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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Sindrome metabolica

A sindrome metabolica (SM) ocupa um consideravel espaco na literatura médica. A
SM representa um conjunto de anormalidades metabolicas ¢ hemodindmicas, atrelada ao
desenvolvimento de dislipidemias, hipertensdo arterial, obesidade, diabetes mellitus tipo 2
(DM2) e doengas cardiovasculares (DCV). Associados ao desenvolvimento da SM estdo os
inadequados habitos de vida, como o sedentarismo e uma ma alimentacdo, predisposicdo
genética e ainda o aumento da expectativa de vida'™.

Em 1988, Raven introduziu o conceito de sindrome X para descrever o conjunto de
anormalidades, mas a sindrome foi descrita pela primeira vez em 1922 e desde entdo surgiram
diversos nomes para caracteriza-la como: quarteto mortal, sindrome X, sindrome metabdlica
hipertensiva, sindrome plurimetabdlica e sindrome de resisténcia a insulina, mas a maioria
dos trabalhos atuais tem adotado o termo sindrome metabélica'*”.

A SM ¢ um grupo de desordens metabodlicas que compde um conjunto de fatores de
risco para aterosclerose, disfuncdo endotelial e ativacao do sistema de coagulacdo que podem
levar a eventos cardiovasculares®. Nestas desordens metabdlicas inclui-se a obesidade
abdominal, intolerancia a glicose/resisténcia a insulina/hiperinsulinemia, hipertensao arterial
sistémica (HAS), dislipidemia aterogénica [aumento dos triglicerideos (TRI) e baixos niveis
da lipoproteina de alta densidade (HDL)Y'.

Além desses critérios utilizados para o diagnéstico da SM, outras alteracdes
metabdlicas podem estar presentes, tais como a diminui¢do do tamanho das particulas de
lipoproteina de baixa densidade (LDL), microalbumintria, sindrome do ovéario policistico,
hiperuricemia, hiperhomocisteinemia e diminui¢io de adiponectina®’. Individuos com essas
caracteristicas geralmente manifestam um estado pro-trombético [elevacdo nas concentragdes
do fibrinogénio e aumento do inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1)] e pro-
inflamatdrio [aumento das citocinas: fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), interleucina (IL)-
6 e aumento da proteina C-reativa (PCR)]IO’H.

A prevaléncia da SM esta estimada entre 20 e 25% da populagdo geral'. Estudos nas

populacdes, mexicana, norte-americana e asiatica, revelam uma diferenca na prevaléncia,

variando de 12 a 28% em homens e de 11 a 41% em mulheres'”. Na populagio americana
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estima-se que 24% dos adultos tenham SM e distribuidos conforme a faixa etaria em, 7% na
dos 20 - 29 anos, 44% dos 60 - 65 anos e 42% nos individuos acima de 69 anos"”.

Os dados de prevaléncia da SM sdo muito preocupantes, ja que a SM ¢é preditora de
diabete mellitus (DM) e DCV; individuos com SM tem risco de 2 a 3 vezes maior de
desenvolver morbidades cardiovasculares. De uma maneira geral a prevaléncia da SM vem
aumentando e est4 associada com a epidemia de obesidade e DM'.

Varios sdo os critérios de diagndsticos empregados nos estudos publicados sobre a
SM, porém, ainda ndo ha um consenso entre eles, sendo os fatores de risco (componentes
adotados para a sua defini¢do) praticamente os mesmos.

Os principais critérios de diagnostico propostos atualmente por alguns paises sdo os
definidos pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) em 1998, pelo European Group for
the Study of Insuline Resistence (EGIR) em 1999'°, pelo National Cholesterol Education
Programme Adult Treatment Panel 11l (NCEP ATP III) em 2001'°, pelo Grupo Latino
Americano da Oficina Internacional de Informacdo em Lipides (ILIB A) em 2002", pelo
American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) em 2005'®, pelo International
Diabetes Federation (IDF) em 2005' ¢ pela American Heart Association/National Heart,
Lung and Blood Institute (AHA/NHLBI) em 2005"". Em 2004 foi feita a padronizagdo de uma
definicdo direcionada a populagdo brasileira pela I Diretrizes Brasileira de Prevencdo e
Tratamento da Sindrome Metabolica (I-DBSM)"2.

Apesar de haver caracteristicas comuns entre as defini¢des, existem parametros
especificos em que elas diferem. As classificacdes da OMS e da EGIR exigem a medida da
resisténcia a insulina (RI) pelo teste oral de tolerdncia a glicose ou hiperglicemia de jejum. A
NCEP ATP III ndo possui um critério de diagnostico obrigatorio e foi utilizado para a
claboragdo de outras defini¢des, como no IDF, na AHA/NHLBI e I-DBSM. A classificacdo
da IDF e ILIB A apresentam a obesidade central como um critério de diagnéstico, enquanto
que a AACE nio inclui esta medida para o diagnéstico®’. As caracteristicas para o diagndstico

da SM dos principais grupos estido resumidas no quadro 1.
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Grupos OMS EGIR NCEP I-DBSM AACE IDF
. L Presenca . N
Diagnostico Rle+2 Rle+2 de3ou  Ter3 dos5 Indica Altera}gao
de SM . fatores de abdominal e
fatores fatores mais fatores .
firmado por: f T1SCo + 2 fatores
atores
HAS em >140/90 >140/90 >130/85 >130/85 >130/85 >130/85
mmHg
TRI em >150 >150 >150 >150 >150 >150
mg/dL
<35 para <40 para <40 para <40para <40 para
HDL em homens e <39 homense homense homense homense
mg/dL <39 para <50 para  <50para <S50 para <50 para
mulheres mulheres  mulheres  mulheres mulheres
Cg[giﬁ/ Cintura Cintura Cintura
d >94cm >102ecm >102 cm
>0,90 para Variaci
Obesidade  homens e para para para IMC >25 ariagad
central >0,85 para homense homense homense ke 2 conforme a
’ >80 cm >88 cm >88 cm etnia
mulheres e
IMC para para para
>30kg/m’ mulheres  mulheres  mulheres
>1100u  >1100u Glicemia
. - A A de jejum >100 ou
Glicose sérica tolerAncia  tolerincia ~110 >100 ou alterada ou DM
em mg/dL apos 2h apos 2h DM ter
>140 >140 N
tolerancia

Quadro 1. Diagnéstico da Sindrome Metabdlica de acordo com diferentes grupos.

Fonte: Scott, M; et al. Diagnosis and Management of the Metabolic Syndrome. An American Heart
Association/National Heart, Lung, and Blood Institute Scientific Statement. Circulation Oct 2005.

IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e Prevengdo da Aterosclerose Departamento de Aterosclerose da
Sociedade Brasileira de Cardiologia. Arg Bras Cardiol. v. 88, Supl I, Abr 2007.

RI: resisténcia a insulina, IMC: indice de massa corporal.

As diferencas nestas definices para a SM sdo baseadas nas controvérsias dos
mecanismos fisiopatologicos, que incluem um aumento da gordura visceral ¢ RI. Portanto
algumas tentativas para identificar uma chave para o mecanismo fisiopatolégico da SM ¢

impedido pela complexa combinagdo dos mecanismos”'.
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1.1.1 Fisiopatologia da sindrome metabdlica

A etiologia da SM ndo esta bem estabelecida, pois uma proposta sugere que a causa
primaria da SM ¢ a resisténcia a insulina (RI), que por sua vez estd correlacionada com a
obesidade abdominal/central/visceral, mas outra proposta sugere que mudancas hormonais
sdo responsaveis pelo desenvolvimento da obesidade™.

Eventos iniciais que provocam as alteragdes observadas na SM parecem estar ligados
ao aumento do consumo caldrico, aumento do tecido adiposo visceral e de acidos graxos
livres, capaz de desencadear o inicio da RI*.

Com o aumento do consumo caldrico, os acidos graxos sdo armazenados e,
ultrapassnado seus limites, ndo conseguem mais entrar nas cé¢lulas adiposas promovendo uma
RI que na tentativa de forcar a entrada de mais acidos graxos. Quando isso ocorre, acidos
graxos acumulam-se no sangue e para controlar a RI e levar os acidos graxos para as células
de gordura, o pancreas produz mais insulina e como resultado os niveis de insulina elevam-se
na corrente sanguinea’".

O aumento de acidos graxos livres pode provocar o aumento de TRI, o que altera o
processo de sinalizag¢do da insulina. Um efeito similar pode ocorrer no figado e no pancreas,
levando ao actimulo de lipidio hepatico e pancreatico, resultando no aumento de enzimas
hepaticas e alteragdes da secrecao de insulina®*’.

Para produzir TRI, o corpo precisa de HDL e LDL. As moléculas de HDL sofrem um
ataque quando o figado recolhe partes suas para produzir o TRI, como resultado, o nivel de
HDL no sangue cai. As moléculas de LDL ficam de menor tamanho, dificultando sua
captagdo do sangue pelo figado, entdo continuam circulando no sangue, podendo fixar-se nas
paredes arteriais®®.

Para completar o quadro, os altos niveis de insulina provocados pela RI fazem a
pressdo arterial subir acima do normal, levando a HAS. Embora ndo esteja claro como isso
exatamente ocorra, sabe-se que aumenta o risco de infarto e de derrame cerebral®.

Durante todo esse processo, os disturbios provocados pela insulina, elevam a glicose
no sangue dando inicio a um processo lento e destrutivo. A combina¢ao entre SM e DM pode
levar a um processo aterogénico e consequentes problemas cardiacos™.

Na segunda proposta da etiologia da SM, alguns hormonios sdo envolvidos. O tecido

adiposo ¢ reconhecido como 6rgdo com multiplas fun¢des e tem um papel central na génese

da RI. Atualmente, sabe-se que o adipocito recebe a influéncia da insulina, do cortisol e das
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catecolaminas, e, como resposta, secreta uma grande variedade de substincias que atuam,
tanto local como sistemicamente, na regulagdo de processos como a fun¢do endotelial,

" . .. . o fee 1
aterogénese, sensibilidade a insulina e regulacdo do balango energético .

1.1.1.1 Papel enddcrino e inflamatério do tecido adiposo

O tecido adiposo secreta varios fatores denominados adipocinas. Dentre elas
podemos citar: TNF-a, IL-6, PCR, resistina, adiponectina e leptina. Estas adipocinas estdo
relacionadas, direta ou indiretamente, a processos que contribuem para a aterosclerose, HAS,
RI, DM2 e dislipidemias, elas representam o elo entre adiposidade, SM e DCV, sendo que na
obesidade a expressdo da maioria das adipocinas aparece elevada, diretamente proporcional
ao maior volume das células adiposasSl.

O TNF-o é uma citocina de ag@o direta no adipocito, promovendo inducdo de
apoptose, inibi¢do da lipogénese, bem como aumento da lipolise, cumprindo um importante
papel regulador no acimulo de gordura no tecido adiposo®".

A IL-6 e o TNF-a, inibem a lipogénese e aumentam a liberacdo de acidos graxos
livres e glicerol, assim como, a expressdo aumentada de IL-6 esta relacionada a supressao de
leptina e estimulagio da produgdo de PCR™.

A PCR ¢ um marcador inflamatério e um fator de risco para doengas DCV. O tecido
adiposo abdominal tem sido considerado preditor de elevadas concentragdes de PCR devido a
significativa expressdo nos depdsitos de gordura abdominal, visceral e subcutineo®".

A resistina que promove a RI pelo aumento da glicogénese hepatica afetando este
tecido rapidamente, tem também uma potente acdo aterogé€nica pelo aumento da expressdo de
moléculas de adesdo em células endoteliais vasculares®'.

A adiponectina que ¢ um hormdnio expresso exclusivamente nos adipocitos
diferenciados, age como fator protetor para DCV, pois seu nivel estd diminuido em pacientes
com obesidade e SM. Ela complica a sensibilidade a insulina pelo aumento da oxidacdo de
acidos graxos devido a captacdo e utilizacdo da glicose no musculo esquelético e tecido
adiposo e reducdo da liberagdo de glicose hepatica, levando ao melhor controle dos niveis

L . . : 31
séricos de glicose, 4acidos graxos livres e TRI™.
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A leptina ¢ um importante regulador do balanco energético, por aumentar a oxidacao
lipidica no musculo esquelético, reduzindo a sintese de TRI a partir de acidos graxos
monoinsaturados no figado®'.

Um possivel elo entre SM e inflamacdo ¢ a RI. A relacdo entre RI e processo
inflamatorio € bidirecional, ou seja, qualquer processo inflamatdrio induz RI, e esta acentua o
processo inflamatorio. A reacdo inflamatdtia induzida pelos fatores de risco da SM e a
resposta imunoldgica associada sdo os principais eventos que conduzem ao processo de
aterogénese provocados pela SM™2.

Em pessoas obesas ocorre excrecdo de citocinas pro-inflamatorias pelos adipécitos, e
os niveis altos de citocinas predispoem o risco de desenvolver SM, logo, quanto maior a
presenga de tecido adiposo, maior a associagdo entre inflamacdo (niveis aumentados de
citocinas pro-inflamatoria) e SM. As citocinas pro-inflamatdrias de maior relevancia neste
caso sdo: IL-6, TNF-o e a IL-18".

Secretada por células endoteliais, células musculares lisas, monocitos, macroéfagos e
pelo tecido adiposo central, a IL-6 pode contribuir para o desenvolvimento da lesdo
aterosclerotica, hiperinsulinemia e SM, sendo mediadora central da resposta inflamatéria de
fase aguda e a principal citocina pro-coagulante, pois determina a producao e a elevagdo das
concentragdes plasmaticas estimuladas pelo figado de fibrinogénio, proteina amildide sérica A
(SAA), e em especial, da PCR*%.

Assim como a IL-6, o TNF-a ¢ mediador central da resposta inflamatéria de fase
aguda, pois também determina a producdo e a elevagdo das concentracdes plasmaticas de
fibrinogénio, SAA, PAI-1 e PCR, produzidos pelos hepatocitos; pode induzir a expressao de
IL-6 no tecido adiposo e promover a expressdo endotelial de moléculas de adesdo celular
(CAM)™.

A 1L-18 induz a secrecdo das citocinas IL-6, TNF-a das moléculas de adesdo
endotelial intracelular-1 (ICAM-1) e das moléculas de adesdo endotelial vascular-1 (VCAM-
1). A IL-18 induz a expressdo de diversas metaloproteinases, que fragilizam a capa fibrosa da
lesdo aterosclerdtica, tornando uma placa vulneravel*”.

As citocinas anti-inflamatdrias mais relevantes sdo a IL-10 e adiponectina.

A IL-10 ¢ produzida por linfocitos B e T, monocitos e macrofagos. Exerce efeito
anti-inflamatdrio no sistema vascular inibindo a interacdo de células endoteliais e leucocitos,
inibe citocinas pro-inflamatérias e a produgdo de citocinas por macrofagos ou linfocitos®.

A adiponectina também esta associada a SM também pela regulacdo de citocinas pro

¢ anti-inflamatorias. Sua agdo anti-inflamatoria e anti-aterogéncia se da pela diminuigdo da
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expressdo de CAM, diminuicdo da quimiotaxia do macrofago para formacdo de células
espumosas e inibicao da sinalizacdo inflamatoria no tecido endotelial. Em pacientes obesos ou
com SM, este hormonio encontra-se diminuido®*2.

Os marcadores de inflamacdo sintetizados por hepatdcitos mais relevantes sdo: PCR,
fibrinogénio e SAA. Ambos sdo sintetizados sob o estimulo das citocinas derivadas de
adipocitos IL-6 e TNF-q.

A PCR ¢ sintetizada pelo figado, regulada pelas citocinas IL-6, ¢ TNF-a, adipdcitos e
tecido arterial. Niveis elevados de PCR aparecem em situagdes inflamatorias cronicas, como
por exemplo, na aterosclerose. Esta envolvida na patogénese da aterosclerose por meio dos
seguintes mecanismos: inibe a transcrigdo da oOxido-nitrico-sintase endotelial nas células
endoteliais, o qual leva a um decréscimo na liberagdo basal de 6xido nitrico; promove a
expressdo de CAM pelas células endoteliais e promove a captagdo de colesterol pelos
macrofagos e estimula os monécitos a produzir IL-6 ¢ TNF-a™2.

O decréscimo na sensibilidade a insulina pode levar ao aumento da expressdo de
PCR pela diminui¢do dos efeitos fisiologicos da insulina (efeitos anti-inflamatorios) na
sintese hepatica de proteinas de fase aguda. Algumas limitacdes devem ser levadas em
consideragdo, pois seus niveis séricos podem elevar-se transitoriamente por duas a trés
semanas depois de uma grande infecgio, trauma ou evento isquémico agudo™.

O aumento do fibrinogénio estd correlacionado aos componentes da SM e pode
predizer risco para DM e DCV, pois promove trombose por meio do aumento de fibrina,
agregacdo plaquetaria e viscosidade plasmatica, e participa da aterosclerose proliferando
células endoteliais e da musculatura lisa vascular’”.

A SAA ¢ uma proteina de fase aguda sintetizada pelos hepatocitos apos estimulo de
IL-6 ¢ TNF-0. Tanto a SAA como a PCR refletem inflamagao sistémica. A SAA ndo somente
tem um efeito direto na aterogénese, como também pode promover a desestabilizacdo da
placa aterosclerdtica, por isso, ¢ um marcador inflamatério que complementa a PCR em
predizer eventos cardiovasculares futuros®>.

Estes marcadores auxiliam o diagndstico da SM, pois estas pessoas se encontram

numa situa¢ao clinica inflamatoria.
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1.2 Aterosclerose e inflamacao

A SM refere-se a varias patologias e fatores de risco associados a eventos
cardiovasculares. Desta forma, talvez a SM seja um apanhado de fatores de risco coronariano
associados. O diagnodstico da SM, a partir dos critérios do NCEP ATP III ou OMS, esta
associado com um maior risco cardiovascular e uma maior prevaléncia de DCV>.

A aterosclerose ¢ reconhecida atualmente como uma doenga inflamatoéria. Elevados
niveis plasmaticos de colesterol, especialmente a LDL, sdo considerados como um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento desta doenga, determinando o aciimulo de
lipidios ao longo da parede das artérias®®. De acordo com relatos da Associagdo Americana de
Cardiologia, a DCV ¢ a principal causa de mortalidade nos Estados Unidos da América
(EUA) e responsavel por mais da metade dos 6bitos em paises desenvolvidos™.

As principais manifestacdes clinicas das DCVs incluem infarto do miocardio, doenca
arterial coronariana, acidente vascular cerebral, doenca arterial periférica e insuficiéncia
cardiaca. Em muitos casos, estes desfechos clinicos resultam da aterosclerose, patologia
progressiva da parede arterial caracterizada por espessamento focal e obstrugdo luminal®*.

Aproximadamente ha 100 anos, foi sugerida uma relac@o entre infeccao e inflamagdo
na aterosclerose. Adicionado aos tradicionais fatores de risco como hipertensdo,
hiperlipidemia, DM, tabagismo, estresse, obesidade e fatores genéticos, a infeccdo cronica
poderia estabelecer um fator de risco adicional para aterosclerose®®. Patogenos como
citomegalovirus, herpes virus simples, Helicobacter pylori, hepatite A e principalmente a
Chlamydia pneumoniae sdo exemplo de agentes patogénicos que podem estar associados com
a aterosclerose’’.

O conhecimento da fisiologia da aterosclerose evoluiu muito nas ultimas décadas.
Atualmente, sabe-se que os mecanismos que culminam com o ateroma envolvem fatores
genéticos, ambientais e a resposta inflamatoria que parece participar de todas as fases da sua
forma(;ﬁo3 840,

A placa aterosclerotica ¢ formada por um nticleo acelular de lipidios e substancias
necrdticas, circundado por células espumosas (macroéfagos que englobaram moléculas de
lipidios). O processo de oxidacdo do LDL foi identificado como um precoce evento pro-
aterogénico que promove a formagio das células espumosas*' ™. A capa externa do ateroma é
composta por células musculares lisas e tecido conjuntivo fibroso®™. A figura 1 mostra a

composi¢do de um ateroma.
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Actmulo de Formagé&o do Formacédo da
macréfagos nicleo necrético capa fibrosa

Figura 1: Placa de ateroma totalmente formado.
Adaptado de Ross R. N Engl J Med. 1999;340:115-26

Os fatores de risco tradicionais para aterosclerose incluem elevados niveis séricos de
colesterol, HAS, DM, obesidade, tabagismo e sedentarismo, que contribuem tanto para o
inicio e progressdo de lesdes ateroscleroticas, quanto para deflagrar uma série de mecanismos
regulatorios e inflamatorios ao longo da parede arterial. A relagdo causal entre colesterol
sanguineo elevado e aterosclerose esta estabelecida.

r

O colesterol que se acumula em macrofagos ¢ originario do LDL circulante*'*.
Contudo, o LDL precisa ser modificado antes de sua captagdo pelos macréfagos e sua
oxidacao representa tal processo34. O LDL oxidado (LDL-0x) ¢ removido da circulagdo pelos
receptores de LDL situados nas células endoteliais e monocitos-macrofagos. Steinberg
(1996), mostra um componente inflamatdrio na aterosclerose envolvendo a desregulacdo da
homeostase do colesterol por interacdo aberrante entre mediadores inflamatérios e elementos
modulados por lipideos™.

O LDL-ox atua como agente quimiotatico pro-inflamatério para macrofagos e
linfocitos T, sendo citotoxico para células endoteliais estimulando a liberagdo de mediadores
pro-inflamatorios™*’. Em adigdo, o LDL-ox tem sido encontrado em lesdes ateroscleroticas

tanto murinas quanto humanas®. A oxidag¢do do LDL pode gerar epitopos imunogénicos

. . 4
capazes de produzir autoanticorpos®’.
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Apoés a ativagdo endotelial pelos fatores de risco, CAM expressas na superficie
endotelial recrutam leucdcitos, monocitos e macroéfagos para a camada intima dos vasos. A
expressdo das CAMs ¢ controlada por IL-1, IL-4, TNF-a e interferon-gama (INF-y), a maioria
sintetizada por macrofagos, linfocitos e pelo proprio endotélio®**~°.

As ICAM-1 e 2 e as VCAM-1, produzidas pelo endotélio, permitem a adesdo e
passagem de células inflamatorias para o interior do vaso; o estresse oxidativo dos
macrofagos que se segue gera a producdo de monocinas que aumentam a resposta
inflamatoéria intravascular’ 2,

Ap6s o estabelecimento das células do sistema imune na camada intima, inicia-se a
captacdo de LDL-ox pelos macréfagos através dos receptores “lixeiros”, que transforma os
macrofagos em células espumosas™. Atualmente, sabe-se que um considerdvel montante do
LDL circulante estd acoplado a molécula de beta2-glicoproteina I (beta2-gpl), um cofator
fosfolipidico de propriedades anticoagulante. Digno de nota, o complexo LDL-ox — beta2-glp
pode ser internalizado no macréfago somente através de anticorpos, e ndo através do receptor
lixeiro®* Recentemente, demonstrou-se que o complexo LDL-ox — beta2-glp pode ser
encontrado na circulago periférica de pacientes com inimeras doengas inflamatorias cronicas
e autoimunes, assim como em alguns pacientes com Sindrome Coronariana Aguda™”.

Sequencialmente, macrofagos sob estresse oxidativo produzem IL-1 e IL-6,
estimulando a migracdo de células musculares lisas da camada média para a intima formando
a capa fibrosa do ateroma. O rompimento da placa aterosclerotica (que gera instabilidade
vascular e estado pro-trombdtico) pode decorrer do acimulo de macréfagos e células T no
nucleo do ateroma, por apoptose das células musculares lisas™~°.

Dentro do contexto de aterosclerose como sindrome autoimune, nosso grupo de
pesquisa da Poés-Graduacdo da PUCRS avaliou, em anos recentes, a associacdo de
autoanticorpos, em particular antifosfolipides e antiproteinas de choque térmico (Hsp), com
doenca aterosclerdtica. Os estudos, de casos-controles, confirmaram uma associagdo entre o
anticorpo de fase aguda (IgA) anti-beta2-gpl e doenga isquémica cerebral, coronaria, doenga
arterial periférica e doenga carotidea®”®.

De importancia, os anticorpos IgA anti-beta2-gpl vistos na doenga aterosclerdtica
tém como alvo o dominio 4 da molécula de beta2-gpl, diferentemente do que ocorre na
sindrome antifosfolipidica, onde os anticorpos sio dirigidos contra o dominio 1 da molécula®'.

No que diz respeito a autoanticorpos contra Hsp, documentamos associagdo entre presenca de

anticorpos anti-Hsp60 humana e anti-Hsp65 bacteriana com isquemia cerebral agudaéo.
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A disfuncido endotelial é considerada o evento inicial de uma série de doencas de
natureza inflamatoria ou imune, como as vasculites e aterosclerose. O endotélio, como
interface entre os elementos circulantes e os tecidos, apresenta a barreira primordial de
protecdo contra qualquer tipo de agressdo. Em circunstincias de lesdo ou doenca, € sob o
efeito de IL-1 e TNF, as células endoteliais passam ao estado ativado, caracterizado pela
diminui¢do na producdo de trombomodulina e fator tecidual, predispondo a agregacdo
plaquetaria e a coagulagio®.

Quando a superficie endotelial de lesdes ateroscleroticas se torna danificada e
instavel, pode haver a ruptura do ateroma, resultando em oclusdo total do vaso sanguineo e
necrose tecidual, o que ¢ verificado tanto no infarto agudo do miocéardio quanto no acidente
vascular cerebral isquémico como alguns patéogenos também podem estar associados com a
aterosclerose por sua infec¢do e ativagdo do sistema imunologico, justifica a verificacdo do

papel da Chlamydia trachomatis (CT) na aterosclerose.

1.3 Chlamydia trachomatis

A Clamidia, um tipo de bactéria gram-negativa, que ¢ parasita intracelular
obrigatoria de células eucaridticas, amplamente distribuidas no reino animal. Sdo patdégenos
capazes de infectar animais de sangue quente e frio e varios tipos de células®.

Essa bactéria possui restrigdes metabolicas, sendo incapaz de sintetizar trifosfato de
adenosina (ATP) e necessita de fonte externa desta energia®. Por isto ¢ um patogeno
intracelular obrigatério para obter energia®.

Taxonomicamente foram classificados primeiramente na ordem Chlamydiaceae, com
um Unico género Chlamydia e quatro espécies conhecidas: Chlamydia trachomatis,
Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci e Chlamydia pecorum, todas associadas a
doencas humanas, exceto a C. pecorum®. Mas hoje, Stephens, et al (2009) sugerem uma
taxonomia diferenciada, baseada na sequéncia genética, composta por oito espécies:
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia muridarum, Chlamydia
pecorum, Chlamydia felis, Chlamydia psittaci, Chlamydia abortus e Chlamydia caviae®’.

A CT apresenta uma transmissao predominantemente sexual e, no caso de contagio

de recém-nascidos, vertical. Pode causar infeccdes oculares, como tracoma e infeccdes
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urogenitais em homens e mulheres como uretrite ndo gonococica e cervicites
68
mucopurulentas™.

As infec¢des urogenitais na mulher podem causar salpingite, cervicite, uretrite,
endometrite, doenca inflamatéria pélvica, infertilidade e gravidez ectopica. Em mulheres
gravidas a infec¢do pode resultar em aborto espontaneo no primeiro trimestre, natimorto,
ruptura prematura de membranas e parto prematuro. No neonato pode causar conjuntivite de
inclusdo, infeccdes em orofaringe, otite média e pneumonia®. A CT tém sido suspeita de
causar infec¢cdo bronco pulmonar em adultos imunocompetentes, € pneumonia em pacientes
. .1 70,71
imunocomprometidos™" .

Sobre sua sorovariedade ha pelo menos dezenove descritas, sendo L1, L2, L2’, 1.2a,
L2b e L3, responsaveis pelo linfogranuloma venéreo, uma doenca sexualmente transmissivel
(DST) que acomete os linfonodos inguinais’®. As sorovariedades A, B, Ba e C, estdo
relacionados com o tracoma, caracterizado por conjuntivite e cicatrizagdo da coérnea e
conjuntiva; e as D, Da, E, F, G, H, |, Ia, J, Ja e K, relacionam-se com infecgdes de transmissao

. ~ - 7374
sexual e infec¢des perinatais™ ™.

Recentemente foram identificados trés novos genotipos a partir de uma cepa de
referéncia da sorovariedade Ba, classificados como Bal, Ba2 e Ba3. Os autores sugerem que
as mutacdes apresentadas pela Ba, pode interferir no tropismo tecidual da bactéria e mediar a
invasdo de outros sitios mucosos’>, como observado em estudo realizado por Millman et al
(2004), em que um recombinante Ba/D foi isolado a partir de uma amostra urogenital’’.

O quadro 2 mostra a relacdo da sorovariedade da CT e as doencas causadas em

humanos.



Referencial Tedrico| 23

SOROTIPO SEXO DOENCA

A,B,BA, C Ambos Tracoma, conjuntivite, ceratite

Feminino  Uretrite, cervicite, endometrite, salpingite
Masculino  Uretrite, prostatite, epididimite
D,Da, E,F,G, H,L,Ia,J, K

Ambos Conjuntivite, prostatite, sindrome de Reiter

Neonatos  Oftalmia neonatorum, peneumonia

L1,L2,0L2a,L3 Ambos Linfogranuloma venéreo

Quadro 2. Doengas humanas causadas por Chlamydia trachomatis.
Fonte: Franscisco W (2001), Gonococcias e Clamidia. In Diagnoéstico Laboratorial das Principais Doencgas
Infecciosas e Autoimunes.

De acordo com a OMS, 92 milhdes de novos casos de CT sdo diagnosticados por ano
no mundo. A maior ocorréncia maior em jovens sexualmente ativos, com prevaléncia
variando de 5 a20%"".

A CT ¢é uma DST mais comum entre as infec¢des bacterianas em todo o mundo,
particularmente entre pessoas menores de 25 anos que vivem em paises industrializados como
nos EUA e Inglaterra79.

O relatorio anual do Center for Disease Control and Prevention (CDC) refere que
1.108,374 casos de infecgio por CT foram notificados nos EUA em 2007%.

No Brasil, os dados do Ministério da Satide sugerem que ocorra mais de um milhdo
de casos da infeccdo clamidial na populacdo sexualmente ativa, com a prevaléncia varia de
acordo com a populagdo estudada e o método diagnostico adotado® ™. Teles et al (1997)
avaliaram 407 mulheres do Ambulatério de Planejamento Familiar, em Campinas, Sdo Paulo
e encontraram uma prevaléncia de 7% da bactéria®

Na cidade de Porto Alegre, no Rio Grande do Sul, mulheres de uma vila popular
apresentaram uma prevaléncia de 0,59%". Outro estudo realizado em Vitéria, no Espirito
Santo, constatou uma prevaléncia de 12,2% em mulheres adolescentes sexualmente ativas®™ e
a prevaléncia de 20,7% foi detectada na cidade de Manaus, na Amazdnia, em mulheres
atendidas nos servigos especializados em DST"".

O grande desafio do controle de infec¢do clamidial ¢ que 70% a 80% das mulheres e

mais de 50% dos homens infectados ndo apresentam nenhum sintoma. Isto resulta em um
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grande reservatorio de individuos desconhecidos, infectados, que sdo capazes de transmitir a

. ~ . - .88
1nfecg:ao a0S S€us parceiros sexuais .

1.3.1 Patogenia

Por se tratar de uma bactéria intracelular obrigatoria, a CT infecta uma grande
variedade de células eucaridticas, mas sé se replica dentro de células epiteliais. O ciclo de
desenvolvimento ¢ semelhante entre as espécies e cepas, ¢ ocorre dentro de um vacuolo,
conhecido como inclusdo clamidial, dentro da célula hospedeiragg.

As clamidias tém um ciclo de vida bifasico, com duas formas morfologicas distintas.
O corpo elementar, forma infecciosa e metabolicamente inativa, ¢ endocitado pela célula
hospedeira em vesiculas citoplasmaticas, onde a CT impede a fusdo com os lisossomos. O
corpo elementar se transforma na forma nao-infecciosa e metabolicamente ativa denominada
corpo reticular, que se multiplica por fissdo binaria. Alguns corpos reticulares se transformam
novamente na forma infecciosa e sao liberadas para o exterior apds lise da célula hospedeira,
quando os corpos elementares podem, entdo, infectar outras células’.A figura 2 demonstra,

em resumo, o ciclo celular da Chlamydia.
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CELULA
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Figura 2. Ciclo celular da Chlamydia.
Adaptado de Pandeye D, et al. Internet J Infect Dis. 2009: v.7, n.1.

De inicio, a imunidade humoral na forma de IgA exerce a defesa contra a principal
proteina externa da membrana (MOMP) da bactéria, determinando se a infeccdo vai se
desenvolver ou evoluir para a cura’'.

A resposta a infecgdo aguda pelo hospedeiro ocorre dentro de 1 a 2 dias e se
caracteriza pela inflamagao e infiltracdo da mucosa com neutroéfilos, que destroem os corpos
elementares acessiveis, enquanto que os linfocitos T se acumulam e controlam a infec¢do
através da liberacdo de IL-2, IL-12 e INF-y, levando a uma resposta protetora efetiva para a
resolugdo da infeccdo, através da destruicdo de células infectadas pelos linfocitos T
citotoxicos, fagocitose de corpos elementares livres pelos macrofagos ativados ou agdo direta
no metabolismo da Chlamydia pelo INF-y ¢ TNF’'.

Os corpos elementares permanecem dentro da inclusdo clamidial sem sofrer a agéo
das enzimas lisossomais e sem serem reconhecidos pelo sistema imune, pois a CT ¢ capaz de
modificar as caracteristicas da membrana da inclus@o tornando-a uma vesicula nao-lisossomal
com capacidade de reter esfingolipidios provenientes do complexo de Golgi na membrana®.
A CT pode liberar uma protease responsavel por degradar os fatores de transcrigcdo

necessarios para induzir a expressdo das moléculas do complexo principal de
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histocompatibilidade (MHC) do tipo I, responsaveis por apresentar antigenos intracelulares
aos linfocitos T citotoxicos™.

Esses fatores permitem que os corpos elementares tenham um ambiente favoravel
para a diferenciacdo em corpos reticulados, que iniciam intensa divisdo celular.

Durante o processo de diferenciacdo, a CT ¢é capaz de inibir o processo de apoptose
da célula infectada favorecendo sua sobrevivéncia no meio intracelular. Esse processo esta
relacionado com a secrecdo de proteases, que atuam na clivagem de proteinas do hospedeiro
responsaveis pela indugdo da apoptose’. Por outro lado, a CT induz apoptose, estimulando a
secrecdo de TNF-q ou ativando proteinas pro-apoptoticas’.

No final do ciclo, os corpos reticulados voltam a se diferenciar em corpos
elementares, e nesse estagio, a inducdo de apoptose favorece a propagagdo bacteriana.

Os corpos elementares podem também sair da célula através de exocitose. A ativagao
dos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro diminui o nimero de corpos elementares no
meio extracelular e inibe a replicacdo dos corpos reticulados dentro da inclusdo clamidial. No
entanto, como mecanismo de evasdo, a bactéria pode manter-se em uma forma intracelular
amorfa persistente, e quando a ativagdo do sistema imune cessa, os corpos reticulados voltam
a se replicar, iniciando um novo ciclo’.

Durante a inducdo da forma persistente ha a diminui¢ao da regulacdo da maioria das
proteinas clamidiais, porém, com um aumento na expressao da Hsp6097. Alguns trabalhos
mostram que as infecgdes persistentes estdo relacionadas com aumento dos niveis de
expressio da Hsp60 da Chlamydia, com um declinio nos niveis da MOMP?!*7%%,

Um mecanismo tem sido proposto para explicar a patogénese da infec¢@o cronica
que os receptores para Hsp60 expressos por macréfagos ativados e células teciduais
estimulariam a produg¢do de INF-y. E a liberagdo de superdxido durante o curso de uma
inflamacdo pelos macrofagos pode estimular a produg¢do de Hsp pela célula do hospedeiro.
Em resposta, ocorrem alteracdes na temperatura, pH e pressdo parcial de oxigénio, assim
como a fagocitose, favorecendo a evolugdo para infec¢do cronica’”.

Existe, a possibilidade de dano tecidual autoimune, em consequéncia da reacdo
cruzada da Hsp60 da Chlamydia expressada na superficie das células infectadas, e a expressao
aumentada de Hsp humana induzida secundariamente ao dano inflamatoério pelos linfocitos T
citotoxicos’.

O mecanismo real da patogénese pelo qual a infecgdo por CT prossegue da fase
aguda para a cronica ainda ndo esta completamente esclarecido. Este mecanismo parece estar

intimamente relacionado com o equilibrio entre os mecanismos de defesa do hospedeiro e o
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patogeno. Varios fatores interligados parecem ter seu papel: fatores genéticos, endocrinos,
perfil das citocinas, infecgdes prévias, viruléncia do patégeno ou a quantidade da bactéria, a
presenga de outras infecgdes genitais e a via de infecgdo’".

Infeccdes bacterianas podem ser um gancho para o desenvolvimento de DCV, mas
também infecgdes disseminadas e pneumonias podem induzir a DCV®, e a CT pode induzir
DCV seguido pela infec¢ao do trato respiratorio. Fan, et al (1999), em um estudo
experimental com ratos, observou que a CT ndo sé provoca pneumonia, mas também infec¢ao
disseminada e a pneumonia pode induzir patologias cardiacas'®. Mavrogeni, et al (2008),
demonstram a presen¢a de miocardite causada pela CT em um paciente com ocorréncias

anteriores de prostatitelm.

1.3.2 Chlamydia e aterosclerose

O elo do patéogeno com a SM pode estar relacionado com as fun¢des imunoldgicas
em resposta ao processo infeccioso. A inflamacdo ¢ mediada pelo aparecimento de [CAM-1
no endotélio e de mediadores inflamatorios liberados pelas células teciduais e leucocitos. Os
leucocitos ativados pela lesdo tecidual ou pela presenca de LDL ou por um agente infeccioso
na parede vascular ou qualquer sitio orgénico, sintetizam IL-1, IL-6, TNF-a e
consequentemente PCR que se correlaciona com o risco de DCV'?".

As caracteristicas da SM estdo moderadamente associadas com niveis elevados de
PCR sendo um indicio para a relagio da SM com os aspectos inflamatérios'*, portanto, a
inflamacdo por uma bactéria pode ser o fator inicial responsavel pelas comorbidades
associadas a SM e DCV.

Ha indicios de que a Chlamydia pneumoniae pode infectar as células envolvidas na
aterogénese, incluindo células endoteliais, células musculares lisas, macréfagos e linfocitos e
pode estar envolvida em todos os estagios do processo de formagdo do ateroma, desde a les@o
inflamatéria inicial até a ruptura da placa'®. Estudos genéticos indicam uma diferenga no
genoma e formagio de proteinas da CT comparada com a Chlamydia pneumoniae'®, podendo
ambas, agirem diferentemente no sistema orgénico.

Fryer et al (1997) confirmaram a infec¢do de CT em culturas celulares endoteliais da

105

veia umbilical humana . Outro estudo confirma a participacdo da CT na infec¢do de células
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endoteliais, mas sem induzir a expressdo de IL-8 ¢ ICAM-1'". Entdo, a CT pode participar na
formagdo do ateroma, mas pode ter uma agdo diferenciada da Chlamydia pneumoniae.

Sabe-se hoje que as proteinas de membrana da CT induzem doencgas inflamatorias
em ratos e produzm autoanticorpos para o musculo cardiaco, que estdo associados com
infecgdes cardiacas’”.

Estas proteinas participam da formacdo ateromatosa, sua exposicdo a
lipopolissacarideos ¢ a Hsp60 da Chlamydia pode induzir os macrofagos a uma maior
captacdo de LDL-ox, o que incrementa a formagao de células espumosas. A Hsp60 originaria
da Chlamydia pneumoniae teria, assim, uma fungdo pro-inflamatoéria no ateroma. Além disso,
antigenos da Chlamydia parecem deflagrar um aumento da expressdo de IL-18 em pacientes
com aterosclerose coronaria'®""'%.

A estabilizagdo da placa também ¢ afetada pela presenca intravascular da CT. As
Hsp60 bacterianas estimulam os macrofagos a produzirem metaloproteases que
desestabilizam a placa. As Hsp60 aumentam a expressdo de fator tecidual, induzindo um
estado pro-coagulante; além disso, inibem a sintese de colageno, aumentando a
vulnerabilidade da placa aterosclerética e consequentemente induzindo risco de ruptura desta
estrutura' ',

A inflamagdo subclinica cronica ¢ cada vez mais caracterizada como parte da SM.
Como ja citado anteriormente, a desregulacdo no sistema inflamatorio prevé o
desenvolvimento de RI e DM2, componentes da SM''#!13,

Um estudo feito por Nabipour, et al (2006) reporta que infecgdes por Herpes virus
tipo 1, citomegalovirus, Helicobacter pylori e Chlamydia pneumoniae estdo elevadas em
pacientes com SM e induzem a produgdo de citocinas pro-inflamatoérias tais como TNF-a, IL-

6 ¢ PCR levando a uma inflamagdo cronica, RI, SM e consequentemente ao processo

inflamatério da arteriosclerose''*.
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2 JUSTIFICATIVA

Se o processo inflamatério contribui para a RI e resultante SM, ou se ¢ uma
consequéncia da SM que gera eventos cardiacos, ¢ ainda desconhecido. Os potenciais
“gatilhos” infecciosos para SM foram incompletamente estudados até o momento.

Desta forma, ¢ de interesse avaliar a frequéncia de anticorpos anti-Chlamydia
trachomatis de memoria (IgG) e de fase aguda (IgA) na SM associada ou ndo a eventos

cardiovasculares prévios comparativamente a controles sadios.
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3 HIPOTESES

3.1 Hipdtese Operacional

A prevaléncia de anticorpos anti-Chlamydia trachomatis nao esta aumentada na SM

(associada ou ndo a eventos cardiovasculares prévios) comparativamente a controles sadios.

3.2 Hipétese Conceitual

A prevaléncia de anticorpos anti-Chlamydia trachomatis esta aumentada na SM

(associada ou ndo a eventos cardiovasculares prévios) comparativamente a controles sadios.
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4 OBJETIVO

Avaliar a prevaléncia de anticorpos IgG e IgA anti-Chlamydia trachomatis em
pacientes com SM com ¢ sem evento cardiovasculares prévios, comparados a controles

sadios.
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RESUMO

A sindrome metabolica (SM) compreende um conjunto de fatores de risco para
doenga aterosclerotica. Patogenos como Chlamydia pneumoniae e Helicobacter pylori podem
estar envolvidos no deflagramento e perpetuacdo da aterogénese, mas sua relagdo com a SM ¢
desconhecida. A exposi¢ao a Chlamydia trachomatis (CT) em pacientes com SM ndo foi
explorada na literatura até o momento.

Objetivo: Avaliar a associagdo, se existente, entre anticorpos IgA e IgG anti-CT e
ocorréncia de SM.

Métodos: Neste estudo transversal, foram avaliados pacientes com SM com e sem
eventos cardiacos prévios e controles sadios pareados por sexo ¢ idade. O diagndstico de SM
se fundamentou nos critérios do NCEP. Anticorpos IgA e IgG anti-CT foram detectados por
ensaio imunoenzimatico; titulos acima de 1,1 unidades foram considerados positivos para
ambos os isotipos. O teste do qui-quadrado foi utilizado para comparagdo das variaveis
categoricas, € o teste t para comparacdo de variaveis continuas. Para estimar a associa¢do
entre anticorpos anti-CT e SM, odds ratios (OR) foram calculados. Regressdo logistica foi
utilizada para o ajuste das variaveis sexo e idade.

Resultados: O numero total da amostra foi de 238 individuos: 101 pacientes (42,5%)
com SM sem eventos cardiacos; 47 (19,7%) com SM e eventos cardiacos prévios; e 90
(37,8%) controles sadios. O sexo feminino predominou nos 3 grupos. A média global de
idade foi 59,7 anos. A prevaléncia de teste positivo para IgA anti-CT foi maior em pacientes
com SM (17%) do que em controles (6%) (P=0,015). Niveis elevados de IgA anti-CT se
associaram significativamente com ocorréncia de SM na comparagdo com controles sadios
apos ajuste para sexo ¢ idade (OR=3,4; 1C95% 1,2-9,4; P=0,015). Na analise de subgrupos,
niveis elevados de IgA anti-CT foram mais prevalentes na SM ndo-complicada do que nos
controles (P=0,013). Apos ajuste para sexo a idade, a associacdo entre IgA anti-CT e SM nao-
complicada se manteve definida (OR=3,6; IC95% 1,32-10,2; P=0,015).

Conclusdes: Anticorpos IgA anti-CT, possivelmente de fase aguda, foram mais
prevalentes na SM do que em controles sadios. Um teste positivo para IgA anti-CT se
associou particularmente & ocorréncia de SM nao-complicada. O papel da resposta IgA anti-
CT em pacientes com SM deve ser detalhado em estudos futuros.

Palavras-chaves: sindrome metabdlica, Chlamydia trachomatis, doencas

cardiovasculares.
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ABSTRACT

The metabolic syndrome (MS) comprises a cluster of risk factors for atherosclerotic
disease. Pathogens such as Chlamydia pneumoniae and Helycobacter pylori may be involved
on triggering and perpetuation of atherogenesis, but their relationship with MS is rather
unknown. Exposition to Chlamydia trachomatis (CT) in patients with MS has been
unexplored in the literature up to date.

Objective: to evaluate the association, if any, of IgA and IgG anti-CT antibodies and
occurrence of MS.

Methods: in this cross-sectional study, patients with MS with and without previous
cardiovascular disease and age and age and sex-matched controls were evaluated. MS
diagnosis was based on NCEP criteria. IgA and IgG anti-CT antibodies were detected by
immunoenzymatic assay; titers above 1.1 units were considered as positive. The chi-squared
test was utilized for comparison of categoric variables, and the t test for continuous variables.
To estimate the association of anti-CT antibodies and MS, odds ratios were calculated.
Logistic regression was utilized for adjustment of age and sex.

Results. The total survey included 238 individuals: 101 patients (42.5%) with MS
without cardiac events; 47 (19.7%) with MS and previous cardiac events; and 90 (37.8%)
healthy controls. Females predominated in the 3 groups of patients. The global mean age was
59.7 years. The prevalence of a positive test for [gA anti-CT was higher in patients with MS
(17%) than in controls (6%) (P=0.015). Elevated levels of IgA anti-CT associated
significantly with occurrence of MS in comparison to healthy controls after adjustment for sex
and age (OR=3.4; CI95% 1.2-9,4; P=0.015). In the subgroup analysis, elevated levels of IgA
anti-CT were more prevalent in non-complicated MS than in controls (P=0.013). After
adjustment for age and sex, the association of IgA anti-CT with non-complicated MS
remained defined (OR=3.6; C195% 1.32-10,2; P=0.015).

Conclusions: IgA anti-CT antibodies, possibly of acute phase, were more prevalent
in MS than in healthy controls. A positive test for IgA anti-CT associated particularly to non-
complicated MS. The role of such IgA response in patients with MS should be detailed in
forecoming studies.

Key words: metabolic syndrome, Chlamydia trachomatis, cardiovascular disease.
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Introducio

A sindrome metabolica (SM) compreende uma combinagdo de obesidade abdominal,
hipertensdo arterial e anormalidades do metabolismo glicolipidico. O National Cholesterol
Education Programme Adult Treatment Panel I11 (NCEP ATP III) considera a SM como um
estado pro-inflamatorio e pro-trombotico que culmina com doengas cardiovasculares. Assim,
a SM ¢ considerada uma entidade pro-aterogénica. A prevaléncia de SM nos Estados Unidos
da América esta estimada em 24% da populagéo adulta'. A associacio entre SM e doenca
cardiovascular (particularmente em homens) foi confirmada por Lakka et al (2002)*.

A SM se notabiliza por gerar uma resposta inflamatéria cronica’. Sabidamente,
adipdcitos de pacientes com SM sintetizam citocinas pro-inflamatdrias como fator de necrose
tumoral (TNF) e interleucina 6 (IL-6); estas, por sua vez, estimulam a produ¢do de proteina-C
reativa (PCR) pelos hepat(')citosé'g.

A inflamacdo intravascular participa de forma relevante no deflagramento da
aterogénese. H4 indicios de que agentes infecciosos podem predispor ao desenvolvimento de
aterosclerose e eventos cardiovasculares. A exposi¢cdo a patdogenos como herpes virus tipo 1,
virus da hepatite A, B e C, citomegalovirus, Helicobacter pylori ¢ Chlamydia pneumoniae

10-13 . ~
. A infeccdo

poderia estar envolvida com o deflagramento de doenca aterosclerdtica
murina pela Chlamydia pneumoniae de subtipo AR39 exacerbou significantemente a
ateromatose aortica na presenca de hipercolesterolemia'?.

Proteinas de choque térmico (Hsp) originarias de patdogenos como Chlamydia
pneumoniae sdo consideravelmente homologas a Hsp endoteliais de 60 kilodaltons (kDa).
Hsp endoteliais, por sua vez, participam diretamente da aterogénese ao estimular a migragdo
de células musculares lisas para a camada intima e ativarem monocitos. Anticorpos cruzados
anti-Hsp poderiam acelerar o dano endotelial autoimune'”.

Um eventual efeito pro-aterogénico atribuivel a exposi¢do a bactérias gram-negativas
do género Chlamydia ainda est4 distante de uma compreensdo mais clara'®'”. Chlamydias sdo
patdgenos intracelulares obrigatdrios, com ciclo de vida bifasico. No meio extracelular, seus
corpos elementares podem ativar o sistema macrofagico e linfocitario, com consequente
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF e interferon-gamalg.

A Chlamydia trachomatis (CT), de transmissdao predominantemente sexual, pode

. ~ . ~ ., - 19 -
causar IIlfCC(;OGS oculares como o tracoma e ll’lfCC(;OQS urogenltals . Por sua VE€Z, a €Xposi¢ao

a Chlamydia pneumoniae causa infecg¢des de tropismo respiratorio. A analise comparativa dos
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genomas das duas espécies revela que 214 sequéncias pré-protéicas da Chlamydia
pneumoniae nao sdo encontradas no genoma da CT, o que poderia explicar o diferente
comportamento biologico das duas espécies®.

Ha indicios de que a Chlamydia pneumoniae pode infectar células endoteliais,
musculares lisas, macréfagos e linfocitos, todas envolvidas na aterogénese®'. De importancia,
CT de subtipos H e L também infectam células endoteliais humanas em cultura; a exposi¢ao
endotelial a estas espécies de Chlamydia induz um estado prd-coagulante manifesto por
hiperexpressdo de fator tecidual®. Outros autores, embora confirmassem infecgdo de células
endoteliais por CT, ndo observaram sintese de IL-8 ¢ adesinas por parte do endotélio nesta
circunstancia, diferentemente do que ocorria quando da exposi¢do a Chlamydia
pneumoniae®.

Uma eventual participacdo das bactérias do género Chlamydia no processo
aterogénico ¢ bastante polémica. E possivel que estas bactérias se associem a fendmenos
autoimunes intravasculares via expressdo de Hsp homologas as endoteliais, ¢ possivel. Um
efeito direto destes patdgenos na parede endotelial também ndo pode ser descartado.

A maioria dos estudos que enderecaram o bindémio CT-dano vascular sdo
fundamentados em modelos animais, ou série de casos. S0 poucos os estudos observacionais
que avaliaram exposi¢do a CT em pacientes com doenca aterosclerdtica. Na SM, foco
principal do presente estudo, o papel da infeccdo por CT ainda ndo foi analisado. A SM, como
entidade pro-inflamatoria e pro-trombotica®, nos parece apropriada para o estudo da relagio
CT-vasculopatia.

Neste contexto, ¢ nosso objetivo avaliar a prevaléncia de anticorpos de fase aguda
(IgA) e de anticorpos de memoria (IgG) contra CT em pacientes metabdlicos com e sem
eventos cardiovasculares prévios. Esta dicotomizacdo de pacientes com SM podera nos
permitir conclusdes mais detalhadas acerca do papel da CT neste contexto. Em paralelo,

avaliaremos se um teste positivo para IgA ou IgG anti-CT se associa a ocorréncia de SM.

Materiais e Métodos

Populacéo
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O estudo, transversal controlado, incluiu individuos com SM em acompanhamento
no Ambulatorio de Risco Cardiometabdlico do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade
Catodlica do Rio Grande do Sul — PUCRS (HSL-PUCRS). A amostra foi selecionada
independentemente de sexo ou raga. A amostra foi dividida em trés grupos: pacientes com SM
sem eventos cardiacos, pacientes com SM com evento cardiaco prévio (infarto agudo do
miocardio, sindrome coronariana aguda, historico de cirurgia de revascularizagdo miocardica)
¢ controles. A confirmagdo de ecventos cardiacos foi obtida através de verificacdo dos
prontuarios médicos.

Para diagnostico de SM, foram seguidos os critérios classicos do NCEP*, onde no
minimo trés das caracteristicas abaixo estavam presentes: circunferéncia abdominal > 102 cm
se homens ou > 88 cm se mulheres; niveis séricos de triglicerideos > 150 mg/dl; niveis séricos
da lipoproteina de alta densidade (HDL) de colesterol < 40 mg/dl se homens ou < 50 mg/dl se
mulheres; pressao arterial > 130/85 mmHg; glicemia de jejum > 100 mg/dl.

O grupo de controles, pareado por sexo e idade, foi selecionado do banco de sangue
do Hospital S0 Lucas (HSL) da PUCRS. Os controles foram testados no Laboratério de
Patologia do HSL da PUCRS para HDL, glicose, e triglicerideos, além dos exames
imunologicos de rotina (anti-HIV 1/2, anti-HCV, anti-HTLV, Chagas, VDRL, HbsAg e anti-
Hbc). Foram excluidos deste grupo individuos que apresentaram trés ou mais critérios
diagnosticos para SM de acordo com o NCEP®. Os dados clinicos ¢ demograficos foram
obtidos mediante preenchimento de ficha cadastral durante entrevista com os doadores ou
familiares, sendo consideradas as seguintes caracteristicas: idade, sexo e historia de doenca
arterial coronariana. Todos os individuos do estudo concordaram em participar da pesquisa

mediante a apresentacdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Sorologia

As amostras de sangue (5 ml) foram coletadas por veia periférica, centrifugadas para
obtencdo do soro e congeladas até 2 horas apos a coleta; foram, entdo, armazenadas a
temperatura de -70°C para posterior testagem imunoenzimatica.

As sorologias foram efetuadas no Laboratorio de Imunologia do HSL-PUCRS.
Anticorpos de isotipos IgA e IgG contra Chlamydia trachomatis foram avaliados por ensaio

imunoenzimatico (ELISA) utilizando-se o kit comercial Chlamydia trachomatis IgA e IgG -
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SYM da empresa ALKA® — Tecnologia em Diagnéstico, Sdo Paulo, Brasil. O antigeno da CT
acoplado a fase solida da placa consistiu na proteina externa de membrana. O
lipopolissacarideo responsavel pela maior parte das reagdes cruzadas com outras espécies de
Chlamydia nédo foi incluido na microplaca. Sucintamente, 5 pl do soro do paciente e dos
controles positivo e negativo (em duplicata) foram colocados nos pogos da microplaca e
diluidos em 100 pl de diluente das amostras contendo um tampao fosfato com estabilizante de
proteinas. Na sequéncia, a placa foi incubada em estufa a 37°C por 45 minutos. A microplaca
foi entdo submetida a 5 lavagens, nas quais anticorpos inespecificos foram eliminados. A
seguir, 100 pl do conjugado enzimatico (solugdo de anti-IgA ou anti-IgG humanas conjugadas
com peroxidase) foram adicionados em todos os pocos da microplaca; a placa foi entdo
novamente incubada a 37°C por 30 minutos. Apos cinco lavagens, 100 pl de substrato incolor
foram colocados em todos os pocos. A microplaca foi entdo incubada no escuro em
temperatura ambiente por 20 minutos. Cinquenta pl da solucdo de parada foi adicionada. Os
resultados foram obtidos, apods validagdo do teste, conforme a absorbancia das amostras,
avaliadas por espectrofotometria com comprimento de onda de 450/620nm. A intensidade de
coloracdo obtida com as amostras de pacientes com SM foi comparada com aquela dos
controles. Titulos foram considerados positivos quando acima de 1,1 unidades para os dois

. . . . . . . 26.27
isotipos e negativas quando abaixo de 0,9 unidades para ambos isotipos™".

Métodos estatisticos

O intervalo de confianca (IC) baseado na distribuicdo binomial foi usado na analise
de propor¢do. O teste do qui-quadrado foi utilizado para comparacdo das variaveis
categoricas, ¢ o teste t de student para comparagdo de varidveis continuas. Para estimar o grau
de associacdo entre anticorpos anti-CT e desfecho SM, odds ratios (OR) com intervalo de
confianca de 95% (IC95%) foram calculados. Para o ajuste dos fatores de confusdo (sexo e
idade), utilizou-se regressdo logistica. Os dados foram analisados com o auxilio do programa

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) para Windows, versao 11.5, Chicago, IL.
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Consideragdes Eticas

O projeto de pesquisa deste estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da PUCRS, e aprovado em 07 de agosto de 2009, sob o registro
OF.CEP-1008/09.

Resultados

A amostra global do estudo foi de 238 individuos (72,3% mulheres, P<0,0001).
Cento e um pacientes compuseram o grupo de SM sem eventos cardiacos prévios (SMsE); 47
pacientes apresentavam SM e eventos cardiacos prévios (SMcE) e 90 individuos compuseram
o grupo de controles sadios. O sexo feminino predominou nos 2 grupos com SM, e este dado
ndo foi significante na comparacdo com controles sadios. A média global de idade foi de 59,7
(£ 9,9 DP); em pacientes com SM como um todo, a média etéria foi de 60,2 anos. Nao houve
diferenca significativa na média de idade entre os grupos de pacientes com SM e controles.

Estes dados estdao sumarizados na tabela 1.

Tabela 1. Dados demograficos da amostra.

Total Mulheres \ 1
(n=238) (n=172) Média de Idade
N N P* Anos +DP P”

SMsE 101 (42,5%) 78(782%) 034 589 99 0,64
SMCcE 47 (19,7%) 28(59,6%) 0,13 61,6 8,5 0,36
Controles 90 (37,8%) 65 (72,2%) 59,6 10,6

n/N: niimero amostral; DP: desvio padrdo; SMsE: SM sem eventos cardiacos;
’ * .
SMcE: SM com evento cardiaco; Teste do qui-quadrado, comparado a
ok
controles; Teste t de Student, comparado a controles.

A prevaléncia de IgA e IgG anti-CT, assim como a associag@o entre estes anticorpos
e SM apos ajuste para sexo ¢ idade por regressdo logistica, ¢ mostrada na tabela 2. Niveis

elevados de IgA anti-CT foram consideravelmente mais detectados em pacientes com SM do
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que em controles sadios. A ocorréncia de teste positivo para IgA anti-CT se associou de forma

significativa com SM.

Tabela 2. Associacio entre anticorpos IgA e IgG anti-CT e SM.

Com SM  Controles * o o
(n=148) (n=90) OR IC95% P

IgA anti-CT 17,0% 6,0% 34 1,294 0,015
IgG anti-CT 4,1% 2,2% 1,8 0,4-9,5 0,45

CT: Chlamydia trachomatis; SM: sindrome metabdlica, n: nimero absoluto;
OR : odds ratio ajustado para sexo e idade; IC95%: intervalo de confianga de
95%; ““Teste do qui-quadrado.

A frequéncia de positividade para anticorpos anti-CT foi comparada nos 3 grupos de
individuos (tabela 3). A frequéncia de teste positivo para IgA anti-CT foi significativa em
pacientes com SMsE em relagdo aos controles sadios; ndo houve diferenca significativa nas

demais comparagdes entre os trés grupos.

Tabela 3. Prevaléncia de anticorpos IgA e IgG anti-CT em individuos com SM (com e
sem eventos cardiacos) e controles.

SMsE  Controles * SMcE Controles * SMsSsE  SMcE *

m=101) (=90) '  (m=47) (©=90) |  (@=101) (n=47) ©
IgA
anti- 18% 6% 0013 15% 6% 011 18%  15% 081
CT
IgG
anti- 3% 22% 099 64%  22% 034 3%  64% 039
CT

CT: Chlamydia trachomatis; SM: sindrome metabolica; SMsE: SM sem eventos cardiacos, SMcE: SM com
eventos cardiacos; ~ Teste do qui-quadrado.

Apos ajuste para sexo e idade em modelo de regressdo logistica, OR foram obtidos
para anticorpos IgG e IgA anti-CT nas diversas comparagdes entre os trés grupos de
individuos. O efeito destes ajustes por regressdo logistica no OR pode ser visto na tabela 4.
Um teste positivo para IgA anti-CT se associou de forma significativa com a ocorréncia de
SMsE quando estes foram comparados com controles sadios. A associagdo envolvendo IgA
anti-CT ndo se confirmou quando individuos com SMcE foram comparados com controles
sadios, ou quando os 2 grupos de pacientes com SM foram comparados entre si. A ocorréncia
de teste positivo para IgG anti-CT ndo se associou com SM em nenhuma das combinagdes

testadas.
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Tabela 4. Odds ratios ajustados para IgA e IgG anti-CT nos diferentes grupos.

OR’ 1C95% P
IgA anti-CT: SMsE x controles 3,6 1,32-10,2 0,015
IgG anti-CT: SMsE x controles 1,2 0,2-7,5 0,82
IgA anti-CT: SMcE x controles 3,1 0,9-10,9 0,06
IgG anti-CT: SMcE x controles 3,6 0,5-22,0 0,17
IgA anti-CT: SMcE x SMsE 1,2 0,05-1,7 0,19
IgG anti-CT: SMcE x SMsE 0,32 0,45-3,2 0,69

CT: Chlamydia trachomatis; OR ‘ajustado para sexo e idade em modelo de regressdo logistica;
1C95%: intervalo de confianca de 95%; SMsE: SM sem eventos cardiacos; SMcE: SM com
eventos cardiacos.

Discussao

O papel de patégenos no processo de aterogénese ¢ motivo de grande polémica na
comunidade cientifica nos ultimos anos®™. A relagdo entre SM, entidade pro-aterogénica, e
agentes infecciosos foi pouco estudada até o momento; ¢ possivel que patdogenos contribuam
direta ou indiretamente para a formagdo do ateroma™. Sabidamente, micro-organismos do
género Chlamydia, incluindo a CT, podem infectar células endoteliais®™>.

Nosso estudo avaliou a frequéncia de anticorpos IgA e IgG anti-CT em pacientes
com SM. Um subgrupo de nossos pacientes se encontrava em situacdo pré-aterosclerdtica
(SM nao-complicada), enquanto o outro subgrupo apresentava histérico cardiovascular. Esta
estratificacdo de pacientes com SM nos permitiu algumas hipoteses de interesse. Em paralelo,
averiguamos a associagdo entre teste positivo para anticorpos anti-CT e ocorréncia de SM.

A casuistica global do estudo incluiu 238 individuos (dois ter¢os do sexo feminino).
Houve predominio de mulheres em ambos os grupos de pacientes com SM (ndo-complicada e
com historico cardiovascular). Os controles foram pareados por sexo. Um predominio de sexo
em pacientes com SM ndo estd definido na literatura; a SM pode prevalecer no sexo
masculino®, ocorrer indistintamente nos dois sexos’' ou, como em nosso estudo, predominar
no sexo feminino . Estes achados discrepantes podem se explicar pela sele¢io das amostras e
delineamento dos estudos™* .

A média de idade de nossa amostra global se situou em torno de 59 anos (ao redor de

60 anos no grupo de SM). O grupo de controles foi pareado por idade, o que implicou em
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equidade na distribui¢do das médias etarias em individuos com SM e controles. A faixa etaria
média de nossos pacientes com SM esta de acordo com dados de outros estudos®™’. A
ocorréncia de SM foi maior entre 55 e 64 anos de idade e aumentou com a idade, de acordo
com estudo latino-americano'.

Considerando-se a populacdo total de pacientes com SM em comparagdo a controles
sadios, niveis elevados de IgA (mas ndo de IgG) anti-CT foram consideravelmente mais
frequentes na populagdo-alvo. O OR obtido apos ajuste para sexo e idade (3,4; 1C95% 1,2-
9.,4; P=0,015) foi indicativo de associacdo entre teste positivo para IgA anti-CT e SM. Em
outro raro estudo envolvendo agentes infecciosos e SM, IgG anti-Chlamydia pneumoniae se
associou de forma significante com SM em uma populagdo iraniana; anticorpos anti-CT ndo
foram avaliados'.

Nossos dados indicaram que um teste positivo para IgA anti-CT foi mais prevalente
na populacdo de pacientes com SM ndo-complicada do que em controles sadios (P=0,013).
Quando comparamos pacientes com SM complicada e controles, ndo houve diferenca
significante na positividade para IgA CT; infere-se, assim, que a associacao global entre IgA
anti-CT e SM se fundamentou na maior positividade do subgrupo de pacientes nao-
complicados.

Ap6s ajustes para sexo e idade, verificamos que um teste positivo para IgA anti-CT
se associou de forma significativa com SM ndo-complicada na comparacdo com controles
sadios (OR=3,6; 1C95% 1,32-10,2; P=0,015). O mesmo ndo ocorreu quando pacientes com
SM associada a eventos prévios foi comparada a controles, ou quando as duas populagdes
metabdlicas foram mutuamente comparadas. De interesse, um teste positivo para IgG anti-CT
ndo se associou & ocorréncia de nenhum dos dois subgrupos de SM.

Nossa opgao de testar o isotipo IgA como anticorpo presumivelmente de fase aguda
se fundamenta no tropismo da CT pelas mucosas. Dados recentes corroboram a utilizagdo da
testagem para IgA anti-CT em infecgdes urogenitais®*°. Embora a acuidade dos métodos
sorologicos (imunofluorescéncia indireta, ensaio imunoenzimatico) para deteccdo anticorpos
anti-CT seja motivo de debate, a sorologia ainda é preferencial a outros métodos nesta
circunstancia®®. Optamos pelo método imunoenzimatico dada a disponibilidade deste ensaio
em nosso Hospital.

A exacerbada resposta IgA anti-CT vista em nossos pacientes com SM ndo foi
previamente descrita na literatura. Tal resposta anticorpica pode estar refletindo uma

exposicao de fase aguda ao patdogeno. Isotipos de memoria (IgG) ndo foram detectados de
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maneira significativa em nossos pacientes com SM, o que, teoricamente, aumentaria a
possibilidade de uma resposta IgA recente nestes individuos.

As razdes pela quais a resposta IgA anti-CT predominou em nossos pacientes com
SM nao-complicada sdo enigmaticas. Como hipotese, podemos postular que o “gatilho”
infeccioso que gera a resposta IgA pode estar seletivamente presente antes do evento,
tendendo a desaparecer apds o episddio isquémico. Os motivos por que a resposta IgA se
torna indetectavel em pacientes com eventos cardiacos sdo também desconhecidos, mas
poderiam incluir o clareamento do complexo IgA-CT por macréfagos durante ou logo apos o
evento isquémico, ou ainda a incapacidade de geracdo de resposta humoral pds-evento
isquémico.

Um papel etiopatogénico para agentes infecciosos na doenca aterosclerética
estabelecida tem sido postulado, mas os mecanismos intrinsecos desta relagdo sdo
desconhecidos®~"*. Os agentes comumente associados & aterosclerose incluem Chlamydia

40,41 41,42 45,46

pneumoniae*®*', Helicobacter pylori*'**, citomegalovirus**, herpes virus e virus de

: 47-49 A I
hepatite A, Be C . Em contraste, outros autores reportaram auséncia de associacdo entre

50,51 50,52

doenga aterosclerdtica e exposicdo a Chlamydia pneumoniae’™", Helicobacter pylori®~,

42,50 53-55

citomegalovirus***’, herpes virus’' ou virus de hepatite Infec¢do por Chlamydia
pneumoniae poder ser considerada um fator contributivo para aterogénese, mas ndo um fator
de risco independente para doenga aterosclerdtica™.

Nosso subgrupo de pacientes com SM e eventos cardiacos prévios compreende,
conceitualmente, individuos com aterosclerose estabelecida. Nesta subpopulacao especifica, a
prevaléncia de IgA e IgG anti-CT ndo foi aumentada em relagdo a controles, ¢ um teste
positivo para os dois isotipos ndo se associou ao desfecho. H4 uma chamativa escassez de
literatura acerca da associag@o entre anticorpos anti-CT e doenga aterosclerotica estabelecida.

A exposicdo murina a CT foi capaz de deflagrar infec¢do respiratoria e posterior
doenga cardiovascular’’. O metabolismo da fosfatidilcolina derivada da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) é acelerado na presenca de infecgdo por CT*®. Digno de nota, a exposi¢do
nasal a Chlamydia pneumoniae de murinos deficientes em apolipoproteina E acelerou a
ateromatose da aorta; quando os animais foram inoculados com CT, as alteragoes
inflamatérias na aorta foram leves e transitorias™. Mavrogeni et al (2008) documentaram a
presenga de miocardiopatia em paciente infectado por CT e com histérico de prostatites
recorrentes®.

Um mecanismo de mimica molecular ¢ plausivel para explicar a possivel

patogenicidade de anticorpos anti-CT em pacientes com SM e ateromatose. Neste contexto,
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proteinas de 60 kDa da membrana externa (provavelmente Hsp) de varias espécies de
Chlamydia mimetizam sequéncias peptidicas da miosina cardiaca; a imuniza¢do de murinos
com este peptideo induziu miocardiopatia, provavelmente por resposta humoral cruzada®'.

A detecgdo de Hsp60 na superficie de células endoteliais ativadas foi recentemente
confirmada por microscopia focal®. Hsp60 derivada de Chlamydia, assim como Hsp60
humana, sdo capazes de ativar células endoteliais, células musculares lisas ¢ macrofagos®.
Uma resposta humoral anti-Hsp60 pode ser citotoxica para o endotélio, de acordo com dados
de 1995, Anticorpos anti-Hsp60 podem estimular sintese de citocinas pro-inflamatérias pelo
endotélio, ¢ niveis altos deste anticorpo se associaram com a gravidade do processo
aterosclerético®™. Em homens com doenga coronaria, além de respostas IgA e IgG anti-
Chlamydia pnemoniae exacerbadas, uma marcante resposta celular a antigenos de CT foi
documentada®.

E admissivel que a resposta anticorpica IgA observada em nossos pacientes com SM
reflita uma atividade humoral contra Hsp de CT e, por homologia molecular, também contra
Hsp60 endotelial. De fato, dados recentes indicam que em pacientes com infec¢ao persistente
por CT, autoimunidade e aterogénese podem advir em decorréncia de uma resposta
anticorpica dirigida contra a Hsp60 endotelial. Em contrapartida, células tumorais
expressando Hsp60 de superficie podem ser lisadas por anticorpos cruzados; nesta tltima
circunstancia, em pacientes expostos a CT uma resposta anti-Hsp cruzada poderia ser
protetora para neoplasias®’.

Nosso grupo de pesquisa avaliou, em anos recentes, uma eventual associacdo entre
anticorpos IgG contra Hsp60 humana e Hsp65 micobacteriana e doenga aterosclerotica.
Niveis elevados de anti-Hsp60 se associaram de forma definida e independente com doenca
arterial periférica®™. Anticorpos anti-Hsp60 e anti-Hsp65 se associaram, também de forma
independente, com doenga isquémica cerebral aguda®, mas nio com infarto agudo do
miocardio’. Outros autores confirmaram uma associagio independente de anticorpos anti-
Hsp65 com acidente vascular cerebral isquémico’' e doenga obstrutiva de carotidas’>".

Ainda de interesse, outras proteinas componentes da CT que ndo Hsp podem
mimetizar proteinas humanas e serem alvos de anticorpos cruzados: é o caso da DNA primase
da CT™.

A relacdo entre anticorpos anti-CT, SM e aterosclerose necessita estudos mais
aprofundados. Para o0 momento, os dados sdo insuficientes para que se definam implicagdes

diagnosticas e terapéuticas. Referente ao binomio Chlamydia pneumoniae-doenca
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aterosclerotica, ndo abordado neste estudo, anticorpos IgA contra este patdgeno se associaram
a ocorréncia de estenose coronaria de acordo com dois estudos’>"’°.

Os dados acerca da antibioticoterapia para Chlamydia pneumoniae em pacientes com
doencga aterosclerdtica estabelecida sdo conflitantes. Antibioticoterapia por 12 semanas
reduziu em 36% os eventos cardiacos de pacientes com sindromes coronarias agudas apods 1
ano de observacdo’’.

Em outro estudo, o efeito da antibioticoterapia com macrolideo foi fugaz em
pacientes com angina pectoris78. Na doenga arterial periférica, o uso de rifalazil, potente droga
anti-Chlamydia pneumoniae, ndo modificou a qualidade de vida dos pacientes quando
comparado a controles”’. Dados acerca de um eventual tratamento para infec¢io por CT em

pacientes com SM ou doencga aterosclerdtica, no momento inexistentes, sdo esperados para o

futuro.

Limitagdes do estudo

Embora os resultados comparativos indiquem que niveis elevados de IgA anti-CT
sejam mais frequentes na SM do que em controles sadios, devemos enfatizar que a
prevaléncia global de teste positivo para este anticorpo foi relativamente pequena (17%).
Além disso, a positividade do teste em controles sadios ndo foi desprezivel (6%). Embora o
namero total de controles ndo tenha sido propriamente pequeno, foi menor do que o numero
global de pacientes com SM, e esta ¢ certamente uma das limitagcdes de nosso estudo. Na
analise de subgrupos de pacientes com SM, a diferenca numérica em relagdo aos controles
praticamente desaparece, entretanto.

Mesmo que os individuos de nosso grupo-controle ndo preenchessem os critérios
classicos para SM, a eventual ocorréncia de estigmas isolados de SM nestes individuos
compreende outra limitacdo de nosso estudo. A nio obtencdo de dados referentes a raga nos
controles inviabilizou o ajuste para esta variavel na analise estatistica.

Por fim, admitimos que se tivéssemos oportunizado a testagem combinada de
anticorpos anti-CT e anticorpos contra Hsp60 (humana e¢/ou de Chlamydia), teriamos obtido
dados de interesse na interpretagdo desta intrigante resposta IgA anti-CT vista na SM. Novos
estudos se fazem necessarios para esclarecer o papel etiopatogénico da resposta IgA anti-CT

nestes individuos.
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Conclusoes

I) A prevaléncia de anticorpos IgA, mas nao de IgG, anti-CT foi significantemente
maior em pacientes com SM do que em controles sadios pareados por sexo ¢ idade;

IT) A ocorréncia de anticorpos IgA anti-CT se associou a presenga de SM como um
todo;

III) A resposta IgA anti-CT, presumivelmente de fase aguda, predominou em
pacientes com sindrome metabolica ndo-complicada em comparagdo a controles sadios;

IV) Um teste positivo para IgA anti-CT se associou a presenca de SM nao-

complicada, independentemente de sexo e idade.
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ABSTRACT

The metabolic syndrome (MS) comprises a cluster of risk factors for atherosclerotic
disease. Pathogens such as Chlamydia pneumoniae and Helycobacter pylori may be involved
on triggering and perpetuation of atherogenesis, but their relationship with MS is rather
unknown. Exposition to Chlamydia trachomatis (CT) in patients with MS has been
unexplored in the literature up to date.

Objective: to evaluate the association, if any, of IgA and IgG anti-CT antibodies and
occurrence of MS.

Methods: in this cross-sectional study, patients with MS with and without previous
cardiovascular disease and age and age and sex-matched controls were evaluated. MS
diagnosis was based on NCEP criteria. IgA and IgG anti-CT antibodies were detected by
immunoenzymatic assay; titers above 1.1 units were considered as positive. The chi-squared
test was utilized for comparison of categoric variables, and the t test for continuous variables.
To estimate the association of anti-CT antibodies and MS, odds ratios were calculated.
Logistic regression was utilized for adjustment of age and sex.

Results. The total survey included 238 individuals: 101 patients (42.5%) with MS
without cardiac events; 47 (19.7%) with MS and previous cardiac events; and 90 (37.8%)
healthy controls. Females predominated in the 3 groups of patients. The global mean age was
59.7 years. The prevalence of a positive test for [gA anti-CT was higher in patients with MS
(17%) than in controls (6%) (P=0.015). Elevated levels of IgA anti-CT associated
significantly with occurrence of MS in comparison to healthy controls after adjustment for sex
and age (OR=3.4; CI95% 1.2-9,4; P=0.015). In the subgroup analysis, elevated levels of IgA
anti-CT were more prevalent in non-complicated MS than in controls (P=0.013). After
adjustment for age and sex, the association of IgA anti-CT with non-complicated MS
remained defined (OR=3.6; C195% 1.32-10,2; P=0.015).

Conclusions: IgA anti-CT antibodies, possibly of acute phase, were more prevalent
in MS than in healthy controls. A positive test for IgA anti-CT associated particularly to non-
complicated MS. The role of such IgA response in patients with MS should be detailed in
forecoming studies.

Key words: metabolic syndrome, Chlamydia trachomatis, cardiovascular disease.
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Introduction

Metabolic Syndrome (METS) is a combination of abdominal obesity, arterial
hypertension and glycolipid metabolism abnormalities. The National Cholesterol Education
Programme Adult Treatment Panel 111 (NCEP ATP III) considers METS a proinflammatory
and prothrombotic state culminating in cardiovascular diseases. Thus, METS is considered a
proatherogenic entity. The prevalence of METS in the United States is estimated as 24% of
the adult population'®. The association between METS and cardiovascular disease
(particularly in males) was confirmed by Lakka et al (2002)".

METS is notable for generating a chronic inflammatory response’. Adipocytes of
patients with METS are known to synthetize proinflammatory cytokines as tumor necrosis
factor (TNF) and interleukin 6 (IL-6); these in turn stimulate the production of C-reactive
protein (CRP) by the hepatocytesé'g.

Intravascular inflammation plays a relevant role in triggering atherogenesis. There
are signs that infectious agents can predispose to the development of atherosclerosis and
cardiovascular events. Exposure to pathogens such as herpes virus type 1, hepatitis A. B and
C virus, cytomegalovirus, Helicobacter pylori and Chlamydia pneumoniae could be involved
in triggering atherosclerotic disease'®"®. Murine infection by Chlamydia pneumoniae of the
AR39 subtype significantly exacerbated the aortic atheromatosis in the presence of
hypercholesterolemia'”.

Thermal shock proteins (Hsp) from pathogens such as Chlamydia pneumoniae are
highly homologous with 60 kilodalton (kDa) endothelial Hsp. Endothelial Hsp in turn
participate directly in atherogenesis when they stimulate the migration of smooth muscle cells
to the intima layer and activate monocytes. Cross-reactive anti-Hsp antibodies could speed up
autoimmune endothelial damage”.

A possible proatherogenic effect which can be attributed to exposure to gram-
negative genus Chlamydia bacteria is far from being clearly understood'®'’. Chlamydia are
obligatory intracellular pathogens, with a biphasic life cycle. In the extracellular medium their
elementary bodies can activate the macrophagic and lymphocytary system, with the
consequent release of proinflammatory cytokines such as TNF and gamma-interferonlg.

Chlamydia trachomatis (CT), with predominantly sexual transmission, may cause
eye infections such as trachoma and urogenital infections'. In turn, exposure to Chlamydia

pneumoniae causes respiratory tropism infections. The comparative analysis of genomes of
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the two species shows that 214 pre-protein sequences of Chlamydia pneumoniae are not
found in the genome of CT, which might explain the different biological behavior of the two
species™.

There are signs that Chlamydia pneumoniae may infect endothelial cells, smooth
muscle cells, macrophages and lymphocytes, all of them involved in atherogenesis’'.
Importantly, CT subtypes H and L also infect human endothelial cells in a culture; the
endothelial exposure to these species of Chlamydia induces a procoagulant state manifested
by the hyperexpression of tissue factor™. Although other authors confirmed infection of
endothelial cells by CT, they did not observe the synthesis of IL-8 and adesines by the
endothelium under these circumstances, differently from what occurred when there was
exposure to Chlamydia pneumoniae®.

The possible participation of genus Chlamydia bacteria in the atherogenic process is
quite polemical. It is possible if these bacteria are associated with intravascular autoimmune
phenomena via the expression of Hsp homologous to the endothelial ones. A direct effect of
these pathogens on the endothelial wall can also not be ruled out.

Most of the studies directed at the CT-vascular damage binomial are based on animal
models, or series of case. There are few observational studies which evaluated exposure to CT
in patients with atherosclerotic disease. In METS, the main focus of this study, the role of
infection by CT has not yet been analyzed. METS, as a proinflammatory and prothrombotic
entity**, seems appropriate to us for the study of the CT-vasculopathy relationship.

In this context, we aim to evaluate the prevalence of acute phase antibodies (IgA)
and memory antibodies (IgG) against CT in metabolic patients, with and without prior
cardiovascular events. This dichotomization of patients with METS may allow us to reach
more detailed conclusions about the role of CT in this context. At the same time we will
evaluate whether a positive test for anti-CT IgA or IgG is associated with the occurrence of

METS.

Materials and Methods

Population
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The controlled cross-sectional study included individuals with METS who are being
followed at the Outpatient Clinic for Cardiometabolic Risk at Hospital Sdo Lucas of the
Pontifical Catholic University-PUCRS (HSL-PUCRS). The sample was selected
independently of sex or race. It was divided into three groups: patient with METS without
cardiac events, patients with METS with a prior cardiac event (acute myocardial infarction,
acute coronary syndrome, history of myocardial revascularization surgery) and controls. The
confirmation of cardiac events was obtained by looking at the medical files.

In order to diagnose METS, the classical criteria of NCEP* were followed, where at
least three of the characteristics below were present: abdominal circumference > 102 cm if
male or > 88 cm if female; triglyceride serum levels > 150 mg/dl; high density lipoprotein
(HDL) serum levels of cholesterol < 40 mg/dl if male or < 50 mg/dl if female; blood pressure
> 130/85 mmHg; fasting glycemia > 100 mg/dl.

The group of controls, paired by sex and age, was selected at the Hospital Sdo Lucas
(HSL) blood bank at PUCRS. The controls were tested in the Pathology Laboratory of
HSL/PUCRS for HDL, glucose and triglycerides, besides the routine immunological tests
(anti-HIV 1/2, anti-HCV, anti-HTLV, Chagas, VDRL, HbsAg and anti-Hbc). Individuals who
presented three or more diagnostic criteria for METS according to NCEP* were excluded
from this group. The clinical and demographic data were obtained by filling out a form during
an interview with donors or family members, and the following characteristics were
considered: age, sex and history of coronary artery disease. All individuals in the study agreed

to participate in the research on presenting the Letter of Free and Informed Consent.

Serology

The blood samples (5 ml) were collected from a peripheral vein, centrifuged to
obtain the serum and frozen up to 2 hours after collection. They were then stored at -70°C for
later immunoenzymatic testing.

The serology was performed in the Immunology Laboratory at HSL-PUCRS.
Antibodies of IGA and IgG isotopes against Chlamydia trachomatis were evaluated using an
immunoenzymatic assay (ELISA) with the Chlamydia trachomatis IgA and IgG - SYM
commercial kit of ALKA® — Tecnologia em Diagnéstico, Sio Paulo, Brazil. The CT antigen

linked to the solid phase of the plate was the external protein of the membrane. The
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liposaccharid responsible for most of the cross-reactions with other species of Chlamydia was
not included in the microplate. In brief, 5 pl of the patient’s serum and of the positive and
negative controls (in duplicate) were placed in the microplate wells and diluted in 100 pl of
dilutant of the samples containing a phosphate buffer with protein stabilizer. Then the plate
was incubated in an oven at 37°C for 45 minutes. The microplate was then submitted to 5
washings, in which unspecific antibodies were eliminated. Next, 100 pl of the enzymatic
conjugate (human anti-IgA or anti-IgG solution conjugated with peroxidase) were added to all
the microplate wells; the plate was then incubated again at 37°C for 30 minutes. After five
washings, 100 ul of colorless substrate were placed in all the wells. The microplate was then
incubated in the dark at ambient temperature for 20 minutes. Fifty pl of the stop solution were
added. The results were obtained after test validation, depending on sample absorbance,
evaluated by spectrophotometry with a 450/620nm wavelength. The color intensity obtained
with samples from patients with METS was compared to that of the controls. Titers were
considered positive when above 1.1 units for the two isotypes and negative when below 0.9

units for both isotypes®®*’.

Statistical methods

The confidence interval (CI) based on binomial distribution was used in the analysis
of proportion. The Chi-squared test was used to compare the categorical variables, and the
Student t test to compare the continuous variables. In order to estimate the degree of
association between anti-CT antibodies and METS outcome, odds ratios (OR) with a
confidence interval of 95% (CI95%) were calculated. Logistic regression was used to adjust
the confounding factors (sex and age). The data were analyzed with the help of the Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows program, version 11.5, Chicago, IL.

Ethical Considerations
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The research project in this study was submitted to the Ethics in Research Committee
of the Medical School at PUCRS, and approved on August 7, 2009, registered under number
OF.CEP-1008/09.

Results

The overall sample of the study was 238 individuals (72.3% women, P<0.0001). One
hundred and one patients comprised the METS group without prior cardiac events
(METSwoE); 47 patients presented METS and prior cardiac events (METSwWE), and 90
individuals comprised the group of healthy controls. Females predominated in the 2 groups
with METS, and this information was not significant in the comparison with healthy controls.
The overall mean age was 59.7 (= 9.9 SD); in patients with METS as a whole, the mean age
was 60.2 years. There was no significant difference in the mean age between the groups of

patients with METS and controls. These data are summarized in table 1.

Table 1. Demographic data of the sample.

Total Women
(n=238) (n=172) Mean Age
N N P° Years £+SD P

METSwoE 101 (42.5%) 78(78.2%) 034 589 99 0.64
METSWE 47 (19.7%) 28(59.6%) 0.13 61.6 85 0.36
Controls 90 (37.8%) 65 (72.2%) 596  10.6

n/N: sample number; SD: standard deviation; METSwoE: METS without cardiac
events; METSwE: METS with cardiac event; *Chi-square test, compared to
controls; Student t test, compared to controls.

The prevalence of anti-CT IgA and IgG, as well as the association between these
antibodies and METS after adjustment for sex and age by logistic regression, is shown in
table 2. High levels of anti-CT IgA were detected considerably more in patients with METS
than in healthy controls. The occurrence of a positive test for anti-CT IgA was significantly

associated with METS.
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Table 2. Association between anti-CT IgA and IgG and METS.
With METS  Controls

(n=148) (n=90)
Anti-CT IgA 17.0% 6.0% 34 12-94 0.015

Anti-CT IgG 4.1% 2.2% 1.8 0495 045

kk

OR" CI95% P

CT: Chlamydia trachomatis; METS: metabolic syndrome, n: absolute number;
OR": odds ratio adjusted fpr sex and age; C195%: 95% confidence interval; = Chi-
square test.
The frequency of positivity for anti-CT antibodies was compared in the 3 groups of
individuals (table 3). The positive test frequency for anti-CT IgA was significant in patients
with METSwoE compared to the healthy controls; there was no significant difference in the

other comparisons between the three groups.

Table 3. Prevalence of anti-CT IGA and IgG antibodies in individuals with METS (with
and without cardiac events) and controls.

METS METS METS METS
Controls * Controls * *
woE (n=90) P wE (n=90) P woE wE P
(n=101) (n=47) (n=101) (n=47)
Anti-
CT 18% 6% 0.013 15% 6% 0.11 18% 15%  0.81
IgA
Anti-
CT 3% 2.2% 0.99 6.4% 2.2% 0.34 3% 6.4% 0.39
IgG

CT: Chlamydia trachomatis; METS: metabolic syndrome; METSwoE: METS without cardiac events, METSwE:
METS with cardiovascular events; ~ Chi-square test.

After adjusting for sex and age in a logistic regression model, OR were obtained for
anti-CT IgG and IgA antibodies in the different comparisons between the three groups of
individuals. The effect of these adjustments using logistic regression in OR can be seen in
table 4. A positive test for anti-CT IgA was associated significantly with the occurrence of
METSwoE when these were compared to healthy controls. The association involving anti-CT
IgA was not confirmed when individuals with METSWE were compared to healthy controls,
or when the 2 groups of patients with METS were compared to each other. The occurrence of
a positive test for anti-CT IgG was not associated with METS in any of the combinations

tested.
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Table 4. Odds ratios adjusted for anti-CT IgA and IgG in the different groups.

OR” CI95% P
Anti-CT IgA: METSwoE x controls 3.6 1.32-10.2 0.015
Anti-CT IgG : METSwoE x controls 1.2 0.2-7.5 0.82
Anti-CT IgA : METSwWE x controls 3.1 0.9-10.9 0.06
Anti-CT IgG: METSwE x controls 3.6 0.5-22.0 0.17
Anti-CT IgA : METSwWE x METSwoE 1.2 0.05-1.7 0.19
Anti-CT IgG : METSwWE x METSwoE 0.32 0.45-3.2 0.69

CT: Chlamydia trachomatis; OR adjusted for sex and age in a logistic regression model. C195% 95%
confidence interval, METSwoE: METS without cardiovascular events; METSwE: METS with
cardiovascular events.

Discussion

The role of pathogens on the atherogenesis process has caused great controversy in
the scientific community in recent years®®. The relationship of METS, a proatherogenic entity,
with infectious agents has not been much studied so far; possibly pathogens contribute
directly or indirectly to atheroma formation®. It is known that Chlamydia microorganisms,
including CT, can infect endothelial cells***.

Our study evaluated the frequency of anti-CT IgA and IgG antibodies in patients
with METS. A subgroup of our patients was in a preatherosclerotic situation (non-
complicated METS), while the other subgroup presented a history of cardiovascular problems.
This stratification of patients with METS enabled us to present a few hypotheses that are of
interest. At the same time, we looked at the association between a positive test for anti-CT
antibodies and the occurrence of METS.

The overall cases of the study included 238 individuals (two thirds female). Women
predominated in both groups of patients with METS (non-complicated and with a
cardiovascular history). The controls were paired by sex. Predominance by sex in patients
with METS has not been defined in the literature; METS can prevail among males®, occur
without differences in both sexes’' or, as in our study, predominate in females®>. This
discrepancy of findings can be explained by the selection of the samples and design of the

- 30-32
studies™ ~~.
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The mean age of our global sample was around 59 years (around 60 years in the
METS group). The controls group was paired by age, which implied equity in the distribution
of the mean ages in individuals with METS and controls. The mean age group of our patients
with METS agrees with the data of other studies’***. METS occurred more between the age
of 55 and 64 years and increased with age, according to a Latin-American study’.

Considering the total population of patients with METS compared to healthy
controls, high levels of anti-CT IgA (but not of IgG) were considerably more frequent in the
target population. The OR obtained after adjusting for sex and age (3.4; CI95% 1.2-9.4;
P=0.015) indicated an association of a positive test for anti-CT IgA with METS. In another
rare study involving infectious agents and METS, IgG anti-Chlamydia pneumoniae was
significantly associated with METS in an Iranian population; anti-CT antibodies were not
evaluated'?.

Our data indicated that a positive test for anti-CT IgA was more prevalent in the
population of patients with non-complicated METS than in healthy controls (P=0.013). When
we compared patients with complicated METS and controls, there was no significant
difference in positivity for CT IgA; it is thus inferred that the overall association between anti-
CT IgA and METS was based on the greater positivity of the subgroup of non-complicated
patients.

After adjustments for sex and age, we found that a positive test for anti-CT IgA was
significantly associated with non-complicated METS when compared to healthy controls
(OR=3.6; CI95% 1.32-10.2; P=0.015). This did not occur when patients with METS
associated with prior events were compared to controls, or when the two metabolic
populations were mutually compared. Interestingly, a positive test for anti-CT IgG was not
associated with the occurrence of any of the two METS sub-groups.

Our option of testing isotype IgA as a presumably acute phase antibody is based on
the tropism of CT by mucous membranes. Recent data corroborate the testing of anti-CT IgA
in urogenital infections®***. Although the accuracy of the serological methods (indirect
immunofluorescence, immunoenzymatic assay) to detect anti-CT antibodies is a matter of
debate, serology is still preferable to other methods under these circumstances®. We chose the
immunoenzymatic method due to the availability of this assay at our Hospital.

The exacerbated anti-CT IgA response seen in our patients with METS was not
previously described in the literature. This antibody response may reflect an exposure to the

pathogen during the acute phase. Memory isotypes (IgG) were not significantly detected in
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our METS patients, which would theoretically increase the possibility of a recent IgA
response in these individuals.

The reasons why the anti-CT IgA response predominated in our patients with non-
complicated METS are unknown. An hypothesis we could postulate is that the infectious
“trigger” that generates the IgA response could be selectively present before the event,
tending to disappear after the ischemic episode. The reasons why the IgA response becomes
undetectable in patients with cardiac events are also unknown, but could include the clearance
of the IgA-CT complex by macrophages, during or right after the ischemic event, or else the
incapacity to generate humoral response post ischemic event.

An ethiopathogenic role has been postulated for infectious agents in established

. . . o . . . . 35.37-39
atherosclerotic disease, but the intrinsic mechanisms of this relationship are unknown™>" """,

The agents commonly associated with atherosclerosis include Chlamydia pneumoniae*®*!,

4142

Helicobacter pylori*'*, cytomegalovirus***, herpes virus”*® and hepatitis A, B and C

47-49

virus In contrast, other authors reported the absence of association between

50,51 50,52

atherosclerotic disease and exposure to Chlamydia pneumoniae®", Helicobacter pylori®*>~,
cytomegalovirus**°, herpes virus’' or hepatitis virus™>>. Chlamydia pneumoniae infection
can be considered a contributing factor to atherogenesis, but not an independent risk factor for
atherosclerotic disease®.

Our subgroup of patients with METS and prior cardiac events conceptually
comprises individuals with established atherosclerosis. In this specific subpopulation, the
prevalence of anti-CT IgA and IgG was not increased in comparison to controls, and a
positive test for the two isotypes was not associated with the outcome. There is a notable
scarcity of literature on the association of anti-CT antibodies and established atherosclerotic
disease.

Murine exposure to CT was able to trigger respiratory infection and later
cadiovascular disease’’. The phosphatidylcholine metabolism derived from LDL is
accelerated in the presence of CT infection®®. It is noteworthy that nasal exposure of
apolipoprotein  E-deficient murines to Chlamydia pneumoniae accelerated aortic
atheromatosis; when the animals were inoculated with CT, the inflammatory changes in the
aorta were mild and transient”. Mavrogeni et al (2008) documented the presence of
myocardioathy in a patient infected by CT and with a history of recurrent prostatitis60.

A molecular mimicry mechanism is a plausible explanation for the possible
pathogenicity of anti-CT antibodies in patients with METS and atheromatosis. In this context,

60 kDa proteins of the external membrane (probably Hsp) of several species of Chlamydia
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mimic peptidic sequences of cardiac myosin; immunization of murines with this peptide
induced myocardiopathy, probably due to a cross-reactive humoral response’’.

The detection of Hsp60 on the surface of activated endothelial cells was recently
confirmed by focal microscopy®. Hsp60 derived from Chlamydia, as well as human Hsp60,
can activate endothelial cells, smooth muscle cells and macrophages63. An anti-Hsp60
humoral response may be cytotoxic to the endothelium according to data from 1995%. Anti-
Hsp50 antibodies can stimulate the synthesis of proinflammatory cytokines by the
endothelium, and high levels of this antibody were associated with the severity of the
atherosclerotic process”™. In men with coronary disease, apart from exacerbated anti-
Chlamydia pnemoniae IgA and IgG responses, a marked cell response to CT antigens was
documented®.

It could be accepted that the IgA antibody response observed in our METS patients
reflects humoral activity against Hsp from CT, and by molecular homology also against
endothelial Hsp60. Indeed, recent data indicate that in patients with persistent infection by
CT, autoimmunity and atherogenesis may result from an antibody response directed to
endothelial Hsp60. On the other hand, tumor cells expressing surface Hsp60 can be lysed by
cross-reactive antibodies; in the latter circumstance, in patients exposed to CT, a cross-
reactive anti-Hsp response could be protective for neoplasms®’.

In recent years, our research group evaluated a possible association of IgG antibodies
against human Hsp60 and mycobacterial Hsp65 with atherosclerotic disease. Elevated levels
of anti-Hsp60 showed a defined and independent association with peripheral arterial disease®.
Anti-Hsp60 and anti-Hsp65 also independently associated with acute cerebral ischemic
disease®, but not with acute myocardial infarction’’. Other authors confirmed an independent
association of anti-Hsp65 antibodies with ischemic cerebral vascular disease’' and obstructive
carotid disease’*".

Also of interest, other CT components, that are not Hsp, can mimic human proteins
and be the target of cross-reactive antibodies. This is the case of DNA primase of CT ™.

The relationship of anti-CT antibodies, METS and atherosclerosis warrants further
studies. Currently the data are insufficient to define diagnostic and therapeutic implications.
As to the Chlamydia pneumoniae- atherosclerotic disease binomial, not discussed in this
study, IgA antibodies to this pathogen were associated with the occurrence of coronary
stenosis according to two studies’"°.

The data concerning antibiotic therapy for Chlamydia pneumoniae in patients with

established atherosclerotic disease are in conflict. Twelve weeks of treatment with antibiotics
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reduced cardiac events in patients with acute coronary syndromes by 36%, after 1 year of
observation’.

In another study, the effect of treatment with macrolide antibiotics was short-lived in
patients with angina pectoris’®. In peripheral arterial disease, the use of rifalazil, a powerful
anti-Chlamydia pneumoniae drug, did not modify the quality of life of patients compared to
controls””. Data on a possible treatment for CT infection in patients with METS or

atherosclerotic disease, not available at this point, are expected for the future.

Study limitations

Although the comparative results indicate that the elevated levels of anti-CT IgA are
more frequent in METS than in healthy controls, we should emphasize that the overall
prevalence of a positive antibody test was relatively small (17%). Moreover, test positivity in
healthy controls was not negligible (6%). Although the total number of controls was not
exactly small, it was smaller than the overall number of patients with METS, and this is
certainly one of the limitations of our study. However, the numerical difference in relation to
the controls practically disappears when analyzing subgroups of patients with METS.

Even though the individuals in our control group did not fulfill the classical criteria
for METS, the possible occurrence of isolated stigmata of METS in these individuals is
another limitation of our study. Not obtaining data referring to race in the controls made it
impossible to adjust for this variable in the statistical analysis.

Finally, we admit that if we had tested for both anti-CT antibodies and antibodies
against Hsp60 (human and /or of Chlamydia), we could have obtained data of interest in the
interpretation of this intriguing anti-CT IgA response seen in METS. Further studies are

needed to explain the ethiopathogenic role of anti-CT IgA response in these individuals.

Conclusions

I) The prevalence of IgA anti-CT, but not of anti-CT IgG antibodies, was
significantly higher in patients with METS than in healthy controls matched by sex and age;
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IT) The occurrence of anti-CT antibodies was associated with the presence of METS
as a whole;

II) The IgA anti-CT response, presumably of the acute phase, predominated in
patients with non-complicated metabolic syndrome as compared to healthy controls;

IV) A positive test for IgA anti-CT was associated with the presence of non-

complicated METS, independent of sex and age.
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ANEXO A - Termo de consentimento livre e esclarecido

ANTICORPOS CONTRA Chlamydia trachomatis e SINDROME METABOLICA

Colaborador: Luciele Sehnem
Pesquisador Responsavel: Prof®. Dr. Henrique Luiz Staub
Telefone para contato: (51) 9803-0241

Justificativa e objetivo da pesquisa.

Sindrome Metabdlica ¢ o conjunto de fatores de risco que levam ao desenvolvimento
de doengas cardiovasculares. A Chlamydia trachomatis ¢ uma bactéria causadora de infec¢des
cronicas e pode estar ligada a sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares.

Justificativa: Os potenciais “gatilhos” infecciosos para SM foram incompletamente
estudados até o momento. Desta forma, ¢ de interesse avaliar a frequéncia de anticorpos anti-
Chlamydia trachomatis de memoria (IgG) e de fase aguda (IgA) em pacientes com SM
associada ou ndo a eventos cardiovasculares comparativamente a controles sadios.

Objetivo: Avaliar a prevaléncia de anticorpos IgG e IgA anti-Chlamydia trachomatis
em pacientes com SM com e sem evento cardiovasculares prévios, comparados a controles
sadios.

Dos procedimentos.

O meio que vamos usar para realizar a pesquisa de anticorpos se da através de soro
humano, isto é, da coleta de 5 ml do seu sangue. Este sangue total obtido de vocé sera
separado e analisado em laboratorio.

Riscos e beneficios.

A coleta para exames do seu sangue n3o envolve riscos, desde que os materiais
empregados sejam descartaveis, o local de coleta vai ser limpo e livre de contaminagdes.
Pode-lhe ocorrer algum tipo de desconforto causado pela ansiedade ou pela necessidade do
jejum, podendo ocorrer tonturas ou mesmo desmaios. Mas este procedimento ¢ importante
para contribuicdo da pesquisa e da ciéncia.

Dvidas, privacidade e abandono da pesquisa.

Ressaltamos também que a concordancia em participar deste estudo ndo implica
necessariamente em qualquer modificacdo no seu tratamento, nem tampouco os resultados
destes exames terdo efeitos sobre ele. Da mesma forma, a ndo concordancia em participar
deste estudo ndo ird alterar de nenhuma maneira seu tratamento ja estabelecido.

. fui informado dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi
informagdo a respeito do tratamento recebido e esclareci minhas dividas. Sei que em qualquer
momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo se assim eu o
desejar. A pesquisadora Luciele Sehnem certificou-me de que todos os dados desta pesquisa
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referentes ao resultado dos exames serdo confidenciais, bem como o seu tratamento ndo sera
modificado em razdo desta pesquisa e terei liberdade de retirar meu consentimento de
participagdo na pesquisa, face a estas informagoes.

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo, posso chamar a Luciele Sehnem no
telefone (51) 9803-0241. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos como participante
deste estudo ou se penso que fui prejudicado pela minha participagdo, posso em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) através do telefone (51) 3320-3345.

Declaro que recebi copia do presente Termo de Compromisso.

Assinatura do Paciente Nome Data

Assinatura do Pesquisador Nome Data

Este formulario foi lido para o paciente

em / / pela pesquisadora Luciele Sehnem enquanto eu estava presente.

Assinatura da testemunha Nome Data
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ANEXO B - Carta de aprovacgiao do comité de ética em pesquisa da
PUCRS

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OF.CEP-1008/09 Porto Alegre, 07 de agosto de 2009.

Senhor Pesquisador,

O Comitd de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
say protocolo de pesquisa registro CEP 0B/044B3 intitulado “Anticorpos
contra Chlamydia trachomatis em pacientes com sindrome
metabalica®. j

Sallentamos gue sey estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatdrios parciais e final deverdo ser encaminhados a este
CEP.
Atenciosamente,
Prof, Dr
Coordena
Ilma. Sr.

Dr. Henrigue Luiz Staub
Mesta Unlversidade

pus Central
E ms Av. Ipiranga, 6550 - andar = CEP: #610-000
Sala 314 = Fong Fau: (51) 3320-3345
E-mall; CRp@ouCrs.be
WA, LT, B BrRR SR
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ABSTRACT

Background: The metabolic syndrome (METS) comprises a cluster of risk factors for
atherosclerotic disease. Pathogens such as Chlamydia pneumoniae and Helycobacter pylori
may be involved on triggering and perpetuation of atherogenesis, but their relationship with
METS is rather unknown. Exposition to Chlamydia trachomatis (CT) in patients with METS
has been unexplored in the literature up to date. The objective is to evaluate the association, if
any, of IgA and IgG anti-CT antibodies and occurrence of METS.

Methods: In this cross-sectional study, patients with METS with and without previous
cardiovascular disease and age and age and sex-matched controls were evaluated. METS
diagnosis was based on NCEP criteria. IgA and IgG anti-CT antibodies were detected by
immunoenzymatic assay; titers above 1.1 units were considered as positive. The chi-squared
test was utilized for comparison of categoric variables, and the t test for continuous variables.
To estimate the association of anti-CT antibodies and METS, odds ratios were calculated.
Logistic regression was utilized for adjustment of age and sex.

Results: The total survey included 238 individuals: 101 patients (42.5%) with METS
without cardiac events; 47 (19.7%) with METS and previous cardiac events; and 90 (37.8%)
healthy controls. Females predominated in the 3 groups of patients. The global mean age was
59.7 years. The prevalence of a positive test for IgA anti-CT was higher in patients with
METS (17%) than in controls (6%) (P=0.015). Elevated levels of IgA anti-CT associated
significantly with occurrence of METS in comparison to healthy controls after adjustment for
sex and age (OR=3.4; CI95% 1.2-9,4; P=0.015). In the subgroup analysis, elevated levels of
IgA anti-CT were more prevalent in non-complicated METS than in controls (P=0.013). After
adjustment for age and sex, the association of IgA anti-CT with non-complicated METS
remained defined (OR=3.6; C195% 1.32-10,2; P=0.015).

Conclusions: IgA anti-CT antibodies, possibly of acute phase, were more prevalent in
METS than in healthy controls. A positive test for IgA anti-CT associated particularly to non-
complicated METS. The role of such IgA response in patients with METS should be detailed
in forecoming studies.
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INTRODUCTION

Metabolic Syndrome (METS) is a combination of abdominal obesity, arterial
hypertension and glycolipid metabolism abnormalities. The National Cholesterol Education
Programme Adult Treatment Panel 111 (NCEP ATP III) considers METS a proinflammatory
and prothrombotic state culminating in cardiovascular diseases. Thus, METS is considered a
proatherogenic entity. The prevalence of METS in the United States is estimated as 24% of
the adult population[1-3]. The association between METS and cardiovascular disease
(particularly in males) was confirmed by Lakka et al (2002)[4].

METS is notable for generating a chronic inflammatory response[5]. Adipocytes of
patients with METS are known to synthetize proinflammatory cytokines as tumor necrosis
factor (TNF) and interleukin 6 (IL-6); these in turn stimulate the production of C-reactive
protein (CRP) by the hepatocytes[6-9].

Intravascular inflammation plays a relevant role in triggering atherogenesis. There
are signs that infectious agents can predispose to the development of atherosclerosis and
cardiovascular events. Exposure to pathogens such as herpes virus type 1, hepatitis A. B and
C virus, cytomegalovirus, Helicobacter pylori and Chlamydia pneumoniae could be involved
in triggering atherosclerotic disease[10-13]. Murine infection by Chlamydia pneumoniae of
the AR39 subtype significantly exacerbated the aortic atheromatosis in the presence of
hypercholesterolemia[14].

Thermal shock proteins (Hsp) from pathogens such as Chlamydia pneumoniae are
highly homologous with 60 kilodalton (kDa) endothelial Hsp. Endothelial Hsp in turn
participate directly in atherogenesis when they stimulate the migration of smooth muscle cells
to the intima layer and activate monocytes. Cross-reactive anti-Hsp antibodies could speed up
autoimmune endothelial damage[15].

A possible proatherogenic effect which can be attributed to exposure to gram-
negative genus Chlamydia bacteria is far from being clearly understood[16,17]. Chlamydia
are obligatory intracellular pathogens, with a biphasic life cycle. In the extracellular medium
their elementary bodies can activate the macrophagic and lymphocytary system, with the
consequent release of proinflammatory cytokines such as TNF and gamma-interferon[18].

Chlamydia trachomatis (CT), with predominantly sexual transmission, may cause
eye infections such as trachoma and urogenital infections[19]. In turn, exposure to Chlamydia

pneumoniae causes respiratory tropism infections. The comparative analysis of genomes of
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the two species shows that 214 pre-protein sequences of Chlamydia pneumoniae are not
found in the genome of CT, which might explain the different biological behavior of the two
species[20].

There are signs that Chlamydia pneumoniae may infect endothelial cells, smooth
muscle cells, macrophages and lymphocytes, all of them involved in atherogenesis[21].
Importantly, CT subtypes H and L also infect human endothelial cells in a culture; the
endothelial exposure to these species of Chlamydia induces a procoagulant state manifested
by the hyperexpression of tissue factor[22]. Although other authors confirmed infection of
endothelial cells by CT, they did not observe the synthesis of IL-8 and adesines by the
endothelium under these circumstances, differently from what occurred when there was
exposure to Chlamydia pneumoniae[23].

The possible participation of genus Chlamydia bacteria in the atherogenic process is
quite polemical. It is possible if these bacteria are associated with intravascular autoimmune
phenomena via the expression of Hsp homologous to the endothelial ones. A direct effect of
these pathogens on the endothelial wall can also not be ruled out.

Most of the studies directed at the CT-vascular damage binomial are based on animal
models, or series of case. There are few observational studies which evaluated exposure to CT
in patients with atherosclerotic disease. In METS, the main focus of this study, the role of
infection by CT has not yet been analyzed. METS, as a proinflammatory and prothrombotic
entity[24], seems appropriate to us for the study of the CT-vasculopathy relationship.

In this context, we aim to evaluate the prevalence of acute phase antibodies (IgA)
and memory antibodies (IgG) against CT in metabolic patients, with and without prior
cardiovascular events. This dichotomization of patients with METS may allow us to reach
more detailed conclusions about the role of CT in this context. At the same time we will
evaluate whether a positive test for anti-CT IgA or IgG is associated with the occurrence of

METS.

METHODS

Population
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The controlled cross-sectional study included individuals with METS who are being
followed at the Outpatient Clinic for Cardiometabolic Risk at Hospital Sdo Lucas of the
Pontifical Catholic University-PUCRS (HSL-PUCRS). The sample was selected
independently of sex or race. It was divided into three groups: patient with METS without
cardiac events, patients with METS with a prior cardiac event (acute myocardial infarction,
acute coronary syndrome, history of myocardial revascularization surgery) and controls. The
confirmation of cardiac events was obtained by looking at the medical files.

In order to diagnose METS, the classical criteria of NCEP[25] were followed, where
at least three of the characteristics below were present: abdominal circumference > 102 cm if
male or > 88 cm if female; triglyceride serum levels > 150 mg/dl; high density lipoprotein
(HDL) serum levels of cholesterol < 40 mg/dl if male or < 50 mg/dl if female; blood pressure
> 130/85 mmHg; fasting glycemia > 100 mg/dl.

The group of controls, paired by sex and age, was selected at the Hospital Sdo Lucas
(HSL) blood bank at PUCRS. The controls were tested in the Pathology Laboratory of
HSL/PUCRS for HDL, glucose and triglycerides, besides the routine immunological tests
(anti-HIV 1/2, anti-HCV, anti-HTLV, Chagas, VDRL, HbsAg and anti-Hbc). Individuals who
presented three or more diagnostic criteria for METS according to NCEP* were excluded
from this group. The clinical and demographic data were obtained by filling out a form during
an interview with donors or family members, and the following characteristics were
considered: age, sex and history of coronary artery disease. All individuals in the study agreed

to participate in the research on presenting the Letter of Free and Informed Consent.

Serology

The blood samples (5 ml) were collected from a peripheral vein, centrifuged to
obtain the serum and frozen up to 2 hours after collection. They were then stored at -70°C for
later immunoenzymatic testing.

The serology was performed in the Immunology Laboratory at HSL-PUCRS.
Antibodies of IGA and IgG isotopes against Chlamydia trachomatis were evaluated using an
immunoenzymatic assay (ELISA) with the Chlamydia trachomatis IgA and IgG - SYM
commercial kit of ALKA® — Tecnologia em Diagnéstico, Sio Paulo, Brazil. The CT antigen

linked to the solid phase of the plate was the external protein of the membrane. The
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liposaccharid responsible for most of the cross-reactions with other species of Chlamydia was
not included in the microplate. In brief, 5 pl of the patient’s serum and of the positive and
negative controls (in duplicate) were placed in the microplate wells and diluted in 100 pl of
dilutant of the samples containing a phosphate buffer with protein stabilizer. Then the plate
was incubated in an oven at 37°C for 45 minutes. The microplate was then submitted to 5
washings, in which unspecific antibodies were eliminated. Next, 100 pl of the enzymatic
conjugate (human anti-IgA or anti-IgG solution conjugated with peroxidase) were added to all
the microplate wells; the plate was then incubated again at 37°C for 30 minutes. After five
washings, 100 ul of colorless substrate were placed in all the wells. The microplate was then
incubated in the dark at ambient temperature for 20 minutes. Fifty pl of the stop solution were
added. The results were obtained after test validation, depending on sample absorbance,
evaluated by spectrophotometry with a 450/620nm wavelength. The color intensity obtained
with samples from patients with METS was compared to that of the controls. Titers were
considered positive when above 1.1 units for the two isotypes and negative when below 0.9

units for both isotypes[26,27].

Statistical methods

The confidence interval (CI) based on binomial distribution was used in the analysis
of proportion. The Chi-squared test was used to compare the categorical variables, and the
Student t test to compare the continuous variables. In order to estimate the degree of
association between anti-CT antibodies and METS outcome, odds ratios (OR) with a
confidence interval of 95% (CI95%) were calculated. Logistic regression was used to adjust
the confounding factors (sex and age). The data were analyzed with the help of the Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows program, version 11.5, Chicago, IL.

Ethical Considerations
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The research project in this study was submitted to the Ethics in Research Committee
of the Medical School at PUCRS, and approved on August 7, 2009, registered under number
OF.CEP-1008/09.

RESULTS

The overall sample of the study was 238 individuals (72.3% women, P<0.0001). One
hundred and one patients comprised the METS group without prior cardiac events
(METSwoE); 47 patients presented METS and prior cardiac events (METSwWE), and 90
individuals comprised the group of healthy controls. Females predominated in the 2 groups
with METS, and this information was not significant in the comparison with healthy controls.
The overall mean age was 59.7 (= 9.9 SD); in patients with METS as a whole, the mean age
was 60.2 years. There was no significant difference in the mean age between the groups of
patients with METS and controls. These data are summarized in table 1.

The prevalence of anti-CT IgA and IgG, as well as the association between these
antibodies and METS after adjustment for sex and age by logistic regression, is shown in
table 2. High levels of anti-CT IgA were detected considerably more in patients with METS
than in healthy controls. The occurrence of a positive test for anti-CT IgA was significantly
associated with METS.

The frequency of positivity for anti-CT antibodies was compared in the 3 groups of
individuals (table 3). The positive test frequency for anti-CT IgA was significant in patients
with METSwoE compared to the healthy controls; there was no significant difference in the
other comparisons between the three groups.

After adjusting for sex and age in a logistic regression model, OR were obtained for
anti-CT IgG and IgA antibodies in the different comparisons between the three groups of
individuals. The effect of these adjustments using logistic regression in OR can be seen in
table 4. A positive test for anti-CT IgA was associated significantly with the occurrence of
METSwoE when these were compared to healthy controls. The association involving anti-CT
IgA was not confirmed when individuals with METSWE were compared to healthy controls,
or when the 2 groups of patients with METS were compared to each other. The occurrence of
a positive test for anti-CT IgG was not associated with METS in any of the combinations

tested.
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DISCUSSION

The role of pathogens on the atherogenesis process has caused great controversy in
the scientific community in recent years[28]. The relationship of METS, a proatherogenic
entity, with infectious agents has not been much studied so far; possibly pathogens contribute
directly or indirectly to atheroma formation[29]. It is known that Chlamydia microorganisms,
including CT, can infect endothelial cells[22,23].

Our study evaluated the frequency of anti-CT IgA and IgG antibodies in patients
with METS. A subgroup of our patients was in a preatherosclerotic situation (non-
complicated METS), while the other subgroup presented a history of cardiovascular problems.
This stratification of patients with METS enabled us to present a few hypotheses that are of
interest. At the same time, we looked at the association between a positive test for anti-CT
antibodies and the occurrence of METS.

The overall cases of the study included 238 individuals (two thirds female). Women
predominated in both groups of patients with METS (non-complicated and with a
cardiovascular history). The controls were paired by sex. Predominance by sex in patients
with METS has not been defined in the literature; METS can prevail among males[30], occur
without differences in both sexes[31] or, as in our study, predominate in females[32]. This
discrepancy of findings can be explained by the selection of the samples and design of the
studies[30-32].

The mean age of our global sample was around 59 years (around 60 years in the
METS group). The controls group was paired by age, which implied equity in the distribution
of the mean ages in individuals with METS and controls. The mean age group of our patients
with METS agrees with the data of other studies[32,33]. METS occurred more between the
age of 55 and 64 years and increased with age, according to a Latin-American study[1].

Considering the total population of patients with METS compared to healthy
controls, high levels of anti-CT IgA (but not of IgG) were considerably more frequent in the
target population. The OR obtained after adjusting for sex and age (3.4; CI95% 1.2-9.4;
P=0.015) indicated an association of a positive test for anti-CT IgA with METS. In another
rare study involving infectious agents and METS, IgG anti-Chlamydia pneumoniae was
significantly associated with METS in an Iranian population; anti-CT antibodies were not

evaluated[12].
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Our data indicated that a positive test for anti-CT IgA was more prevalent in the
population of patients with non-complicated METS than in healthy controls (P=0.013). When
we compared patients with complicated METS and controls, there was no significant
difference in positivity for CT IgA; it is thus inferred that the overall association between anti-
CT IgA and METS was based on the greater positivity of the subgroup of non-complicated
patients.

After adjustments for sex and age, we found that a positive test for anti-CT IgA was
significantly associated with non-complicated METS when compared to healthy controls
(OR=3.6; CI95% 1.32-10.2; P=0.015). This did not occur when patients with METS
associated with prior events were compared to controls, or when the two metabolic
populations were mutually compared. Interestingly, a positive test for anti-CT IgG was not
associated with the occurrence of any of the two METS sub-groups.

Our option of testing isotype IgA as a presumably acute phase antibody is based on
the tropism of CT by mucous membranes. Recent data corroborate the testing of anti-CT IgA
in urogenital infections[34,35]. Although the accuracy of the serological methods (indirect
immunofluorescence, immunoenzymatic assay) to detect anti-CT antibodies is a matter of
debate, serology is still preferable to other methods under these circumstances[36]. We chose
the immunoenzymatic method due to the availability of this assay at our Hospital.

The exacerbated anti-CT IgA response seen in our patients with METS was not
previously described in the literature. This antibody response may reflect an exposure to the
pathogen during the acute phase. Memory isotypes (IgG) were not significantly detected in
our METS patients, which would theoretically increase the possibility of a recent IgA
response in these individuals.

The reasons why the anti-CT IgA response predominated in our patients with non-
complicated METS are unknown. An hypothesis we could postulate is that the infectious
“trigger” that generates the IgA response could be selectively present before the event,
tending to disappear after the ischemic episode. The reasons why the IgA response becomes
undetectable in patients with cardiac events are also unknown, but could include the clearance
of the IgA-CT complex by macrophages, during or right after the ischemic event, or else the
incapacity to generate humoral response post ischemic event.

An ethiopathogenic role has been postulated for infectious agents in established
atherosclerotic disease, but the intrinsic mechanisms of this relationship are unknown[35,37-
39]. The agents commonly associated with atherosclerosis include Chlamydia

pneumoniae[40,41], Helicobacter pylori[41,42], cytomegalovirus[43,44], herpes virus[45,46]
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and hepatitis A, B and C virus[47-49]. In contrast, other authors reported the absence of
association between atherosclerotic disease and exposure to Chlamydia pneumoniae[50,51],
Helicobacter pylori[50,52], cytomegalovirus[42,50], herpes virus[51] or hepatitis virus[53-
55]. Chlamydia pneumoniae infection can be considered a contributing factor to
atherogenesis, but not an independent risk factor for atherosclerotic disease[56].

Our subgroup of patients with METS and prior cardiac events conceptually
comprises individuals with established atherosclerosis. In this specific subpopulation, the
prevalence of anti-CT IgA and IgG was not increased in comparison to controls, and a
positive test for the two isotypes was not associated with the outcome. There is a notable
scarcity of literature on the association of anti-CT antibodies and established atherosclerotic
disease.

Murine exposure to CT was able to trigger respiratory infection and later
cadiovascular disease[57]. The phosphatidylcholine metabolism derived from LDL is
accelerated in the presence of CT infection[58]. It is noteworthy that nasal exposure of
apolipoprotein  E-deficient murines to Chlamydia pneumoniae accelerated aortic
atheromatosis; when the animals were inoculated with CT, the inflammatory changes in the
aorta were mild and transient[59]. Mavrogeni et al (2008) documented the presence of
myocardioathy in a patient infected by CT and with a history of recurrent prostatitis[60].

A molecular mimicry mechanism is a plausible explanation for the possible
pathogenicity of anti-CT antibodies in patients with METS and atheromatosis. In this context,
60 kDa proteins of the external membrane (probably Hsp) of several species of Chlamydia
mimic peptidic sequences of cardiac myosin; immunization of murines with this peptide
induced myocardiopathy, probably due to a cross-reactive humoral response[61].

The detection of Hsp60 on the surface of activated endothelial cells was recently
confirmed by focal microscopy[62]. Hsp60 derived from Chlamydia, as well as human
Hsp60, can activate endothelial cells, smooth muscle cells and macrophages[63]. An anti-
Hsp60 humoral response may be cytotoxic to the endothelium according to data from
1995[64]. Anti-Hsp50 antibodies can stimulate the synthesis of proinflammatory cytokines by
the endothelium, and high levels of this antibody were associated with the severity of the
atherosclerotic process[65]. In men with coronary disease, apart from exacerbated anti-
Chlamydia pnemoniae IgA and IgG responses, a marked cell response to CT antigens was
documented[66].

It could be accepted that the IgA antibody response observed in our METS patients

reflects humoral activity against Hsp from CT, and by molecular homology also against
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endothelial Hsp60. Indeed, recent data indicate that in patients with persistent infection by
CT, autoimmunity and atherogenesis may result from an antibody response directed to
endothelial Hsp60. On the other hand, tumor cells expressing surface Hsp60 can be lysed by
cross-reactive antibodies; in the latter circumstance, in patients exposed to CT, a cross-
reactive anti-Hsp response could be protective for neoplasms[67].

In recent years, our research group evaluated a possible association of IgG antibodies
against human Hsp60 and mycobacterial Hsp65 with atherosclerotic disease. Elevated levels
of anti-Hsp60 showed a defined and independent association with peripheral arterial
disease[68]. Anti-Hsp60 and anti-Hsp65 also independently associated with acute cerebral
ischemic disease[69], but not with acute myocardial infarction[70]. Other authors confirmed
an independent association of anti-Hsp65 antibodies with ischemic cerebral vascular
disease[71] and obstructive carotid disease[72,73].

Also of interest, other CT components, that are not Hsp, can mimic human proteins
and be the target of cross-reactive antibodies. This is the case of DNA primase of CT[74].

The relationship of anti-CT antibodies, METS and atherosclerosis warrants further
studies. Currently the data are insufficient to define diagnostic and therapeutic implications.
As to the Chlamydia pneumoniae- atherosclerotic disease binomial, not discussed in this
study, IgA antibodies to this pathogen were associated with the occurrence of coronary
stenosis according to two studies[75,76].

The data concerning antibiotic therapy for Chlamydia pneumoniae in patients with
established atherosclerotic disease are in conflict. Twelve weeks of treatment with antibiotics
reduced cardiac events in patients with acute coronary syndromes by 36%, after 1 year of
observation[77].

In another study, the effect of treatment with macrolide antibiotics was short-lived in
patients with angina pectoris[78]. In peripheral arterial disease, the use of rifalazil, a powerful
anti-Chlamydia pneumoniae drug, did not modify the quality of life of patients compared to
controls[79]. Data on a possible treatment for CT infection in patients with METS or

atherosclerotic disease, not available at this point, are expected for the future.

Study limitations
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Although the comparative results indicate that the elevated levels of anti-CT IgA are
more frequent in METS than in healthy controls, we should emphasize that the overall
prevalence of a positive antibody test was relatively small (17%). Moreover, test positivity in
healthy controls was not negligible (6%). Although the total number of controls was not
exactly small, it was smaller than the overall number of patients with METS, and this is
certainly one of the limitations of our study. However, the numerical difference in relation to
the controls practically disappears when analyzing subgroups of patients with METS.

Even though the individuals in our control group did not fulfill the classical criteria
for METS, the possible occurrence of isolated stigmata of METS in these individuals is
another limitation of our study. Not obtaining data referring to race in the controls made it
impossible to adjust for this variable in the statistical analysis.

Finally, we admit that if we had tested for both anti-CT antibodies and antibodies
against Hsp60 (human and /or of Chlamydia), we could have obtained data of interest in the
interpretation of this intriguing anti-CT IgA response seen in METS. Further studies are

needed to explain the ethiopathogenic role of anti-CT IgA response in these individuals.

CONCLUSIONS

I) The prevalence of IgA anti-CT, but not of anti-CT IgG antibodies, was
significantly higher in patients with METS than in healthy controls matched by sex and age;

IT) The occurrence of anti-CT antibodies was associated with the presence of METS
as a whole;

IIT) The IgA anti-CT response, presumably of the acute phase, predominated in
patients with non-complicated metabolic syndrome as compared to healthy controls;

IV) A positive test for IgA anti-CT was associated with the presence of non-

complicated METS, independent of sex and age.
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TABLES

Table 1. Demographic data of the sample.

Total Women

(n=238) (n=172)

N N P°  Years +SD P
METSwoE 101 (42.5%) 78 (78.2%) 0.34 589 9.9  0.64
METSWE 47 (19.7%) 28(59.6%) 0.13 61.6 85  0.36

Controls 90 (37.8%) 65 (72.2%) 596 106

Mean Age

n/N: sample number; SD: standard deviation; METSwoE: METS without cardiac
events; METSwE: METS with cardiac event; *Chi-square test, compared to
controls; Student t test, compared to controls.

Table 2. Association between anti-CT IgA and IgG and METS.
With METS  Controls

kk

OR" CI95% P

(n=148) (n=90)
Anti-CT IgA  17.0% 6.0% 34 1294 0.015
Anti-CT IgG  4.1% 2.2% 1.8 0495 045

CT: Chlamydia trachomatis; METS: metabolic syndrome, n: absolute number;
OR": 0dds ratio adjusted fpr sex and age; C195%: 95% confidence interval; = Chi-
square test.

Table 3. Prevalence of anti-CT IGA and IgG antibodies in individuals with METS (with
and without cardiac events) and controls.

METS METS METS  METS
Controls * Controls * *
woE (n=90) P wE (n=90) P woE wE P
(n=101) (n=47) (n=101) (n=47)
Anti-
CT 18% 6% 0.013 15% 6% 0.11 18% 15%  0.81
IgA
Anti-
CT 3% 2.2% 0.99 6.4% 2.2% 0.34 3% 6.4% 0.39
IgG

CT: Chlamydia trachomatis; METS: metabolic syndrome; METSwoE: METS without cardiac events, METSwWE:
METS with cardiovascular events; . Chi-square test.
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Table 4. Odds ratios adjusted for anti-CT IgA and IgG in the different groups.

*

OR CI95% P
Anti-CT IgA: METSwoE x controls 3.6 1.32-10.2 0.015
Anti-CT IgG : METSwoE x controls 1.2 0.2-7.5 0.82
Anti-CT IgA : METSWE x controls 3.1 0.9-10.9 0.06
Anti-CT IgG: METSwE x controls 3.6 0.5-22.0 0.17
Anti-CT IgA : METSwWE x METSwoE 1.2 0.05-1.7 0.19
Anti-CT IgG : METSwWE x METSwoE 032 04532 0.69

CT: Chlamydia trachomatis; OR adjusted for sex and age in a logistic regression model. CI95% 95%
confidence interval; METSwoE: METS without cardiovascular events; METSwE: METS with
cardiovascular events.
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