdo de analises prospectivas através do
acompanhamento do titulo de antifosfolipides em pacientes no momento e apos o
evento aterotrombdtico. Tendo em vista o desenho do estudo, corte transversal, os
resultados aqui apresentados séo significativos e podem contribuir para o melhor
entendimento da imunopatogenia da aterogénese e alguns eventos clinicos

importantes associados a aterosclerose.
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6. CONCLUSOES

Uma baixa prevaléncia de anticorpos antifosfolipides pode ser observada na
populacdo atendida no Centro de Referéncia em DCV de Salvador-Bahia para

inscricdo no Programa de Medicamentos de Alto Custo.

Anticorpos  antifosfolipides com especificidade para cardiolipina, anexina,
fosfatidilserina e protrombina n&o s&o fatores de risco para ocorréncia de eventos
aterotromboticos em individuos sem evidéncias de doencga autoimune na populagéo
estudada. No entanto, uma importante soroprevaléncia de IgA anti2 glicoproteina |
foi encontrada, a qual se associou unicamente com histéria prévia de acidente

vascular cerebral nestes pacientes.

Anticorpos IgA antiB2GPI representam um fator de risco para ocorréncia de
acidentes aterotromboéticos em individuos usuarios de estatina, com histéria de DCV
e presenca de outros fatores de risco para estas doencgas. Este achado é
corroborado por outros estudos em populacgdes distintas e de mesma origem, o que
chama atencéo para a importancia da etnia na prevaléncia, isotipo e significancia

clinica de anticorpos antifosfolipides.
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APENDICES

APENCIDE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Através deste documento, declaro a minha participacdo voluntaria no estudo
Investigagao do perfil de citocinas e quimiocinas envolvidas na imunopatogenia
e regulagao imune da aterosclerose em uma populagdo de Salvador - Bahia
coordenado pelo Dr° Ajax Mercés Atta, Professor Titular de Imunologia Clinica e
Chefe do Laboratério de pesquisa em Imunologia (LAPIM) do Departamento de
Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da Bahia, com
endereco a rua Bardo de Jeremoabo, s/n°, bairro de Ondina (tel.: 71 — 3283-6972, e-
mail: dilda.lapim@ig.com.br), que tem como objetivo investigar os mecanismos
envolvidos na patogénese da doenga obstrutiva coronaria crbnica, vascular cerebral
e/ou renal crénica, da qual sou portador (a). Com essa finalidade, consinto que seja
retirada uma pequena quantidade do meu sangue, equivalente a 25 mililitros, através
de colheita realizada em uma das veias do meu antebraco, para que seja usada nesta
investigacao. Sei, e também fui informado (a) que esta colheita do meu sangue nao
oferece nenhum risco para minha saude, assim como ndo podera causar nenhuma
reacdo adversa futura ao meu organismo. Nesta mesma oportunidade, fui esclarecido
(a), que seréo realizados exames de laboratério no meu sangue cujos resultados
serao apenas conhecidos pela equipe que os realizou e também pela equipe médica
que me acompanha, coordenada pelo Professor Dr. Roque Aras, Chefe do Servigo de
Cardiologia do Hospital Ana Nery do Complexo Hospitalar Hospital Universitario Prof.
Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia, aos quais terei acesso se for minha
vontade, e serdo mantidos em total sigilo, preservando a minha identidade e
privacidade. Além disso, fui também informado (a) que a minha recusa em nao
participar do estudo, ndo causara nenhum prejuizo para minha assisténcia médica e
terapéutica, como também nao receberei nenhum auxilio financeiro por esta minha
atitude de participar da pesquisa. O unico beneficio que terei serd a avaliacao
laboratorial, sem nenhum custo a qual podera ou ndo causar novas condutas clinicas
e/ou tratamentos pela equipe médica responsavel que me acompanha. Finalmente
declaro que sou sabedor que os resultados obtidos neste estudo (de todos os
pacientes juntos, sem que nenhum seja identificado individualmente) seréo publicados
em congressos e revistas médicas, o que permitira significativa contribuicdo cientifica
sobre a imunopatogénese e regulacdo imune da aterosclerose, ajudando outros
pacientes como eu.

Salvador, / /
Nome: RG:

Assinatura:
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APENCIDE B - FORMULARIO DE PESQUISA

SERVICO DE CARDIOLOGIA HOSPITAL ANA NERY
LABORATORIO DE PESQUISA EM IMUNOLOGIA

FACULDADE DE FARMACIA - UFBA
FORMULARIO DE PESQUISA

Paciente n°:
IDENTIFICACAO
NOME:
SEXO: () FEMININO ( ) MASCULINO COR:
DATA DE NASCIMENTO: / / IDADE:
ENDERECO:
NATURALIDADE: TELEFONE:
DIAGNOSTICO
Hipercolesterolemia ( ) Hipertrigliceridemia ( ) Diabetes Mellitus ( )
IAM () Angina ( ) AVC () DAP ( ) DRVA ( )

LUPUS () Doenca da tireéide ( ) HEPATITE C () Anemia Falciforme ( )

FATORES DE RISCO

( ) Hereditariedade
( ) Tabagismo

( ) Obesidade

INFORMACOES COMPLEMENTARES

( ) Diabetes
( ) Sedentarismo

( ) Hipertensao arterial

Anotacbes:
Teste Resultado | Data
Colesterol Tota
SR EXAMES COMPLEMENTARES
LDLC Tipo de Exame Mormal | Anarmal
Triglic erides Eletracardograma
Glicemia Teste B ét
Creatinina ES1E Ergom Etrico
Ui Cintilografia
TGO Cineangiccoronariografia
TGP Doppler de artéria periférica
CPK CT ou RNM de Cranio
Potassio




