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RESUMO

Base tedrica - A doenca obstrutiva severa de artérias carétidas (DOSAC) esta
relacionada a aterosclerose (ATC). Mecanismos de inflamagao e auto-imunidade
podem influenciar o deflagramento da ATC. Neste contexto, incluem-se anticorpos
antifosfolipides (AAF), marcadores da sindrome antifosfolipidica (SAF) e
anticorpos contra proteinas de choque térmico (anti-Hsp). A beta2-glicoproteina |
(beta2-gpl) e as Hsp de 60 e 65 kilodaltons (kDa) sdo moléculas encontradas em
ateromas. O relato € o primeiro a incluir a pesquisa de IgA anticardiolipina (aCL),
IgG/IgM/IgA antibeta2-gpl e anti-HSP em casuisticas de DOSAC.

Objetivo - Avaliar a associagdo, se alguma, entre ocorréncia de AAF/anti-Hsp e
DOSAC.

Pacientes e Métodos - Neste estudo de caso-controle, os casos consistiram de
uma populagdo de pacientes com DOSAC (sintomatica ou assintomatica). A
presenga de DOSAC foi definida pela anamnese, exame fisico, angiografia por
ressonancia nuclear magnética (ARM) e endarterectomia de carotida. Os
controles foram selecionados de enfermarias de ortopedia. Ambos 0s grupos
foram avaliados quanto aos fatores de risco: idade, sexo, raca, hipertensao
arterial sistémica (HAS), tabagismo, diabete mellitus (DM) e hipercolesterolemia.
Anticorpos IgG/IgM/IgA aCL, IgG/IgM/IgA antibeta2-gpl, 1gG anti-Hsp 60 kDa
humana recombinante e IgG anti-Hsp 65 kDa de Mycobacterium bovis foram
detectados através de ensaio enzimatico. Para estimar o grau de associagado dos

anticorpos com DOSAC, razado de chances (odds ratios, OR) foram calculadas
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com seus respectivos IC 95%. Regressao logistica foi utilizada para ajuste de
fatores de confuséo.

Resultados - Entre os 57 casos e 93 controles estudados, a média de idade foi
de 66 + 8,7 anos nos casos e de 47,5 + 18,8 anos nos controles (P<0,001). A raca
negra predominou no grupo controle. O sexo masculino foi mais frequente nos
casos (61,4%), situacdo que se inverteu nos controles (49,5%). As presencas de
HAS (OR=21,0; 1C95% 8,0 a 57,1; P<0,001) e de hipercolesterolemia (OR=25,5;
IC95% 9,5 a 70,9; P<0,001) determinaram, entre os fatores de risco conhecidos,
as mais fortes associagdes com DOSAC. Anticorpos IgA antibeta2-gpl foram
detectados em 33,3% dos casos e em 9,7% dos controles (OR ajustado 4,7;
IC95% 1,0 a 23,7; P=0,06). A frequéncia dos outros anticorpos testados nao
diferiu significantemente em casos e controles.

Concluséo - Ndo houve associagdo entre ocorréncia de aCL, 1gG/IgM antibeta2-
gpl, anti-Hsp e desfecho DOSAC. A presenca de anticorpos IgA antibeta2-gpl se
configurou como fator de risco independente para DOSAC (OR ajustado 4,7),
embora com significancia limitrofe (P=0,06). A associacao de IgA antibeta2-gpl
com DOSAC pode representar um dos elos na relagdo auto-imunidade e
aterosclerose carotidea.

Palavras-chave: anticorpos anticardiolipina, anticorpos antibeta2-glicoproteina I,

anticorpos anti-Hsp, doencga obstrutiva severa de artérias carotidas.
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SUMMARY

Theoretical basis — Severe obstructive carotid artery disease is related to
atherosclerosis (ATC). Mechanisms of inflammation and self-immunity may have
influence on the occurrence of ATC. This includes antiphospholipid antibodies
(AAP), antiphospholipid syndrome markers (APS) and antibodies against heat
shock proteins (anti-Hsp). A beta 2-glycoprotein | (beta2-gpl) and the 60 and 65
kilodaltons (kDa) Hsp are molecules present in atherosclerotic plaques. This is the
first report including research on IgA anticardiolipin (aCL), IgG/IgM/IgA anti-beta2-
glycoprotein | and anti-HSP in severe obstructive carotid artery disease cases.

Objective — To determine the association, if any, between the presence of
AAP/anti-Hsp and the occurrence of severe obstructive carotid artery disease.

Patients and Methods — In our control case study the cases consisted of patients
with either symptomatic or asymptomatic severe obstructive carotid artery disease.
The presence of the disease was determined by anamnesis, physical examination,
MR angiography (MRA) and carotid endarterectomy. The control group consisted
of patients admitted to orthopedic wards. Both groups were assessed for risk
factors: age, sex, race, hypertension, smoking, diabetes mellitus (DM) and
hypercholesterolemy. 1gG/IgM/IgA aCL, IgG/IgM/IgA anti-beta2-gpl, 1gG anti-Hsp
60 kDa recombinant human and IgG anti-Hsp 65 kDa of Mycobacterium bovis
antibodies were detected by enzymatic test. In order to assess the degree of

association between antibodies with severe obstructive carotid artery disease,
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(odds ratios, OR) were calculated with their respective confidence intervals (IC
95%). Logistic regression was used to adjust the confusion factors.

Results — 57 case patients and 93 control patients were studied and the average
age was 66 + 8.7 years for case patients and 47.5 + 18.8 years for control patients
(P<0.001). There was a predominance of black race individuals in the control
group. Most case patients were male individuals (61.4%), but there were less male
individuals (49.5%) among control patients. The presence of hypertension
(OR=21.0; IC 95% 8.0 to 57.1; P<0.001) and hypercholesterolemy (OR=25.5; IC
95% 9.5 to 70.9; P<0,001) determined the strongest associations between the risk
factors already known and severe obstructive carotid artery disease. IgA
antibeta2-gpl antibodies were detected in 33.3% of the case patients and in 9.7%
of the control patients (OR adjusted 4.7; IC 95% 1.0 to 23.7; P=0.06). The
frequency of other non-tested antibodies was not significantly different in cases
and controls.

Conclusion — No association was found between the presence of aCL, IgG/IgM
antibeta2-gpl, anti-Hsp and the occurrence of severe obstructive carotid artery
disease. The presence of IgA antibeta2-gpl antibodies was found to be an
independent risk factor for severe obstructive carotid artery disease (OR adjusted
4.7), although with borderline significance (P=0,06). The association of IgA
antibeta2-gpl with severe obstructive carotid artery disease may be one of the
links between auto-immunity and carotid.

Key-words: Anticardiolipin antibodies, anti-beta2-glycoprotein | antibodies, anti-

Hsp antibodies, severe obstructive carotid artery disease.
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1 INTRODUGAO

1.1 Célula Endotelial e o Endotélio

A célula endotelial é a unidade do endotélio que, na sua integridade
estrutural e funcional, compdée uma monocamada de epitélio pavimentoso
localizado entre o sangue circulante e a camada média dos vasos, posi¢cao
estratégica para a manutencdo da homeostasia. O endotélio reveste todo o
sistema vascular desde o coragao, as grandes artérias até os capilares e toda a
rede venosa e linfatica. Anatomicamente, devido a privilegiada extensao, tem a
capacidade de detectar minimas alteragdes e, através de imensa rede de
transmissao de dados, controla ativamente o tbnus vascular, a coagulagao, a
trombodlise, a remodelacdo vascular e a resposta inflamatéria e imune.
Funcionalmente, seu conjunto comporta-se como um 6érgéo de impacto a quase
todas as doencas, sendo o primeiro a reagir(1).

As modificacbes sao detectadas pelo endotélio em qualquer local do
organismo e as informagdes sdo transmitidas por meio de comunicagdes
intercelulares para todas as outras células endoteliais que participam local ou
sistemicamente, dependendo da repercussao da agressao. Considera-se a célula
endotelial o mais perfeito sensor bioldgico existente (2).

O endotélio normal é um o6rgdo multifuncional versatil, além da
manutengcdao da barreira a permeabilidade, tem inumeras propriedades
sintéticas e metabdlicas que interpretam e respondem a estimulos fisicos e

quimicos. As principais propriedades e fungbes da célula endotelial s&o:
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elaboragcao de anticoagulantes e de moléculas antitrombéticas
(prostaciclinas, trombomodulina, fator tissular ativador do plasminogénio,
moléculas semelhantes a heparina); elaboragcao de moléculas protrombéticas
[fator de von Willebrand (Fator Vllla), fator tecidual, inibidor do ativador do
plasminogénio]; producao de matriz extracelular (colageno, proteoglicanos);
modulagéo do fluxo sangiiineo e da reatividade vascular [vasoconstritores -
endotelinas, enzima conversora da angiotensina (ACE) (Al=All), vasodilatadores
- Oxido nitrico/fator de relaxamento derivado do endotélio (NO/EDRF),
prostaciclina]; regulagdo da inflamag¢ao e da imunidade [interleucinas (IL-1, IL-
6, IL-8)]; moléculas de aderéncia [molécula de adesdao da célula vascular -
vascular-cell adhesion molecules (VCAM), molécula de adesao intercelular -
intercellular adhesion molecules (ICAM), integrinas e selectinas, antigenos de
histocompatibilidade]; regulagdo do crescimento celular [estimuladores do
crescimento - fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator
estimulador de colénias (CSF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e
inibidores do crescimento-heparina, fator beta de transformacao do crescimento

(TGF-B)]; oxidagdo da LDL (3).

1.1.1 Disfungao Endotelial

A disfuncao endotelial (DE) ocorre quando ha desequilibrio na producéo de
substancias pelo endotélio e o nivel oscila para o lado das substancias
vasoconstritoras, protrombogénicas, pro-inflamatérias e proliferativas (3).
Considera-se a DE o estagio inicial de uma série de doencas de natureza

inflamatdria como as vasculites e a aterosclerose (4).
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A disfuncéo endotelial é o ponto inicial da aterosclerose (ATC). Atualmente,
sabe-se que a DE resultante de uma agressao sistematica promove respostas
compensatoérias que alteram a homeostase do endotélio, sobretudo através da
ativacdo de leucdcitos e plaquetas, bem como da alteracdo de sua
permeabilidade as lipoproteinas e outros constituintes plasmaticos. A resposta
vascular a lesao induzida pelos fatores de risco é do tipo inflamatdrio e envolve a
interacdo de diversos grupos celulares, tais como: células endoteliais, mondcitos
(MNC), macrofagos (MCF), linfocitos T (LT) e células musculares lisas (CML) (5).

Esta resposta inflamatéria normalmente ocorre em proporgdes fisioldgicas

apos estimulo induzido pela lipoproteina de baixa densidade - low density
lipoprotein (LDL) que é protetora para o endotélio. No entanto essa resposta pode
se perpetuar com o recrutamento continuo de mondcitos e LT para a regido
subendotelial através da liberagdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento. Também ocorre indugdo de moléculas de adesdo, migragao de

células musculares lisas e formacado de tecido fibrotico, processos inerentes a

formacao da placa aterosclerética (4).

1.1.2 Aterosclerose

A aterosclerose humana é um processo inflamatorio e fibroproliferatico
cronico, sistémico e progressivo, determinado por respostas celulares e
moleculares, altamente especificas, as agressdes da parede arterial (6, 7). Ela
acomete lentamente, por intermédio de disfungdo endotelial, inflamacéo,
proliferagdo celular e alteracdo da matriz extracelular (8), todos os territérios
arteriais, com destaque para a aorta e seus ramos principais, como as artérias

carotidas, renais, iliacas e femorais, assim como o leito coronariano ao longo da
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vida dos individuos. Estagios iniciais da doencga aterosclerética desenvolvem-se
na infancia de maneira silenciosa e progressiva. Estrias gordurosas,
provavelmente a lesdo mais precoce da aterosclerose, aparecem na aorta e nas
artérias carétidas, independente de etnia, sexo ou ambiente (9-13) e sé&o
observadas nas artérias coronarias e cerebrais na adolescéncia (10). As primeiras
manifestagdes clinicas aparecem, geralmente no adulto (14), sob a forma de
complicagdes vasculares, como angina de peito e infarto agudo do miocardio
(IAM) por doenca arterial coronariana (DAC), de acidentes vasculares encefalicos,
de claudicagao intermitente e de aneurismas, entre as mais comuns (15).

As doencgas conseqlentes as complicagdes vasculares da aterosclerose
sao hoje a principal causa de morbimortalidade nos paises desenvolvidos, sendo
responsaveis por mais de 50% dos ébitos em centros urbanos industrializados
(16, 17). Relatos da Organizagao Mundial de Saude estimam que até o ano 2020
a aterosclerose sera a causa de 40% das mortes de todo planeta (18).

No Brasil, em especial no Rio Grande do Sul, o impacto desse grupo de
patologias € também bastante expressivo. Censo do Ministério da Saude revela
que as doengas cardiovasculares ocupam o primeiro lugar com 32% dos o6bitos
nas estatisticas de mortalidade por grupo de causas na populacéo brasileira. Sdo
também responsaveis por cerca de 10% de todas as hospitalizagdes no Sistema
Unico de Saude (19).

A aterosclerose resulta da inter-relagdo multifatorial e complexa entre
endotélio vascular, lipidios, macrofagos, linfécitos T e células musculares lisas,
modulada pela presenca de uma série de fatores de risco, alguns com importante
determinante genético e outros basicamente ambientais. Do primeiro grupo citam-

se: as hiperlipidemias e a hipercolesterolemia familiar (20), hipertensao arterial
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(21, 22), diabete mellitus, sindrome metabdlica (23), histéria familiar de DAC (24)
e hiperhomocisteinemia (25). Tabagismo (26), alimentacéo rica em colesterol e
gorduras saturadas (20) e agentes infecciosos (27) fazem parte do segundo
grupo.

A associagao entre colesterol e aterosclerose e suas complicacbes é
evidente. O advento de potentes farmacos redutores do colesterol como os
inibidores da enzima hidroximetilglutaril-coenzima A redutase (HMGCoA),
genericamente conhecidos como estatinas, traduziu-se em um decréscimo
significativo na morbimortalidade cardiovascular em pacientes
hipercolesterolémicos (28). Com efeito, estudos clinicos e experimentais
desenvolvidos nas ultimas décadas atestam o papel central do colesterol na
formacao e desenvolvimento iniciais da placa (aterogénese), na sua evolugao,

nas complicagdes e nos desfechos clinicos (20).

1.1.3 Aterogénese

A maior concentracdo do colesterol circula no plasma sob a forma de
moléculas de lipoproteina de baixa densidade (LDL). As particulas esféricas de
LDL possuem um nucleo lipofilico formado de ésteres de colesterol e trigliceridios.
Sua superficie polar é constituida por colesterol ndo esterificado e fosfolipidios, os
quais estdo envoltos em um polipeptidio que € a apolipoproteina B-100 (apoB).
Parte consideravel de seu conteudo lipidico é representada por acidos graxos
poliinsaturados (29).

As moléculas de LDL circulantes atravessam o endotélio por difuséo
passiva ao nivel das jun¢des intercelulares. A entrada da LDL na parede vascular

€ diretamente proporcional a sua concentracédo plasmatica. Quando ocorre a DE,
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por diminuicdo ou perda das propriedades vasodilatadoras do endotélio, resulta
um aumento da permeabilidade as lipoproteinas (30). Logo abaixo do endotélio,
confinadas a proteoglicanos da matriz extracelular por diferenga na polaridade
externa entre as duas moléculas, acontece retencao de LDL no fluido intimal,
situagdo determinante para o desenvolvimento da aterosclerose (31). Neste
espaco subintimal a LDL sofre modificacbes quimicas e enzimaticas que incluem
oxidacao, lipdlise, protedlise e agregagao da sua molécula, transformando-se em
LDL “modificada”. Bem diferente da LDL nativa, a LDL modificada é aterogénica,
determinando uma série de respostas inflamatérias, imunomediadas, que

precedem a formacgao e o desenvolvimento da placa (32).

1.1.3.1 Teoria Oxidativa

A oxidacdo é uma das mais significantes modificagbes da LDL e ocorre
quando ela é exposta aos residuos oxidativos (radicais livres de oxigénio) do
metabolismo celular do endotélio, de macrofagos e de células musculares lisas
(33).

Desconhece-se, das caracteristicas da LDL, qual a que determina maior
suscetibilidade a oxidagcdo. Esta se traduz na formagdo de radicais livres no
interior da lipoproteina, seguida de um processo de propagagdo quimica em
cadeia, a partir da subtracdo de um atomo de hidrogénio de um grupo metila do
acido graxo poliinsaturado. Tal processo € mediado, entre outros, por
lipoxigenases presentes em todos os tipos celulares da parede arterial.
Inicialmente, a oxidagéo restringe-se ao conteudo lipidico, dando origem a LDL
minimamente oxidada. Em sequéncia, os acidos graxos se decompdem, gerando

cetonas e aldeidos reativos, os quais, interagindo com grupos lisina e histidina da
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apoB, geram aductos lipoprotéicos, alterando a carga elétrica, a densidade e as
propriedades eletroforéticas da molécula de LDL (29). A oxidagdo da LDL é um
processo complexo e todos os seus componentes, quer protéico, quer lipidico,
sdo, em maior ou menor escala, atingidos de forma variavel. Assim, néo existe
uma soO particula bioquimicamente definivel de lipoproteina de baixa densidade
oxidada (LDLox), mas um amplo espectro de lipidios, fragmentos polipeptidios e
formas mistas oxidadas, diferentes tanto na conformacgdo estrutural quanto
funcionalmente (34).

A LDLox apresenta carga elétrica negativa e deixa de ser reconhecida pelo
seu receptor celular tipico. Passa, entdo, a ser reconhecida pelos chamados
receptores de varredura (scavenger receptors), moléculas de superficie
presentes, entre outros, nos macrofagos e nas células musculares lisas (35, 36).

A LDLox tem acdo quimiotaxica para mondcitos e linfocitos T circulantes
(37). Por ativagao do fator nuclear kapa B (NF-kB) a LDLox induz transcrigao
génica e consequente expressao de moléculas de adesao na superficie endotelial
(38). A selectina-P, a selectina-E e a molécula de adesédo da célula vascular-1
(VCAM-1) sao mediadoras do rolamento e fixagdo dos leucécitos circulantes ao
endotélio (39). Uma vez aderidos, migram, por diapedese, para a intima sob a
acao de quimiocinas como a proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1)
(40). As quimiocinas s&o produzidas por ceélulas endoteliais em resposta a
mediadores inflamatérios como o interferom gama (IFN-y) e por for¢as locais de
cisalhamento entre o endotélio e o sangue circulante. A producédo de quimiocinas
e de moléculas de adesao é contra-regulada, ao nivel de transcricdo génica, pelo
oxido nitrico (NO), vasodilatador enddégeno produzido pela célula endotelial. Esse

mecanismo explica porque as placas desenvolvem-se, preferencialmente, ao nivel
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de bifurcacdes e ramificagdes do leito arterial, onde o estresse hemodinamico é
maior. Nesses sitios ocorre turbilhonamento do sangue, aumento de forgas de
cisalhamento, expressdo de moléculas de adesdao e reducdo da atividade da
sintase do NO, enzima responsavel pela produ¢cdo do vasodilatador (41). Os
mondcitos coletados e co-localizados com LDLox no subendotélio sado ativados e
se transformam em macrofagos. Nesse processo toma parte fundamental o fator
estimulante de colénias de macréfagos (M-CSF), citocina produzida por
macrofagos, células endoteliais e células musculares lisas sob estimulo da LDL
oxidada. O M-CSF seleciona macréfagos produtores de mieloperoxidase, enzima
que, ao produzir in vivo o poderoso oxidante acido hipoclérico, propaga a
oxidagao da lipoproteina e o processo inflamatério (42).

Os macréfagos ativados expressam, em sua superficie, receptores de
varredura como: CD36, CD68 (macrossialina), LOX-1, SR-A (receptor acetilado
do LDL) e receptores toll-like (TL) (43). A interacdo entre LDLox e seu receptor
promove a endocitose da particula e sua degradagao lisossomal. A expresséo e a
ativacdo dos receptores de varredura sdo reguladas pelo fator de transcrigdo
nuclear PPAR-y (Receptor y Ativador do Proliferador de Peroxissomo), cujos
ligantes sdo a prépria LDLox e citocinas como fator de necrose tumoral-a (TNF-o)
e IFN-y (44). Com o acumulo progressivo de ésteres de colesterol no seu interior,
os macréfagos transformam-se em células espumosas, reconhecidas como
precursoras do processo ateroscleratico (37). Os receptores de varredura n&o sao
regulados pelo conteudo de LDLox intracelular. Ocorre, entdo, um depdsito
macigo de colesterol no citoplasma das células espumosas que, uma vez iniciado,
tende a amplificar-se por si mesmo. Contudo a LDLox em excesso é citotoxica e,

assim, as células espumosas necrosam e liberam seu conteudo para o espaco
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intersticial. O acumulo de detritos e de colesterol extracelulares forma o nucleo do
ateroma. Macrofagos ativados e linfécitos T liberam fatores de crescimento como
interleucina-1 que induzem a proliferacdo e a migracdo de células musculares
lisas da tunica média para o subendotélio (45). Células musculares lisas digerem
lipidios extracelulares por fagocitose e contribuem para o aumento do nucleo da
lesdo. Além disso, se diferenciam em fibroblastos, produzindo macromoléculas da
matriz extracelular como colageno, elastina e proteoglicanos. O colageno cria
uma capa fibrosa ao redor dos depdsitos lipidicos que ficam restritos a parede
arterial, formando as chamadas estrias gordurosas. Essas placas lipofibrosas
caracterizam-se por um nucleo necrético, conteudo crescente de cristais de
colesterol, matriz extracelular, células inflamatérias e células musculares lisas
recobertas por uma capa fibrosa. O conteudo necrético da lesédo é representado
por macrofagos, células espumosas, células musculares lisas que se
desintegram, quer por efeito citotoxico direto do seu componente lipidico, quer por
apoptose induzida por citocinas produzidas localmente. Com a evolugao, as
placas aterosclerdticas podem protuberar para o lume vascular, causar

remodelamento arterial, ulcerar e/ou calcificar(45).

1.1.3.2 Placa Aterosclerética

O desenvolvimento da placa e sua consequente estabilidade dependem da
relagdo entre os fatores de crescimento e citocinas liberados localmente pelos
componentes celulares. Nas ultimas décadas, os conhecimentos de biologia
vascular refutaram a hipotese de que o ateroma seria um simples acumulo
passivo de gordura substanciando a idéia de um processo inflamatério dinédmico.

Por exemplo, o fator de crescimento  produzido por células musculares lisas é
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antiinflamatorio e estimula a sintese de proteinas da matriz, estabilizando as
placas. Por outro lado, os macrofagos produzem metaloproteinases e catepsinas
que sdo enzimas que digerem colageno e elastina, tornando as lesdes
vulneraveis a ruptura (46).

Sabe-se hoje que as complicagbes vasculares agudas da aterosclerose
nao decorrem apenas do grau de estenose intraluminal que a placa determina,
mas, principalmente, da sua composigao (47). Estudos histopatolégicos revelam
que placas vulneraveis apresentam uma fina capa de colageno recobrindo um
nucleo com grande acumulo de colesterol livre e esterificado na matriz
extracelular, alta densidade de macrofagos, células espumosas e linfocitos T (48).

A placa aterosclerdtica torna-se instavel quando sua capa fibrosa fratura e
expde o conteudo altamente trombogénico de seu nucleo ao sangue circulante. O
conteudo subcapsular, que € rico em colageno e em fator tecidual, quando
expostos a circulacdo, promove adesdo e ativacao plaquetaria, ativagcdo da
cascata de coagulagéo e trombose (49). A perda de continuidade da capa fibrosa
pode ocorrer por erosao superficial, por hemorragia intraplaca decorrente de neo-
angiogénese intimal e por ruptura. A ruptura da capa fibrosa € o mecanismo mais
comum da instabilidade da placa e da inicio aos processos hemostaticos que
conduzem a formag&o de trombos intravasculares e sindromes agudas. Ocorre
mais frequentemente em suas margens, ou seja, nos sitios de jungdo com a
parede arterial. Nesse local, as placas vulneraveis sdo particularmente ricas em
macrofagos e linfécitos T ativados, apresentando poucas células musculares lisas
e pequeno arcabougo colageno (50).

Na metade da década de 80, modernas técnicas imunohistoldgicas

evidenciaram que linfocitos T e células imunocompetentes estdo presentes desde
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as etapas iniciais da formacdo e desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica,
chegando a perfazer 20% da celularidade nos sitios de ruptura das lesdes (51).
Constatou-se que a secrecao de citocinas pelas células T modula todo processo
inflamatério (52, 53). Assim, surgiram hipoteses de que respostas imunoldgicas,
moduladas por auto-anticorpos e/ou imunocomplexos, em resposta as
propriedades antigénicas da placa aterosclerética e dos seus componentes,
poderiam ser o gatilho para a instabilidade de lesées vulneraveis (54-59).

A bifurcacdo carotidea € uma das areas particularmente predispostas a
formacao e ao desenvolvimento de placas de ateroma, ocorrendo principalmente
ao nivel da origem da carétida interna, enquanto que a cardétida primitiva e a
carétida interna distal se encontram geralmente poupadas(60).

A geometria da bifurcagao carotidea € um fator importante pelas condigbes
hemodindmicas que favorecem a formacao de placa. O bulbo carotideo tem uma
area de secgao duas vezes maior do que a cardtida interna imediatamente distal.
Essa configuragdo, em combinagdo com o angulo da bifurcagao, resulta em larga
area de separacéao de fluxo e baixas e oscilatérias forgcas de cisalhamento ao nivel
da parede externa do bulbo que cria uma regido de fluxo laminar e unidirecional
através da parede interna do bulbo (60).

As modificagbes hemodindmicas existentes ao nivel da bifurcagao
carotidea, incluindo a turbuléncia que pode dar expressao ao caracteristico sopro
auscultatorio, podem igualmente comprometer a integridade de placas
preexistentes e acelerar a sua tendéncia para fissuragdo, ulceragcdo e

desenvolvimento de fenémenos tromboembdlicos(60).
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A placa carotidea responsavel por aproximadamente 70% de todos os
AVCs isquémicos é encontrada em varios estagios de evolugdo em pacientes
sintomaticos e assintomaticos (61-63). Na sua forma menos complexa, ela é
composta de espessamento fibromuscular intimal, branco aperolado, com uma
superficie lisa composta de células achatadas, provavelmente, células musculares
lisas transformadas, formando uma superficie ndo-trombogénica. E referida como
placa “dura” (64).

A placa “mole”, na sua forma complexa, contém coagulo sanglineo ou
“debris” ateromatosos encistados dentro da placa (65-67). Ela pode aumentar
rapidamente (hemorragia intraplaca) e obstruir o fluxo, ulcerar, romper e
desprender seu conteudo como material embdlico para o cérebro ou acumular

trombos e resultar em oclusao total do vaso (68-71).

1.2 Artérias Carétidas

No homem, ao contrario do que ocorre em outros mamiferos, ha uma
quase independéncia entre circulagao arterial intracraniana e extracraniana. Desta
forma, anastomoses que unem artérias oriundas do sistema da cardétida interna e
carotida externa sdo, na espécie humana, relativamente pobres e, em grande
parte das vezes, insuficientes para manter uma circulagao colateral util em casos
de oclusdes no territdrio carotideo(72).

As artérias responsaveis pelo suprimento sanguineo cerebral tém origem
no arco aortico, cujo primeiro ramo € o tronco braquiocefalico direito que da
origem as artérias subclavia direita e carétida comum direita. A artéria vertebral
direita nasce na primeira porgdo da artéria subclavia direita. A artéria carétida

comum esquerda é o segundo ramo do arco aodrtico, nascendo em tronco unico. O
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terceiro ramo do arco aortico € a artéria subclavia esquerda, onde tem origem a
artéria vertebral esquerda(72).

As artérias carotidas comuns bifurcam-se, habitualmente, no nivel da borda
superior da cartilagem tiredide, em artérias carétida interna e carétida externa. Na
porcado terminal da artéria cardtida comum e proximal da carétida interna existe
uma regido de dilatagdo conhecida como bulbo carotideo em cuja porgao
posterior encontra-se o glomo carotideo. A artéria carétida externa emite varios
ramos no pescog¢o, enquanto que a artéria carétida interna, que se situa
lateralmente a artéria carotida externa, s6 emite o seu primeiro ramo em sua
porcao intracraniana, apos ter perfurado a dura-mater, que é a artéria oftalmica.
Existe uma importante rede de colaterais formando anastomose entre as artérias
carétidas interna e externa do mesmo lado, assim como entre as duas artérias
carétidas externas, que sao importante via de supléncia da circulacdo cerebral,
quando ocorrem estenoses ou oclusdes da artéria carétida interna. Os ramos
terminais da artéria carétida interna sdo as artérias cerebral anterior e a cerebral
meédia(73).

As artérias vertebrais se juntam no nivel da ponte formando a artéria
basilar que, ap6s um curto percurso, da origem as artérias cerebrais posteriores.
As artérias cerebrais anterior e média, ramos do sistema carotideo, se comunicam
com as artérias cerebrais posteriores, ramos do sistema vértebro-basilar,
formando a mais importante rede anastomoética entre esses dois sistemas: o
poligono de Willis (73).

No sistema cérebro-vascular extracraniano, a aterosclerose acomete mais

comumente a bifurcacédo da artéria carétida comum, particularmente na regido do
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bulbo carotideo. As regides mais acometidas s&o: bifurcacéo carotidea (38%),
vasos intracranianos (33%), origem das vertebrais (20%) e arco aértico (9%) (74).

O fluxo sanguineo normal para o tecido encefélico do adulto é, em média,
de 50 a 55 ml por 100 g de encéfalo por minuto. Para todo o encéfalo, isso
corresponde a aproximadamente 750 ml/min, ou seja, 15 a 20% do débito
cardiaco em repouso. Além da ampla rede anastomética formada pelo poligono
de Willis, a vascularizagao do encéfalo apresenta sofisticado mecanismo de auto-
regulagcdo, o que implica em protegao a instalagcao de isquemia. Os estimulos a
vasodilatagao séo a hipdxia, a acidose, a hipotenséo e a hipoglicemia (75).

Estabelecida uma regido de isquemia por oclusdo da nutricdo arterial,
ramos arteriais que formam a circulacdo colateral podem recuperar total ou
parcialmente o trofismo do tecido nervoso (71-75).

O acidente vascular cerebral (AVC), originado pela presenca de placa de
ateroma na bifurcagao das carétidas, pode ser causado por dois mecanismos. O
primeiro, e menos freqlente, € o acidente vascular cerebral de causa
hemodindmica provocado por hipofluxo distal a placa de ateroma. Na maior parte
das pessoas, como o poligono de Willis € funcionante, estenoses intensas ou
mesmo oclusées completas podem ser bem toleradas. O AVC hemodinamico
ocorre em situagbes de baixo débito cardiaco (hipotensdo ou arritmia) em
associagao com estenose promovida pela placa de ateroma (71-75).

O segundo mecanismo é o ateroembolismo consequente ao
desprendimento de fragmentos e trombos das placas ateroscleréticas, causando
obstrugdo do fluxo sanguineo, fenbmeno vaso-oclusivo que caracteriza o AVC

(71-75).
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1.2.1 Doencga Obstrutiva de Artérias Carétidas (DOAC)

A doenga cerebrovascular de origem aterosclerética é a terceira maior
causa de morte nos EUA, sendo a obstrucao parcial ou total das artérias carétidas
extracranianas responsavel por um ter¢o dos casos (76). No Brasil, morrem cerca
de 85.000 pessoas por ano por doenga cerebrovascular de origem aterosclerética,
numero que representa 9% do obituario geral do pais (77).

A doenca aterosclerética € a causa mais comum da obstrugcao carotidea,
sendo frequente sua concomitdncia com doenca obstrutiva ou aneurismatica de
outros territérios vasculares como a aorta, artérias coronarias e artérias de
membros inferiores (78, 79).

A DOAC ¢ insidiosa, podendo o acidente vascular cerebral (AVC) ser a
primeira manifestagao e o sopro carotideo, o primeiro sinal clinico (78).

A incidéncia de sopro carotideo na populagao entre 45 e 54 anos é de 1%
a 2% e 8,2% nos individuos com idade superior a 75 anos (80). Sacco et al.
demonstraram, no estudo de Framingham, que individuos assintomaticos com
sopro carotideo tém 2,6 vezes mais probabilidade de desenvolver AVC que a
populacdo geral na mesma faixa etaria (81). Johson et al., em um estudo
prospectivo de dez anos, verificaram que a estenose de artéria carétida evolui
para obstrucdo moderada ou de moderada para severa em 23% da populagao
estudada (82). Justifica-se o simples pensamento: “pacientes que tém maior grau
de estenose carotidea estéo sujeitos a maior risco de AVC” (83).

A estenose carotidea pode ser classificada como leve quando a reducao da
luz situa-se entre 0% e 49%; moderada, entre 50% e 69%; severa, entre 70% e
99% e oclusao total. Varios estudos demonstram que pacientes com estenose

acima de 60% apresentam maiores riscos de AVC (84).
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Achado de extrema importancia € a presenca de lesdo ulcerada na placa
aterosclerdtica de carétida, situagdo que aumenta consideravelmente a incidéncia
de AVC por fendbmenos tromboembdlicos. As lesdes ulceradas podem ser
classificadas em pequenas (A), grandes (B) e complexas (C). Dixon et al., em um
estudo prospectivo de dez anos (n=113), constataram taxa de AVC de 3% em
pacientes com lesdo ulcerada no tipo A, 19% no tipo B e 21% no tipo C (85).

Os individuos que apresentam estenose de artérias cardtidas podem
permanecer assintomaticos, desenvolver sintomas neurolégicos menores ou
apresentar AVC como primeira manifestacdo. O diagnéstico dos sintomas é
fundamental e as principais manifestagcées neuroldgicas sao:

v’ ataque isquémico transitério (AIT) - déficit neurolégico sensitivo ou motor,
com regressao total em menos de vinte e quatro horas, mais comumente
em minutos. O risco de AVC no primeiro ano € de 10% com diminuigao
progressiva a partir do terceiro ano (86). Deve-se ter em mente que um
episddio de AIT deve ser considerado como sinal premonitério de AVC
(74).

v' amaurose fugaz - episodio de cegueira momentanea. Pode ser total ou
parcial, afetar todo o campo visual ou apenas um segmento. O risco
estimado de AVC é de 8% no primeiro ano (87).

v’ déficit neurolégico reversivel - déficit neurolégico com regresséao total apos
vinte e quatro horas. O risco de AVC é de 9% ao ano nos pacientes que o
apresentaram (87).

v’ ataque isquémico de repeticdo - ocorréncia de AIT ou amaurose fugaz

repetidamente. Implica alto risco de AVC (88).
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v’ acidente vascular cerebral - infarto cerebral estabelecido, com sequelas
neurolégicas menores ou maiores, dependendo da extensdao do
comprometimento do parénquima cerebral. Aproximadamente 30-50% dos

AVC séao precedidos de AIT (74).

O tratamento da doenca carotidea tem como principal objetivo a prevengao
do AVC nos pacientes assintomaticos ou sintomaticos (AIT, amaurose fugaz),
bem como evitar a ocorréncia de novo episddio entre os que ja apresentaram
essa doenga e encontram-se neurologicamente estaveis. Estudos demonstram
que aproximadamente um quinto dos pacientes que apresentaram quadro de
isquemia cerebral apresentou um segundo evento e 7% apresentam um terceiro
acidente, o que contribui para aumentar o grau de incapacidade funcional desses
pacientes (89).

O tratamento clinico esta indicado nos pacientes com estenose carotidea
leve, com contra-indicagao para a cirurgia da carétida. Também esta indicado no
seguimento apos esse procedimento para reduzir a progressdo da doenca
aterosclerdtica. O tratamento clinico baseia-se no controle dos fatores de risco
(hipertensédo, dislipidemia, tabagismo e diabete mellitus) e na utilizagdo de
antiagregantes plaquetarios (90, 91).

O tratamento cirurgico, endarterectomia de cardétida (EC), nos atuais
moldes técnicos, foi realizado pela primeira vez em 7 de agosto de 1953, por
Michael De Bakey, em Houston, EUA (92). Sua utilizagdo cresceu em todo o
mundo com indicagdo, tanto para estenose leve quanto moderada e severa, e
também na fase aguda da doenca. Devido a isso, houve questionamento da

validade do método nos anos 80 (93, 94). Na década de 1990, foram publicados
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cinco grandes estudos prospectivos que demonstraram a eficacia da EC na
prevencao do AVC em seguimento de longo prazo, bem como sua superioridade

sobre o tratamento clinico nas estenoses moderadas e severas:

v" North Americam Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (NASCET)
Este estudo foi elaborado pelo National Institute of Neurology Diseases and
Stroke (NINDS), divisdo do Instituto Nacional de Saude dos EUA. Iniciou em
1987, em 50 centros médicos dos EUA e Canada. Foram randomizados 659
pacientes com estenose sintomatica da carétida entre 70 e 99% (331 para o
tratamento clinico e 328 para o tratamento cirurgico (EC)). Apds dois anos de
seguimento, o risco cumulativo de infarto cerebral ipsilateral foi de 26% para o
grupo clinico e de 9% para o grupo cirurgico. O grau de estenose foi
rigorosamente determinado, por comparagao do didmetro linear mais estreitado
do vaso com o didmetro da artéria cardtida interna normal, além do bulbo
carotideo. Em 1998 foi publicada uma continuagao deste estudo que confirmou a

eficacia da EC nos pacientes sintomaticos com estenose superior a 50% (95, 96).

v' European Carotid Surgery Trial (ECST)

Este estudo envolveu 80 centros de Neurologia e Cirurgia Vascular de 14
paises da Europa. Realizado entre 1981 e 1993, incluiu 1.243 pacientes que
apresentavam indicios de isquemia cerebral n&o-incapacitante (amaurose fugaz
ou AIT), com placa de ateroma na carétida extracraniana ipsilateral com qualquer
grau de estenose, ou seja, de 19% a 99%. Para o tratamento dos pacientes com
estenose grave, foram randomizados 778 pacientes com estenose entre 70% e

90% (455 pacientes cirurgicos (EC) contra 323 pacientes clinicos) para
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comparagao dos resultados entre EC e tratamento clinico. A taxa de
morbimortalidade cirurgica foi de 7,5%. Apos trés anos de seguimento, o total de
AVC grave ou fatal foi de 6% no grupo cirurgico e de 11% no grupo clinico. Este
estudo também demonstrou claramente que a cirurgia ndo beneficia pacientes

com estenose igual ou menor que 30% (97).

v’ Asymptomatic Carotid Atherosclerosis Study (ACAS)

Estudo realizado em 39 centros médicos dos EUA e Canada entre
dezembro de 1987 e dezembro de 1993. Os 1.659 pacientes com estenose de
carétida igual ou superior a 60%, foram randomizados em dois grupos: 834 para
tratamento clinico e 825 para cirurgia (EC). Ao final de trinta e dois meses, a taxa
cumulativa de AVC no grupo submetido a tratamento clinico foi de 11% e no
grupo cirurgico, de 5,1%, incluindo as complicacbes da arteriografia diagnéstica
(1,2%) e da cirurgia (2,3%). A reducgao do risco absoluto de AVC foi de 5,8% e do
risco relativo foi de 55%. Este estudo foi interrompido dois anos antes de sua
conclusao e todos os pacientes do grupo clinico foram encaminhados para

cirurgia (98).

v' VA Asymptomatic Study — Veterans — Administration Asymptomatic
Carotid Stenosis Study

Estudo multicéntrico, iniciado em 1986, envolveu 11 hospitais de veteranos

de guerra dos EUA. Foram randomizados 444 pacientes do sexo masculino, com

estenose de carétida de 50% ou mais. Separados em dois grupos, 233 pacientes

participaram do grupo de tratamento clinico e 211 pacientes no de tratamento

cirargico (EC). O seguimento foi de 35 a 78 meses, com média de 47,9 meses. A
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mortalidade perioperatéria foi de 1,9% (quatro ébitos por IAM) e a taxa de AVC foi
de 4,7%, incluindo 0,4% de morbidade causada pela arteriografia diagnéstica.
Apods o periodo de seguimento, a incidéncia de eventos neurolégicos ipsilaterais
foi de 8% no grupo cirurgico e de 20,6% no grupo submetido a tratamento clinico.
O risco absoluto de evento neuroldgico ipsilateral foi reduzido em 12,6% e o risco
absoluto de todos os eventos cerebrais (ipsilaterais ou contralaterais) foi reduzido
em 11,6%. Este estudo foi o primeiro a demonstrar a superioridade do tratamento

cirargico sobre o tratamento clinico (99).

v VA Symptomatic Study — Veterans Affairs Cooperative Study for Carotid
Edarerectomy

Estudo multicéntrico que envolveu 18 hospitais de veteranos de guerra dos
EUA, entre 1986 e 1991. Foram randomizados 193 pacientes do sexo masculino
que apresentavam sintomas de isquemia cerebral (AIT, amaurose fugaz e AVC
com boa recuperagéo) e estenose carotidea de, pelo menos, 50%. Cento e um
pacientes compunham o grupo tratamento clinico (aspirina e controle de fatores
de risco) e 92 foram submetidos a tratamento cirurgico (EC).

Apo6s o seguimento médio de 11,9 meses, o risco de eventos neurologicos
no grupo cirurgico foi de 7,7% e no grupo clinico de 19,4%, representando uma
reducao de risco absoluto de 11,7% e de risco relativo de 60%. A reducdo do
risco relativo no grupo com estenose maior que 70% foi de 72% (100).

Publicagdes posteriores demonstraram a possibilidade de reproducao dos
resultados desses frials em diversos centros, sendo a EC considerada,
atualmente, o procedimento “padrao-ouro” para o tratamento intervencionista da

doenca aterosclerotica carotidea (101, 102).
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Com base nos resultados de estudos multicéntricos e em publicacbes de
grandes séries cirurgicas, as indicagdes aceitas para endarterectomia da cardétida,

atualmente, sdo (95-102):

Pacientes sintomaticos:

- estenose acima de 60%;

- estenose entre 50% e 60% com lesdo complexa;

- estenose entre 50% e 60% em pacientes com indicagao para cirurgia de
grande porte;

- presenca de trombo aderido a placa de ateroma;

- reestenose carotidea com sintomas neuroldgicos ipsilaterais ou estenose
acima de 80% ou acima de 70% com oclusao contralateral,

- estenose acima de 50% com oclusio contralateral.

Pacientes assintomaticos:
- estenose acima de 75%;

- estenose acima de 50% com lesao ulcerada complexa.

Individuos com lesbes em artérias carétidas, assintomaticos, apresentam
risco anual de AVC de 5% e naqueles com lesdes sintomaticas o risco € de 10%
em comparagao com o risco de 1 a 2% de AVC no pds-operatério de cirurgia de
carotida por ano (74).

O envolvimento carotideo isolado e unilateral representa a lesdo patologica
ideal para a intervengédo cirurgica. Sendo a doenga aterosclerose generalizada, os

vasos pares tém, geralmente, um envolvimento simultdneo, embora a extens&o
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deste comprometimento possa ser desigual. A estenose de carétida, mais ocluséo
contralateral com indicagdo cirdrgica, tem um risco maior de intolerancia ao
pingcamento e cria um risco maior de AVC perioperatério (103, 104). A oclusao da
artéria caroétida interna pode ocorrer como uma lesao isolada em associagao com
placas situadas na bifurcagao ou pode fazer parte de uma trombose extensa das
artérias carétida comum e interna (105).

O principio basico da endarterectomia da artéria carétida € a remocao em
bloco da camada intima afetada pelo ateroma e de parte da camada média,
aproveitando-se o plano de clivagem intraparietal (106). A cirurgia € realizada por
um acesso cervical, dissec¢cao das artérias carétidas comum, interna e externa,
pincamento destas, arteriotomia e remocdo da placa. O fechamento pode ser
realizado mediante sutura primaria ou pela colocagdao de um remendo (patch)
para se evitar estenose. A derivacdo temporaria (shunt) pode ser utilizada para
evitar a interrupgao prolongada do fluxo sanguineo por essas artérias (106).

Associagao Americana de Cardiologia (AHA) recomenda que a taxa de
morbidade e de mortalidade em qualquer procedimento cirurgico para estenose
de carétida ndo ultrapasse 3% em pacientes assintomaticos e 6% nos

sintomaticos (16).

1.2.2 Doenga Obstrutiva Severa das Artérias Carétidas - DOSAC

Quando o estreitamento compromete mais de 50% do lumen da artéria, ele
passa a ter importancia hemodinémica quanto ao fluxo cerebral, acima de 70%
passa a ser considerado lesao critica para o desenvolvimento de isquemia
cerebral. Nessa situacdo pode ocorrer trombose arterial aguda, seguida de

trombose secundaria, de extensao variavel (74).
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Muitos AVCs acontecem sem sintomas de alerta e quando ocorrem, as
vezes, € impossivel reverter completamente a isquemia e obter a recuperagao
integral (107). E fundamental detectar quais pacientes estdo em risco de AVC
para que ele possa ser evitado. Tem-se demonstrado claramente, através de
ensaios clinicos multicéntricos de endarterectomia carotidea, que o AVC pode ser
evitado em pacientes sintomaticos com estenose carotidea grave (95, 97).

Como a placa carotidea é, as vezes, a consequéncia de um processo que
pode evoluir rapidamente e o AVC freqlientemente ocorre sem aviso prévio, deve-
se concluir que uma reducao de 50-70% do didmetro (75% da area) determinada
por uma placa na presenca de sintomas caracteristicos de ataques isquémicos
transitérios, sem nenhuma outra fonte de microembolia, constitui uma indicagao
para tratamento cirurgico. Além disso, quando houver tal grau de estenose,
mesmo na auséncia de sintomas, o tratamento cirurgico tem apoio de estudos
clinicos randomizados (98, 99) e trabalhos nao-randomizados (108, 109) que dao
respaldo ao conceito de que a determinacdo precisa da natureza do processo
patolégico da bifurcacdo carotidea é fator de risco determinante para a

necessidade de cirurgia na prevengao do AVC (110-112).

1.2.3 Fatores de Risco

Todos os fatores de risco para aterosclerose, assim como suas
consequéncias, sdo mais prevalentes conforme se avanga nos grupos etarios.

Os fatores de risco para a DOSAC devido a ATC sao semelhantes aqueles
de outros leitos vasculares e incluem: idade, sexo, raca, diabete mellitus (DM),

tabagismo, hipertensdo arterial sistémica (HAS) e hipercolesterolemia (113).
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Idade

As doencgas degenerativas sao processos que necessitam de tempo para
se instalarem; assim, o raciocinio clinico deve ser o de que as pessoas com mais
idade apresentam, com maior frequéncia, os sinais e sintomas de aterosclerose,
portanto a incidéncia de DOSAC nao foge a regra, aumentando com a idade.
Nesse caso, com o aumento da expectativa de vida, espera-se que a DOSAC se
torne mais freqiente. Para homens acima dos 50 anos a prevaléncia aumenta e

evolucgao similar é vista também em mulheres (113).

Sexo

O processo de aterosclerose e DOAC aparecem com mais frequéncia entre
os homens em idade mais precoce do que nas mulheres que estdo com atividade
ovarica plena, isto é, ainda estdo apresentando periodos menstruais. A partir do
climatério a estatistica se iguala entre os dois sexos. Isso se deve porque o
colesterol € utilizado pelo organismo da mulher para a produ¢do do hormdnio
estrogénico; assim, a hipercolesterolemia, na maioria das mulheres, s6 atinge
nivel aterogénico apds o climatério. A prevaléncia de DOSAC em homens acima
de 50 anos é o dobro do que nas mulheres. Apos 70 anos, a frequéncia se torna

semelhante em homens e mulheres (113).
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Raca

Achados da literatura, estudos que relacionam doencgas com fatores raciais,
demonstram que a raga negra € levemente mais propensa a episddios de AVC
isquémico do que a caucasoide, assim como evidéncias epidemioldgicas revelam
que a HAS, fator de risco importante na doenca cardiovascular, também é mais

encontrada na populacao negra (114-116).

Hipercolesterolemia

Existe grande evidéncia epidemioldgica e de estudos intervencionistas que
demonstram a importancia do alto nivel de colesterol na formacdo de placas
aterosclerdticas. Das lipoproteinas pesquisadas (VLDL, LDL e HDL) a LDL é a
que contém a maior concentracéo de colesterol (60-70% do colesterol sérico total)

(117).

Hipertensao arterial sistémica (HAS)

Deve ser enfatizado que a hipertensao, por si s, ndo é aterogénica. Em
estudos utilizando animais de laboratério com niveis normais de colesterol a
hipertensdo n&o induziu aterosclerose (118). Entretanto tem sido demonstrado
que a hipertensdo ou hipertensdo relativa podem acelerar o processo
aterosclerdtico. Por exemplo, as veias nao sofrem processo aterosclerético a nao
ser quando submetidas a pressbées como no caso do seu uso como enxerto
autdlogo em revascularizagdes arteriais. Similarmente vasos pulmonares que
normalmente trabalham sob baixa pressdo e ambiente de baixa resisténcia
raramente exibem alteracbes aterosclerdticas. Esses achados mudam na

presenga de hipertensao pulmonar (119).
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A hipertensdo pode promover a aterogénese por um efeito direto na
arquitetura vascular. Artérias expostas a hipertensdo aumentam a permeabilidade
vascular, permitem a migragcdo das macromoléculas, incluindo as lipoproteinas,
na camada intima. Ja as células musculares lisas residem no subendotélio arterial
e nao sio expostas a ponto de estresse devido a sua localizacdo medial na
parede arterial. Entretanto as CML sao afetadas por estresse ciclico causado pela
distensdo pulsatii do vaso ocasionada pela pressdo do sangue. A pressao
transferida aumenta conforme aumenta a pressdo sanglinea. Essa pressao
aumentada induz a alteragdes na forma, orientagao, proliferagcdo e secrecédo de
substancias da matriz extracelular das células musculares lisas que contribuem

para o desenvolvimento da aterosclerose (120).

Diabete mellitus

A diabete mellitus também pode promover a aterosclerose como evidencia
o fato de 75% das hospitalizagdes de diabéticos estarem relacionadas a
complicagbes cardiovasculares. Pacientes diabéticos apresentam alteragdes
significativas no seu perfil lipidico e a hipertensdo é duas vezes mais prevalente
nesses pacientes do que na populagdo em geral. Ha consenso de que a
aterosclerose € mais acelerada e difusa em diabéticos e que o mecanismo
responsavel é multifatorial (121).

Observacao interessante é a de que pacientes com niveis elevados de
glicose, mas n&o-diabéticos, mantém o risco elevado de desenvolver
aterosclerose (122).

A glicosilagdo n&o-enzimatica da LDL é estimulada por diabetes. Essa

glicosilacédo parece alterar a ligagdo da LDL ao seu receptor resultando em
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hiperlipidemia. Tem sido demonstrado que a LDL glicosilada aumenta a formagao
de células espumosas encontradas na fase inicial da aterosclerose. Alguns dados
demonstram que mecanismos imunes também tém papel importante no
desenvolvimento de aterosclerose em paciente diabético. Lipoproteinas
modificadas d&o inicio a formagdo de auto-anticorpos que interagem com LDL
oxidado e, esses complexos, englobados pelos macréfagos, estimulam a
liberacdo de citocinas e fatores de crescimento que levardo a progressao da
formacao da placa (123).

Além de afetar as células musculares lisas, a hiperglicemia afeta também
os componentes da matriz extracelular. Em pacientes com diabetes, a membrana
basal, normalmente uma estrutura amorfa, composta de colageno tipo 1V,
glicoproteinas e proteoglicanos esta espessada, podendo atingir a estabilidade da

parede do vaso (123).

Tabagismo

O tabagismo tem sido associado ao aumento da incidéncia de infarto
agudo do miocardio, morte subita e acidente vascular encefalico. Existem claras
evidéncias entre o habito de fumar e as doencgas arteriais, parecendo que o tempo
de duracdo do habito, o tipo de fumo e a quantidade diaria tém certa relagdo. A
fumaga do cigarro contém mais de 4.000 compostos. Desses, a nicotina, os
hidrocarbonetos aromaticos, os ésteres, os aldeidos, as nitrilas, os éteres ciclicos
e 0s compostos sulfurados sdo os mais importantes. A nicotina promove
hiperlipidemia através da estimulacéo da lipdlise, aumenta o LDL e diminui o HDL,
promove um aumento do ténus vascular, submetendo o vaso, algumas vezes, a

um maior estresse pela distensao ciclica elevada de suas paredes, causa edema
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nas células endoteliais, afeta as células musculares lisas, convertendo-as de um
fendtipo contratil em um fendtipo sintético (124).

Os gases oxidantes da fumaca do cigarro resultam em altos niveis de LDL
oxidado, o que confere um risco aumentado de aterosclerose observado nos
pacientes tabagistas. O dano endotelial secundario ao tabagismo tem sido bem
documentado (124).

Recentemente, foi demonstrado que o fumo pode exercer atividade
acumulativa e irreversivel sobre as artérias, pela medida do espessamento das
paredes da artéria carétida. Num periodo de trés anos, foi mostrado que, no
fumante atual, ocorria um aumento de 50% na progressdo da aterosclerose,
sendo de 25% nos ex-fumantes e de 20% em fumantes passivos em relagao ao
nao-fumante (124, 125).

Outros efeitos do cigarro que elevam a aterosclerose incluem aumento dos
niveis de fibrinogénio, aumento da atividade plaquetaria e aumento da

viscosidade sanguinea (125).

1.2.4 Histéria Natural

Apesar de ter sido observado um decréscimo de mortes nas ultimas
décadas, a doenga vascular carotidea continua sendo uma das causas mais
importantes de incapacidade entre individuos, principalmente entre os idosos.
Aproximadamente um quinto dos pacientes que apresentaram quadro de
isquemia cerebral apresentou um segundo evento e 7% apresentaram um terceiro
acidente, o que contribui para aumentar o grau de incapacidade funcional desses
pacientes (89). Dentre as causas de isquemia cerebral, o infarto cerebral

aterotrombotico representa a causa mais importante com cerca de 44%, o
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embolismo cerebral com aproximadamente 20%, o ataque isquémico cerebral em
torno de 22%, a hemorragia subaracndéidea em torno de 7%, a hemorragia
intracerebral, 5% e outras causas, 2% (126).

Estima-se que 75% dos pacientes com manifestagdes clinicas de isquemia
cerebral ou infarto tém, pelo menos, uma lesao obstrutiva acessivel a cirurgia e
em mais de 50% a doenca encontra-se limitada apenas as artérias
extracranianas. A caracteristica segmentar dessas lesdes torna possivel a cirurgia
com éxito na maioria das vezes (126).

A endarterectomia € a técnica considerada hoje o “padrédo ouro” no
tratamento da doencga aterosclerética das carétidas. Sua eficacia por longo prazo,
na prevencdo do AVC e sua baixa morbimortalidade perioperatéria, foram
demonstradas por estudos multicéntricos e grandes séries cirurgicas publicadas.
O desenvolvimento da técnica operatéria e anestésica, o aperfeicoamento dos
meétodos de protegdo cerebral e a definicdo precisa das indicagcdes cirurgicas
permitiram que se alcancassem baixos indices de complicagdes, mesmo em
pacientes considerados de alto risco - critérios de exclusdao do North Americam
Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial - NASCET e do Asymptomatic Carotid

Atherosclerosis Study - ACAS (95, 98).

1.2.5 Diagnéstico Diferencial

A aterosclerose € um processo patoldgico que afeta, predominantemente, a
circulagdo arterial extracraniana, onde a atengado clinica esta focalizada na
relagéo entre a estenose da artéria carétida interna e o acidente vascular cerebral
(AVC). Uma variedade de outras patologias, no entanto, também pode acometer a

circulagdo cerebral extracraniana. Os processos nao-ateroscleréticos que
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envolvem alteragdes da parede arterial, incluem varias formas de inflamacéo,
vasculites, anormalidades da arquitetura como alongamentos e tortuosidades da
artéria carétida, defeitos estruturais na parede arterial que englobam degeneragéo
aneurismatica e dissecg¢ao espontanea, displasia fibromuscular, os efeitos de uma
patologia adjacente, tais como tumor do corpo carotideo e respostas a
manipulacdo dos vasos carotideos, incluindo a doenga da artéria carétida,
induzida pela irradiacdo, e a reestenose por hiperplasia miointimal, apos

endarterectomia carotidea (74, 76).

1.2.6 Angioressonancia Nuclear Magnética (ARM)

A angiografia por ressonancia nuclear magnética (angiorressonancia
magneética - ARM) é uma técnica ndo-invasiva que apresenta imagens do fluxo
sangiiineo sem a utilizacdo de contrastes nefrotdxicos. E um método custo-efetivo
na avaliacdo pré-operatéria das artérias carétidas, aorta abdominal e toracica,
circulagao periférica e pélvica, bem como da anatomia venosa (127). Além disso,
esta tecnologia nao-invasiva, em constante evolugdo, proporciona uma Vvisdo
privilegiada das relagdes espaciais cincunjacentes aos vasos como, por exemplo,
informagdes a respeito da morfologia da placa, da anatomia vascular anémala e
do tecido parenquimatoso adjacente (127).

Embora a arteriografia carotidea seja aceita como método de referéncia
nos exames por imagem das artérias carétidas, estudos recentes sugerem que as
técnicas de imagem né&o-invasivas podem apresentar maior sensibilidade, melhor
relagdo custo-beneficio e maior seguranga em relacdo a arteriografia
convencional (128). Comparagdes prospectivas da ARM com a arteriografia

carotidea demonstram uma sensibilidade e especificidade média para estenoses
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criticas de 93% e 88%, respectivamente (129). Também é interessante observar
que quando se compararam os resultados da arteriografia carotidea, da
ultrassonografia com doppler e mapeamento de fluxo colorido e da ARM com os
achados nas pegas cirurgicas, os dois ultimos métodos apresentaram uma melhor
correlagdo do que a arteriografia convencional. A ultrassonografia com doppler e
mapeamento de fluxo colorido e a ARM séo suficientes para o planejamento da
endarterectomia carotidea. Pelo fato da arteriografia carotidea associar-se a
desfechos significativos de AVC, muitos cirurgides vasculares a utilizam somente
quando ha discordancia de resultados entre a ultrassonografia com doppler e
mapeamento de fluxo colorido e ARM ou resultados nao conclusivos destes dois

métodos (130).

1.3 Anticorpos Antifosfolipides

Os anticorpos antifosfolipides (AAF) constituem um grupo de auto-
anticorpos de grande complexidade e heterogeneidade. Os alvos antigénicos
destes anticorpos sao fosfolipides (FL) e co-fatores fosfolipidicos da cascata da
coagulagdo e de membranas celulares, principalmente as de plaquetas e de CE
(131).

Os AAF classicos, anticorpos anticardiolipina (aCL) e anticoagulante lupico
(AL) estao, comprovadamente, associados a infecgdes, neoplasias, uso de drogas
e a uma diatese trombotica conhecida como sindrome antifosfolipidica (SAF)
(132).

Os anticorpos antifosfolipides sdo encontrados em 1% a 5% dos individuos
jovens, higidos, sem terem tido nenhum episédio trombdtico prévio. Essa

prevaléncia aumenta com a idade e com as doengas crénicas. Em pacientes com
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lupus eritematoso sistémico (LES) a presenga desses anticorpos varia de 10% a
30% para anticardiolipina e 15% a 34% para anticoagulante lupico. No entanto a
presenga desses anticorpos aumenta em cinco vezes o risco de trombose. (133).

Apesar de ndo sabermos ao certo como ocorre 0 mecanismo trombatico,
varias hipoteses tém sido postuladas.

A primeira implica a ativacdo da célula endotelial pela regulagédo na
expressao de moléculas de adesdo, secrecao de citocinas e metabolismo das
prostaglandinas. Os anticorpos antifosfolipides reconhecem beta2-gpl ligadas a
célula endotelial (134).

O segundo mecanismo se baseia na mediacdo da lesdo endotelial pelo
estresse oxidativo. Sabe-se que anticorpos anticardiolipina tém reag¢ao cruzada
com o LDL oxidado e esta é a alteragao inicial para a formagcao da placa de
ateroma. Anticorpos antifosfolipides podem estar presentes em associagao a
auto-anticorpos para oxidar o LDL. Os AAF podem se acoplar a LDL oxidada,
possivelmente contribuindo para o desenvolvimento da aterosclerose (135).

O terceiro mecanismo sugere a interferéncia dos anticorpos antifosfolipides
com a fungéo de proteinas que se ligam aos fosfolipides diretamente ativos na

cascata da coagulagéo (136).

1.4 Sindrome Antifosfolipidica (SAF)

Em reunido de consenso ocorrida em 1999, os critérios para o diagndéstico
de SAF foram criticamente revisados. Definiu-se que tromboses arteriais/venosas
e morbidade gestacional compdem os achados clinicos fundamentais da doenca.

Os critérios laboratoriais incluem um teste positivo para aCL IgG/IgM em niveis
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moderados ou altos ou presenga de AL. Um segundo teste positivo em um prazo
minimo de 6 semanas € mandatério (137).

A SAF, nos dias de hoje, é considerada a diatese trombética adquirida mais
comum do adulto jovem. Pode ser classificada como primaria ou secundaria. Na
forma primaria, definida em 1989, os eventos tromboéticos ndo se acompanham de
qualquer outra entidade auto-imune. A SAF secundaria, menos frequente do que
a forma primaria, ocorre paralelamente a situagcdes como: LES, sindrome IUpica
incompleta, outras doengas do tecido conjuntivo, a purpura trombocitopénica, uso
de drogas (como procainamida, clorpromazina e anticoncepcionais orais),
neoplasias e infec¢gdes (como sindrome da imunodeficiéncia adquirida, sifilis e
hanseniase) (131, 132, 138).

Em pacientes com SAF primaria predominam tromboses venosas
profundas (TVPs) de membros inferiores (54%), oclusdes arteriais (44%
principalmente em artérias cerebrais) e abortamentos recorrentes (34%). A
circulagao coronariana € menos afetada do que a cerebral e a placentaria (139). A
principio os fendmenos trombdticos atingem tanto vasos arteriais quanto venosos
de tamanhos variados. Artérias periféricas e a circulacdo de supra-renais e
também do sistema portal podem ser afetados na doenca (140).

Em termos gerais, o isotipo IgG aCL é mais preditivo para eventos
trombaoticos da SAF do que o isotipo IgM (141). Quanto maior o nivel sérico de
IgG aCL (em particular o 1IgG2) maior a probabilidade de trombofilia (142).

A despeito de ter sido reportado concomitantemente ao teste para IgG/IgM
aCL, o ensaio para deteccdo de IgA aCL ainda nao foi internacionalmente
padronizado. Por consequéncia a positividade para IgA aCL n&o constitui critério

laboratorial para SAF de acordo com o consenso de 1999. Os ensaios
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enzimaticos para anticorpos antibeta2-gpl ainda carecem de padronizagdo e nao

fazem parte dos critérios classicos para diagnostico de SAF (137).

1.5 Beta2-Glicoproteina |
A beta2-gpl € uma glicoproteina plasmatica muito estudada em anos
recentes nas areas de ATC, coagulagcdo e SAF. A beta2-gpl é um anticoagulante
natural de 50 quilodaltons (kDa) altamente glicosilado e ¢é sintetizada
principalmente no figado. A codificagdo ocorre no cromossomo 17. Digno de nota,
o mRNA, na sua codificagdo, ja foi encontrado nas CE, células placentarias,
neurdnios, astrocitos e MNC (143-145).
O corrente interesse pelo estudo de anticorpos antibeta2-gpl decorre das
seguintes informagdes:
v' beta2-gpl se liga a LDL e a FL de carga negativa (146);
v beta2-gpl é alvo de aCL (147);
v 0 uso de beta2-gpl como imunégeno em modelos animais gera aCL,
anticorpos antibeta2-gpl e SAF (148);
v 0s anticorpos contra beta2-gpl reconhecem o alvo em superficies celulares
quando a glicoproteina esta acoplada a FL ou a LDLox (149);
v" nas CE a beta2-gpl induz a expresséao de fator tecidual, ICAM 1 e VCAM 1
(130);
v’ ainteragdo da beta2-gpl com FL anidénicos aumenta cerca de 100 vezes na
presenga de anticorpos antibeta2-gpl (143);
v' é possivel que os AAF estejam direcionados primordialmente contra a

porcao beta2-gpl do complexo FL-beta2-gpl (151);
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v' existem evidéncias indicando a beta2-gpl como antigeno principal para
AAF detectados em pacientes com SAF (152);

v' 0os AAF do soro de pacientes com SAF reconhecem uma estrutura alterada
da beta2-gpl que interage com FL de carga negativa em ensaios de fase

sélida (153).

De acordo com Subang et al., a interacdo da CL com beta2-gpl acarreta
modificagdes estruturais na ultima, fazendo com que epitopos altamente
antigénicos sejam expostos. A presenca de acidos graxos insaturados parece
essencial no processo de interagao entre as duas moléculas, dado que sugere a
importancia da oxidagao neste contexto (154).

A beta2-gpl parece inativar o complexo ativador da protrombina ao interagir
com FL de carga negativa, possivelmente na superficie plaquetaria. Os efeitos da
beta2-gpl sobre a cascata da coagulagao sdo aparentemente desregulados por
AAF, o que resultaria em tromboses a partir de agregacéo plaquetaria e inibigao
da fibrindlise (155).

Anticorpos antibeta2-gpl aumentam a afinidade da beta2-gpl por FL de
carga negativa. Os complexos anticorpo-cofator competem com fatores da
coagulagao pela ligagdo com FL (156).

De acordo com os achados de Hanly & Smith, AAF podem acelerar ou
inibir a formacdo de trombina. Uma vez que beta2-gpl inibe a conversdo da
protrombina em trombina, anticorpos antibeta2-gpl seriam providos de efeitos
coagulantes na SAF. Os mesmos autores sugeriram que anticorpos antibeta2-gpl
inibbem a ligagdo da anexina V (um anticoagulante natural) as superficies

fosfolipidicas pro-coagulantes, o que também poderia gerar tromboses (157).
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Conti et al. demonstraram que os monocitos sdo capazes de sintetizar e
expressar beta2-gpl em sua superficie e que esta expressdo se encontra
aumentada em pacientes com SAF e LES. A hiperexpressdo de beta2-gpl em
mondocitos leva a uma persistente exposicao de fator tecidual na superficie destas
células, o que poderia levar a trombogénese (144).

Os anticorpos antibeta2-gpl interagem com plaquetas que passam a expor
o antigeno fosfatidilserina (alvo de AAF) em sua superficie. Ao interferir com o
ciclo celular, os anticorpos, paralelamente, facilitariam a fagocitose de plaquetas
(158).

Anticorpos antibeta2-gpl purificados, obtidos de pacientes com SAF,
parecem se ligar a células endoteliais e promover sintese de adesinas pelas
mesmas; o achado, em ultima analise, significa que os anticorpos podem causar
ativacao do endotélio (159).

Na placa aterosclerética a beta2-gpl se liga diretamente a LDLox formando
o complexo LDLox/beta2-gpl que, subseqientemente, € reconhecido por um
anticorpo (antiLDLox/beta2-gpl). Formam-se complexos estaveis entre LDLox e
beta2-gpl devido a ligagdes eletrostaticas promovidas pelos ligantes oxLig1 e
oxLig2 (160).

O complexo LDLox/beta2-gpl é dependente do respectivo anticorpo para
que possa ser fagocitado por macrofagos (149). A ligagado do antiLDLox/beta2-gpl
com macrofagos ocorre através do receptor para por¢géo Fc da IgG. A captagéo
de imunocomplexos contendo LDLox, através de receptores Fc gama tipo 1,
transforma macréfagos em células espumosas e acelera o0 processo

aterosclerético. E interessante que os auto-anticorpos contra o complexo
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LDLox/beta2-gpl estdo associados com trombose arterial, mas ndo venosa, na
SAF (160).

Desta forma, a resposta imune contra o complexo LDLox/beta2-gpl pode
estar envolvida nos mecanismos de desenvolvimento da aterosclerose (149).

A beta2-gpl € abundantemente encontrada na regido subendotelial e na
borda medial da intima arterial e se co-localiza com linfocitos e células
mononucleares nas placas ateroscleréticas humanas (160). A contigliidade com
linfocitos CD4 positivos sugere que a beta2-gpl pode ser alvo de auto-imunidade
no ateroma (161).

A inducao de aterosclerose em camundongos deficientes em receptores de
LDL, apds imunizagdo com beta2-gpl, foi recentemente demonstrada. Todos os
animais imunizados desenvolveram altos titulos de anticorpos antibeta2-gpl (162).

De acordo com Afek et al., camundongos deficientes em apoliproteina E
tiveram processo aterosclerético acelerado apés imunizagdo com beta2-gpl. O
efeito pro-aterogénico da imunizagdo com beta2-gpl manteve-se independente de
hipercolesterolemia (163).

Hasunuma et al. verificaram que a ligacdo da LDLox com macréfagos era
inibida quando se adicionava um competidor para o receptor lixeiro (acido
poliinosinico). Esta ligagcdo se intensificava quando se adicionavam anticorpos
antibeta2-gpl ou anticorpos aCL. Os dados sugerem que a beta2-gpl funciona
como proteina antiaterogénica e que a resposta auto-imune contra beta2-gpl pode

influir no deflagramento da ATC (153).

1.6 Proteinas de Choque Térmico
A resposta celular ao choque térmico € conhecida ha cerca de 30 anos.

Atualmente, esta resposta é associada a uma sintese abrupta de moléculas
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conhecidas como proteinas de estresse (heat-shock proteins-Hsp). As Hsp estéo
entre as mais abundantes proteinas na natureza, sendo sintetizadas por inumeras
espécies (164).

Varios agentes, ao gerarem estresse celular, podem induzir a sintese de
Hsp. Além do choque térmico propriamente dito, a exposicdo das células a metais
pesados, a agentes oxidantes, a etanol e a infec¢gdes pode deflagrar a sintese de
Hsp (165).

Apoés indugdo destas proteinas, a célula se torna tolerante a agressoes
posteriores. Desta forma, a acdo de Hsp, altamente conservada no decorrer da
evolugao das espécies, é protetora e adaptativa no microambiente celular (165).

As Hsp sédo correntemente agrupadas em familias de acordo com o peso
molecular (166). As fungbes das Hsp em termos moleculares incluem (cada uma
exerce uma larga variedade de fungoes fisioldgicas) (167):

v modulacdo da resposta de receptores protéicos; transducdo de sinais;

participagao no ciclo e proliferagao celular (Hsp 90 e Hsp 70);

v transporte intracelular e translocagdo de peptideos agindo como

chaperones; previne agregacédo de proteinas desnaturadas (in vitro) (Hsp

60);

v formatagao de proteinas nascentes (Hsp 60 e Hsp 70);

v facilitam a degradagdo de proteinas agindo como co-fator no sistema

proteolitico (Hsp 60);

v' auto-regulagdo da resposta ao choque térmico; potencial fungdo de

molécula apresentadora de antigenos em células tumorais (Hsp 70);
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v/ suprimem a agregagao e inativagao de proteinas com o calor (in vitro);
conferem termotolerancia através da estabilizacdo de microfilamentos
(pequenas Hsp);

v’ atividade antiapoptoética (pequenas Hsp e Hsp 70).

Na aterosclerose, a infiltragdo da parede arterial por macréfagos e células
musculares lisas se acompanha da placa ateromatosa, cujo centro necrético é
circundado por deposigao de colesterol que, em circunstancias evolutivas, levam
a ulceragao ou calcificagao (6).

Células endoteliais produzem Hsp 60 e moléculas de adesdo em grande
quantidade quando expostas a fatores de risco como HAS e hipercolesterolemia.
Reacdes auto-imunes contra Hsp 60 humana potencialmente lesam o endotélio e
contribuem para o desencadeamento do processo aterosclerético (6, 168).

Investigagbes em coelhos e humanos evidenciaram a presenga, na
camada intima arterial, de células T capazes de reagir contra Hsp 60/65 kDa.
Anticorpos anti-Hsp 60/65 foram observados no soro de pacientes com
aterosclerose. Estas alteragcbes precoces no processo aterosclerdtico sao
potencialmente reversiveis desde que os fatores de risco paralelos sejam
removidos (169).

A hipotese imunoldgica para a aterogénese se fundamenta na existéncia
de reagdes humorais e celulares contra Hsp 65 bacterianas. Dada a homologia
molecular de 60% entre Hsp 65 bacteriana e Hsp humana endotelial (5), reagbes
cruzadas podem ocorrer no endotélio (168, 169).

Os dados envolvendo a participacdo das Hsp como potenciais auto-
antigenos na placa aterosclerdtica sdo mais consistentes na familia Hsp 60. A

familia Hsp 60 compreende: hHsp 60 (mamiferos), cHsp 60 (Chlamydia
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pneumoniae) mHsp 65 (micobactéria) e GroEL (Escherichia coli) (170). Os
membros da familia Hsp 60 s&o filogeneticamente conservados desde as
bactérias até os humanos. Desta forma, anticorpos contra Hsp de bactérias
podem atuar contra Hsp 60 humanas através de reatividade cruzada (171).

Em particular, as Hsp de 60 e 65 kDa sao altamente imunogénicas.
Infeccbes bacterianas levam a reacdes humorais e celulares por parte do
hospedeiro. As Hsp micobacteriana de 65 kDa e a Hsp humana de 60 kDa exibem
homologia molecular de 60%. Assim sendo, uma resposta imune contra Hsp 65
bacteriana pode levar a auto-imunidade devido a reacdes cruzadas contra Hsp
humana de 60 kDa (172).

A hipoétese de mimica molecular entre Hsp de bactérias (Escherichia coli e
Chlamydia pneumoniae) e Hsp humanas foi testada por Mayr et al. Anticorpos
anti-Hsp 60/65 de pacientes ateroscleréticos reagiram cruzadamente com Hsp 60
humana, Hsp 60 de Chlamydia pneumoniae e Hsp 60 de Escherichia coli. Os
achados sugerem que reagdes humorais contra Hsp bacterianas podem levar a
injuria vascular aterosclerética por meio de mimetismo molecular (173).

Lesdes  aterosclerdticas podem ser induzidas em  coelhos
normocolesterolémicos imunizados com Hsp 65. Reconhecidamente, Hsp de 65
kDa €& expressa em altas concentragcbes na placa aterosclerética (174). De
interesse, a terapéutica imunossupressora, por meio de anticorpos monoclonais
antiCD3, e a prednisolona bloquearam o aparecimento de ateromas nestes
animais (1795).

O papel dos anticorpos anti-Hsp na aterosclerose pode nao ser apenas de

auxilio diagnostico. Eventualmente, poderiam ser patogénicos. Em laboratério,
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causam lise de células endoteliais ativadas (analogas as expostas a fatores de
risco como HAS), mas nédo daquelas em repouso (176).

A aterosclerose, desta forma, deve ser analisada em contexto multifatorial.
A presenca de fatores de risco como HAS e hipercolesterolemia levam a dano
endotelial manifesto por sintese de Hsp 60. Os fendbmenos auto-imunes
direcionados contra Hsp 60/65 aqui descritos podem culminar na formacgao de
ateromas (168, 175).

A LDLox é a chave inicial no desenvolvimento da ATC, mas os
mecanismos n&o sdo claros. Frostegard et al. reportaram expressdo aumentada
de Hsp 60 em MNC expostos a LDLox. A IL-1 beta exerceu efeito semelhante
sobre a expressao da Hsp 60. Estes resultados indicam que a expressao de Hsp
60 por MNC na parede vascular pode ser aumentada pela LDLox. E possivel que
o processo inflamatério crénico que caracteriza a ATC seja perpetuado por
células T auto-reativas que reconhegam Hsp 60 (177).

A relagao de anticorpos anti-Hsp 60/65 kDa com aterosclerose ¢€ intrigante.
Mayr et al. estudaram, em pacientes com doencga aterosclerdtica, a possibilidade
da existéncia de mimica molecular entre Hsp de bactérias (Escherichia coli e
Chlamydia pneumoniae) e Hsp humana. Anticorpos contra Hsp 60/65 reagiram
cruzadamente com Hsp 60 humana, Hsp 60 de Chlamydia pneumoniae e Hsp 60
de Escherichia coli. Além disso, anticorpos contra Hsp se correlacionaram a
presenga de anticorpos contra Chlamydia pneumoniae e exibiram citotoxicidade
contra células endoteliais humanas. Os achados sugerem que a reagao humoral
contra Hsp bacterianas pode levar a injuria vascular aterosclerdtica através de

mimetismo molecular (173).
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Shett et al. imunizaram 120 coelhos com varios antigenos com e sem
adjuvantes. Alguns grupos receberam dieta rica em colesterol. Apds seis
semanas, verificaram que apenas o0 grupo imunizado com Hsp 65 apresentou
lesado aterosclerética na intima do arco aértico: seu colesterol sérico era normal. O
estudo imunohistopatolégico revelou que as lesdes continham 20% de LT, 10 a
30% de MCF e 10 a 40% de CML. As lesdes estavam correlacionadas
positivamente com a presenga, no sangue periférico, de LT reativos para Hsp 65,
sugerindo que a Hsp 65 esta envolvida na indugdo das lesbes de ATC. A
combinacdo de imunizacdo com Hsp e dieta rica em colesterol provocou o
aparecimento de lesbes mais severas de ATC com aparecimento de células
espumosas. Os autores concluem que uma resposta auto-imune contra Hsp pode
deflagrar ATC e que o nivel alto de colesterol € um fator de risco importante (176).

Zhu et al., por sua vez, avaliaram a possibilidade de anticorpos contra Hsp
60 humana funcionarem como fatores de risco para aterosclerose coronariana.
Dos 391 pacientes submetidos a coronariografia 75% apresentaram teste positivo
para IgG anti-Hsp 60. A presenca do anticorpo esteve também associada a
severidade da doenca: titulos altos se relacionaram a doenca em maior numero

de vasos. A associagao se confirmou apds ajuste para fatores de risco (178).

1.7 Anticorpos AntiLDL Oxidado

A oxidacdo da LDL causa extensa degradacdo e fragmentagcdo da
particula, o que modifica suas caracteristicas estruturais e suas propriedades
fisico-quimicas. In vivo, a oxidagado ocorre por acao de proteases presentes na
circulacao e/ou ligadas as células e tecidos (179). A formag&o de neo-epitopos é

multipla e heterogénea. Uma grande variedade de anticorpos pode se
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desenvolver contra esses epitopos. Neo-epitopos imunogénicos podem gerar-se
também nas moléculas de fosfolipidios devido a sua degradacédo por lipdlise
(180). Além disso, placas ateroscleréticas séo ricas em beta2-glicoproteina |. Esta
molécula liga-se a LDLox por forte atragdo idnica determinando a formagao de
complexos intermediarios circulantes, anticorpos especificos e imunocomplexos
altamente associados a trombose arterial (181).

AntiLDLox estao presentes na circulagdo e na placa de individuos com
aterosclerose (182, 183) e diversas evidéncias correlacionam a presenga desses
anticorpos com as manifestagdes clinicas da doenga. Recentemente,
pesquisadores do Laboratério de Imunorreumatologia da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul descreveram a associagao de auto-anticorpos IgA
contra beta2-glicoproteina | em pacientes com acidente vascular encefalico (184),
na fase aguda do IAM (185) e na doenca arterial periférica (186).

Estima-se que os niveis de anticorpos contra LDLox possam ser uma
maneira indireta de medir a formagao da LDLox in vivo e que, por isso, possam
estar relacionados com o desenvolvimento e a progressdo da aterosclerose.
Resultados de pesquisas que atribuem ao antiLDLox um papel pré-aterogénico
constatam que a elevagédo dos niveis de antiLDLox associa-se a progressao de
aterosclerose carotidea (187), a incidéncia e mortalidade por IAM (188) e a

presenca e severidade da DAC (189).

1.8 Justificativas do Estudo
S&o0 escassos os relatos acerca de AAF/anticorpos anti-Hsp em pacientes
com DOSAC e o papel etiopatogénico destes anticorpos na DOSAC é incerto. O

numero de estudos controlados é limitado.
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Além disso, pode-se arrolar as seguintes justificativas para este estudo:

a) a DOSAC é uma doenga prevalente e associada a morbidade
significativa. A pesquisa de causas imunolégicas que possam estar
envolvidas a esta situagao clinica, incluindo-se AAF e anti-Hsp, é
relevante nessas circunstancias;

b) a frequéncia de IgG, IgM e IgA aCL em pacientes com DOSAC é motivo
de discussao, porque em nosso meio nao ha dados definidos a respeito;

c) a pesquisa de anticorpos IgG, IgM e IgA antibeta2-gpl em DOSAC pode
trazer novos subsidios para a compreensao do papel da auto-imunidade
nesta afeccao;

d) o papel dos anticorpos anti-Hsp 60 e anti-Hsp 65 é motivo de debate em
pacientes com DOSAC,;

e) a presencga dos AAF nos paciente com DOSAC pode trazer beneficios
praticos para diagnéstico, tratamento e prognéstico;

f) o desenvolvimento de métodos sorologicos capazes de funcionar como
marcadores do processo aterosclerdtico podera ser de valia em termos

diagndsticos e terapéuticos.
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2 HIPOTESES

2.1 Hipétese Conceitual
A presenca de anticorpos contra cardiolipina, beta2-gpl e Hsp 60/65 kDa se

associa a risco aumentado de DOSAC.

2.2 Hipo6tese Operacional
A presenga de anticorpos contra cardiolipina, beta2-gpl e Hsp 60/65 kDa

nao se associa a risco aumentado de DOSAC.
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3 OBJETIVO

Verificar se anticorpos contra cardiolipina, beta2-gpl e Hsp 60/65 kDa se

associam a presenca de DOSAC.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Delineamento do Estudo
v' Estudo de caso-controle.
v Fator de exposicao: aCL, antibeta2-gpl e anti-Hsp.

v" Desfecho: DOSAC com indicagédo de endarterectomia de carétida.

4.2 Amostras Envolvidas no Estudo

Casos
v' Os casos foram definidos como pacientes que preenchiam os critérios de
inclusdo e de exclusdo, internados no Hospital Sdo Lucas da PUC, com

DOSAC.

Controles
v" Os controles foram definidos como pacientes que atendiam aos critérios de
inclusdo e de exclusdo, internados em enfermaria de ortopedia do Hospital

Sao Lucas da PUC e Hospital Independéncia da Ulbra, sem DOSAC.
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4.3 Definigoes

4.3.1 DOSAC

O diagnéstico de DOSAC foi realizado por neurologista e cirurgiao vascular
habilitados. A confirmacéo do diagndstico foi por ARM, realizada e analisada por
dois radiologistas experientes que quantificaram os percentuais de estenose de

artérias caroétidas utilizando os critérios do NASCET (95).

4.3.2 Hipertensao Arterial Sistémica (HAS)

Considerou-se portador de hipertensao arterial o paciente com historia de
doenca e/ou em uso de farmacos anti-hipertensivos; pacientes sem tratamento,
mas portadores de HAS, tendo o diagndstico confirmado através da média de
duas ou mais medidas de pressdo sistélica e diastdlica superiores a,
respectivamente, 140 mm Hg e 90 mm de Hg ou histérico compativel com estes

critérios (190).

4.3.3 Tabagismo

Para os propositos do estudo, o conceito de tabagismo obedeceu aos
critérios do Medical Research Council da Inglaterra, onde sdo considerados
fumantes leves os consumidores de 1 a 10 cigarros/dia; fumantes moderados
aqueles que consomem de 11 a 14 cigarros/dia; fumantes pesados os
consumidores de mais de 15 cigarros/dia; ndo fumantes, aqueles que nunca
fumaram mais de 1 cigarro/dia no ultimo ano ou aqueles que deixaram de fumar

(191).
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De forma arbitraria, na casuistica, os tabagistas (fumantes de cigarros ou
assemelhados) foram estratificados em: fumantes ativos, aqueles individuos com
habito de fumar atual e que haviam fumado no ultimo ano; ex-fumantes,

individuos que haviam abandonado o habito de fumar ha mais de 1 ano.

4.3.4 Diabete Mellitus (DM)

Considerou-se portador de diabete mellitus o paciente com historia de
alteragdo metabdlica e/ou em uso de terapia hipoglicemiante (dietética,
insulinoterapia ou tratamento com farmacos hipoglicemiantes orais). Para estudos
epidemioldgicos desta natureza, o histérico de DM foi previamente documentado
por médico da area clinica; o critério absoluto foi glicemia de jejum de, no minimo,

126 mg/dl em, pelo menos, duas ocasides em separado (192).

4.3.5 Hipercolesterolemia

Considerou-se portador de hipercolesterolemia o paciente histéria de
alteracbes do colesterol sérico e/ou em uso de farmacos hipolipemiantes. O
histérico de hipercolesterolemia foi também obtido através de informagdes com o
paciente ou dos niveis de colesterol: colesterol total acima de 200 mg/dl ou
colesterol LDL acima de 130 mg/dl ou relagdo colesterol total/HDL acima de 5

(193).

4.4 Critérios de Inclusao
Foram convidados a participar do estudo individuos de ambos o0s sexos
que, na auséncia de qualquer critério de exclusdo, preencheram os seguintes

itens:
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concordancia em participar do estudo;

idade a partir de 18 anos;

pacientes com DOSAC confirmada por ARM (casos);

pacientes sob acompanhamento hospitalar em servicos de ortopedia
devido a afecgdes ortopédicas e sem DOSAC (grupo-controle);

assinatura do Termo de Consentimento Informado, Livre e Esclarecido

apos informacgao verbal e escrita sobre os propdsitos da pesquisa.

4.5 Critérios de Exclusao

Para casos e controles foram considerados inelegiveis:

v

v

pacientes com valvulas cardiacas protéticas;

pacientes com histdria clinica de endocardite infecciosa;

pacientes com histéria de infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida, Treponema pallidum e outras infecgbes ativas;

pacientes com histdria de neoplasia presente ou passada;

pacientes com histéria de doenga do tecido conjuntivo previamente
diagnosticado, de acordo com os respectivos critérios clinicos;

pacientes com SAF previamente diagnosticada, de acordo com os critérios
de 1999 (137);

pacientes com histérico de afecgdes potencialmente causadoras de
trombose arterial (homocistinuria, disfibrigenemia e hemoglobinuria
paroxistica noturna);

pacientes com histdoria de vasculite;

pacientes com histéria de trombose arterial aguda.
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4.5.1 Critérios de Exclusao Somente Para o Grupo-Controle
Para o controle foram considerados inelegiveis:
v' pacientes com evidéncia clinica de DOSAC;

v pacientes com evidéncia clinica de osteonecrose (194).

4.6 Casos e Controles

4.6.1 Casos

A populagao-alvo (casos) consistiu de pacientes (idade minima 43 anos)
com diagnéstico de DOSAC, de acordo com os critérios clinico-cirurgicos do North
American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (NASCET) (95) e do
European Carotid Surgery Trial (ECST) (97).

Para inclusdo no estudo, os sintomas deveriam justificar a indicagdo de
RNM pelo neurologista e/ou cirurgido vascular.

Os pacientes foram catalogados no estudo entre abril de 2004 e dezembro
de 2005, enquanto internados na enfermaria da cirurgia vascular do Hospital S&o
Lucas da PUC. A avaliagédo dos sinais e sintomas (anamnese e exame fisico) foi
criteriosamente efetuada por neurologista e cirurgido vascular. A confirmagao do

diagnostico de DOSAC foi a ARM.

4.6.2 Controles

O grupo-controle consistiu de pacientes hospitalizados nos servigos de
ortopedia do Hospital Sdo Lucas da PUC e Hospital Independéncia da ULBRA
devido a fraturas, disturbios musculo-ligamentares ou deformidade ortopédicas

congénitas.
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4.7 Métodos

Laboratorial:

v' dez mililitros de sangue foram obtidos por pungdo venosa periférica de
cada paciente (casos) na sala de cirurgia, imediatamente antes da indugao
anestésica (no momento de obtencdo do acesso venoso) e colocados em
tubos de vidro; apds centrifugagdo, o soro foi armazenado a —20 graus
Celsius para posterior afericdo dos anticorpos.

v' dez mililitros de sangue foram obtidos por pungédo venosa periférica de
cada paciente (controle). O material foi colocado em tubos de vidro; apds
centrifugacgéo, o soro foi armazenado a — 20 graus Celsius para posterior

afericdo dos anticorpos.

Aspectos éticos

O estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo Cientifica da FAMED da
PUCRS e pelo Comité de Etica em Pesquisa da mesma instituicdo. O trabalho
envolveu risco minimo e os procedimentos estiveram de acordo com orientagdes
nacionais e internacionais para pesquisas envolvendo seres humanos. Cada
paciente forneceu, por escrito, o0 Termo de Consentimento Informado, Livre e
Esclarecido de participagdo no trabalho (se¢do Anexos: casos - Anexo | e
controles-Anexo Il), apos informacdo verbal e escrita sobre os propdsitos e

métodos da pesquisa.

Ficha clinica
Os pacientes com DOSAC, assim como os do grupo-controle, foram

submetidos a uma avaliacdo clinica completa utilizando-se como instrumento os
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modelos sistematizados e testados no Servigo de Cirurgia Vascular Periférica do
Hospital Sdo Lucas da PUC. Esse procedimento permitiu avaliar, em cada
paciente, os critérios de inclusdo e exclusdo, as variaveis demograficas, os
fatores de risco cardiovasculares conhecidos, as variaveis prognésticas e as
condicdes clinicas associadas.
As variaveis de interesse foram:
a. demogréficas: idade, sexo e raga;
b. clinicas: HAS, tabagismo, histérico de DM e hipercolesterolemia.
Os dados clinicos e laboratoriais nos casos foram obtidos de acordo com
protocolo que se encontra na se¢cao de Anexos (Anexo llI).
No grupo-controle, o protocolo clinico envolvendo fatores de risco para
DOSAC e pesquisa dos auto-anticorpos foi também aplicado. O protocolo se

encontra na segao de Anexos (Anexo V).

4.7.1 Angioressonancia Nuclear Magnética (ARM)

Todos os exames de angiografia por ARM foram realizados no aparelho
Siemens Magneton Vision Plus®, com os pacientes acordados, utilizando-se a
mesma janela de aquisicdo das imagens, em duas etapas distintas: angiografia
para definicdo do percentual de estenose e sequéncia ponderada para deteccéo
de areas de hemorragia intraplaca.

A angiografia foi realizada por técnica convencional, em sequéncias
ponderadas de pulso 3D TOF (time-of-flight), correspondendo a fase sem
contraste e gradiente 3D Turboflash, relativa a fase contrastada (gadolineo
intravenoso). O percentual de estenose foi determinado pelos critérios do

NASCET (95) a partir da relagdo entre o menor didmetro da zona de
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estreitamento e o maior didmetro da carétida interna, distal a lesdo. A graduagéao
da estenose foi adaptada de Nederkoorn e cols. (195), com divisdo em 3
categorias: estenose entre 50% e 69%, estenose entre 70% e 90% e estenose
acima de 90%. Os exames foram interpretados por dois examinadores
independentes, “cegos” para os dados clinicos e laboratoriais, prevalecendo o
percentual maior de estenose em casos de discordancia. O protocolo se encontra

na sec¢ao de Anexos (Anexo V).

4.7.2 Detecgao de anticorpos anticardiolipina (aCL)

A detecgdo de anticorpos IgG, IgM e IgA aCL foi efetuada através de
ensaio enzimatico (ELISA) seguindo descri¢gbes prévias (196-198).
Etapas:

v 50 ul de solugdo de CL (Inova Diagnostics, Inc., San Diego, EUA)
dissolvida em etanol (concentragdo 50 ug/ml) foram utilizados como
antigeno em cada orificio de uma placa de poliestireno;

v' 0 solvente foi evaporado e a placa foi incubada por uma hora com 100
ul/orificio de soro fetal bovino a 10% em PBS para bloquear sitios
antigénicos inespecificos;

v' 0s soros a serem testados (diluicdo 1/50 em FCS a 10%) foram incubados
por 3 horas;

v' como segundos anticorpos, conjugados de peroxidase antilgG, antilgM ou
antilgA humana, diluidos a 1/10000 em FCS a 10%, foram utilizados em
cada orificio da placa;

v/ apés incubacdo de uma hora, foram adicionados 50 ul/orificio do substrato

(TBM);
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v/ a reacao enzimatica foi posteriormente interrompida com 50 ul/orificio de
acido sulfurico;

v' a deteccdo de aCL foi concebida em triplicata nos soros de casos e
controles, considerando-se o valor médio de trés determinacbes como a
titulacao correspondente a cada soro;

v’ leitura da placa através de fotdbmetro automatico;

v/ apobs cada periodo de incubacao, a placa de poliestireno foi lavada por trés
vezes com PBS. Todos os passos da reacdo se deram a temperatura

ambiente.

Para expressao dos resultados, calibradores internacionais (Louisville, APL
Diagnostics) foram utilizados de acordo com os seguintes parametros:

v IgG ou IgM aCL até 20 Ul: teste negativo;
v IgG ou IgM aCL acima de 20 Ul: teste positivo;
4 IgA aCL até 15 Ul: teste negativo;

v IgA aCL acima de 15 Ul: teste positivo

4.7.3 Detecgao de anticorpos antibeta2 - gpl
Anticorpos IgG, IgM e IgA antibeta2-gpl foram detectados através de ELISA
(199) de acordo com as seguintes etapas:
v" 50 ul de beta2-gpl humana (Inova Diagnostcs, Inc., San Diego, EUA) na
concentragdo 10 ug/ml foram colocados em cada orificio da placa de
poliestireno (Costar high binding 3590) incubados durante a noite;

v lavagem da placa com PBS;
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bloqueio da placa com ovalbumina 2% em PBS por uma hora a
temperatura ambiente

100 ul de soros diluidos a 1/100 em ovalbumina a 1% com 0,5% de Tween-
20 foram incubados por 3 horas a temperatura ambiente;

conjugados de peroxidase e anticorpos de cabra antilgG, antilgM e antilgA
humanas (100 ul) foram utilizados como segundos anticorpos e o seu
substrato cromogénico (TBM) permitiu a leitura da reagao;

a detecgcdo de anticorpos antibeta2-gpl foi concebida em triplicata nos
soros de casos e controles, considerando-se o valor médio de trés
determinagdes como a titulacdo correspondente a cada soro;

leitura da placa através de fotdmetro automatico;

apos cada periodo de incubacdo da reacdo a placa de poliestireno foi
lavada trés vezes com PBS;

apos a incubagao com beta2-gpl, todos os passos se deram a temperatura
ambiente;

foram colocadas em cada placa 3 diluicdes de amostra positiva para
antibeta2-gpl,;

o grau de pureza da beta2-gpl foi analisado de acordo com descrigao
prévia;

a especificidade do antigeno no ensaio enzimatico foi determinada atraves
do uso de anticorpo de coelho antibeta2-gpl humana como controle

positivo.
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Os resultados foram expressos em Ul de acordo com os seguintes
padrdes:

v 1gG ou IgM antibeta2-gpl até 20 Ul: teste negativo;
v" 1gG ou IgM antibeta2-gpl acima de 20 Ul: teste positivo;
v IgA antibeta2-gpl até 25 Ul: teste negativo;

v' IgA antibeta2-gpl acima de 25 Ul: teste positivo.

4.7.4 Detecgao de anticorpos anti-Hsp 60 e anti-Hsp 65
Anticorpos contra Hsp 60 humana recombinante e contra Hsp 65 de
Mycobacterium bovis (Inova Diagnostics, Inc. San Diego, EUA) foram detectados

através de ELISA (/nova Quantalite Hsp 65 e Hsp 60 kits).

Reagentes:

v placa de poliestireno coberta com Hsp 60 humana recombinante ou Hsp 65
de Micobacterium bovis;

v'soros-controles negativos para os referidos anticorpos (1,2 mL);

v/ soros-controle com positividade baixa para os referidos anticorpos
(1,2 mL);

v soros-controles com positividade alta para os anticorpos (1,2 mL);

v’ diluentes para o conjugado de peroxidase, solugdo Tris, solugdo Tween 20,
absorventes e estabilizadores de proteinas (50 mL);

v solugao para lavagem de placas (solugdo Tris, solugdo Tween 20), 25 mL;

v conjugado de cabra antilgG humana marcado com peroxidase (10 mL);

v' cromogéneo TMB (10 mL);

v solugdo para a parada da reagao (acido sulftrico 0,344M), 10 mL.
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A reacgao obedeceu as seguintes etapas:

v

antigenos (Hsp 60 humana recombinante ou Hsp 65 de Micobacterium
bovis) na concentragdo 1ug/ml sdo acoplados aos orificios de uma placa
de ELISA de poliestireno;

100 ul de soros-controles pré-diluidos e soros dos pacientes a serem
testados (diluigdo 1/100) sdo adicionados aos orificios da placa, o que
permitiria a ligacdo dos anticorpos ao antigeno;

incubacao dos soros por 30 minutos a temperatura ambiente;

lavagem da placa com 200-300 ul de solugdes padroes é efetuada para
que evite ligagdes inespecificas de anticorpos;

100 ul de antilgG marcada com peroxidase € adicionada em cada orificio;
uma segunda incubagao de 30 minutos €, entdo, procedida, objetivando-se
a ligacado da antilgG com anticorpos IgG de controles e dos soros dos
pacientes;

ap6s nova lavagem da placa, a atividade enzimatica remanescente é
medida acrescentando-se 100 ul do substrato cromogénico TMB;

a placa é, entdo, incubada por 30 minutos no escuro, a temperatura
ambiente;

100 ul da solucéo de parada da reagao € adicionada em cada orificio;

a magnitude colorimétrica em soros-controles e soros de pacientes é
avaliada no espectrofotdbmetro no espago de uma hora;

a deteccao de anti-Hsp foi concebida em triplicata nos soros de casos e
controles, considerando-se o valor médio de trés determinagcbes como a
titulagéo correspondente a cada soro;

a densidade 6ptica de cada orificio da placa € lida a 450 nm absorbancia.
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Foram consideradas positivas para anticorpos IgG anti-Hsp 60 ou IgG anti-Hsp

65 as amostras que atingiram densidade 6ptica igual ou maior do que 0,5:

v IgG anti-Hsp 60 ou 65 densidade 6ptica menor do que 0,5: teste negativo;

v IgG anti-Hsp 60 ou 65 densidade optica igual ou maior do que 0,5: teste

positivo.

4.8 Controle do Erro Sistematico

4.8.1 Vieses de Selegao

O controle de vieses de selecdo foi efetuado, fundamentalmente, pela
estrita definicdo de casos e controles. Os casos de DOSAC foram confirmados
por analise clinica e ARM. O fato de se ter coletado amostras de casos de um
unico centro traz a vantagem da padronizagdo na conduta diagnostica.

O grupo-controle foi recrutado de enfermarias ortopédicas de mais de um
centro hospitalar, o que enfatiza o aspecto “generalizacdo” na obtencédo de
amostras-controle. A escolha dos controles obedeceu as seguintes premissas:

a) pacientes oriundos da populagéo geral sem o desfecho de DOSAC,;

b) pacientes com afec¢des de resolugdo predominantemente cirurgicas, o que

diminui a chance de vieses clinicos interferirem nos resultados.

4.8.2 Vieses de Aferigcao
Vieses de afericdo foram evitados, a principio, através de estrita obediéncia

aos critérios de exclusao para casos e controles.
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Problemas de memorizagao (recall) nas entrevistas se associam a vieses
de afericdo. Tanto incapacidade de lembrar fatos passados como a tendéncia de
se obter maior numero de eventos prévios nos casos pode ocorrer. Para tal, foi
conduta da equipe conduzir homogénea e padronizadamente as entrevistas com
pacientes ou familiares nos dois grupos.

Em paralelo, os cuidados com a coleta, o processamento e o
armazenamento das amostras de soro a -20° C contribuiram para a
confiabilidade dos resultados dos ensaios enzimaticos. Os soros foram
armazenados a - 20° C por, no maximo, 3 meses antes do procedimento
laboratorial.

A analise laboratorial foi efetuada por laboratério independente e
geograficamente distinto de onde as amostras originais foram obtidas. Um mesmo
bioquimico, alheio em relacdo a identidade dos pacientes, procedeu aos testes

imunoenzimaticos, utilizando-se de instrumentos de alta precisao.

4.8.3 Vieses de Confusao

Conceitualmente, vieses de confusdo foram evitados através de:
v delineamento (estudo de caso-controle) pertinente aos objetivos do estudo e

vice-versa,;

v/ analise estatistica apropriada ao delineamento.

Em termos especificos, incluiu-se no estudo exclusivamente casos de
DOSAC. Esta escolha, certamente, limitou o numero amostral. Além disso, excluiu
pacientes que obituaram antes do diagndstico. Como vantagem, possibilitou uma

melhor acuracia diagnostica.
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Casos ou controles com doencas infecciosas, doencas do tecido
conjuntivo, SAF e trombofilias genéticas foram excluidos devido a potencial
associacido destas entidades com AAF/anti-Hsp. Pacientes ortopédicos
(controles) que apresentavam osteonecrose também foram excluidos, ja que aCL
foram eventualmente descritos nesta circunstancia (194).

A inclusao dos isotipos IgM/IgA/IgG AAF, cronologicamente associados a
respostas agudas e de memaria humoral, pode ajudar na interpretagéo etiolégica
desta testagem nos pacientes com DOSAC. Para anticorpos anti-Hsp a

metodologia disponivel contemplou detecg¢ao de anticorpos IgG.

4.9 Andlise Estatistica

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio padrao,
enquanto que para as variaveis categéricas foram utilizados a frequéncia absoluta
e o percentual. A forgca de associagao entre os diversos fatores em estudo e o
desfecho de interesse (DOSAC) foi avaliada pelo odds ratio (OR) e seu intervalo
de confianga foi de 95%. As situag¢des nas quais nao foi possivel obter-se o OR,
devido a frequéncias nulas, foram contornadas utilizando-se a corregao de Agresti
(200). Para este caso, utilizaram-se intervalos de confianga por método exato.

A significancia dos dados quantitativos foi determinada pelo teste t de
Student e, para as variaveis categdricas, usou-se o teste de qui-quadrado,
seguido pelo teste exato de Fisher, quando necessario.

O impacto de potenciais fatores de confusdo nas estimativas brutas de
odds ratio foi avaliado utilizando-se um modelo de regressao logistica multipla
contendo os termos idade, sexo, ragca, HAS, tabagismo, DM e

hipercolesterolemia. O nivel de significancia adotado no estudo foi de alfa=0,05.
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Os dados foram analisados com auxilio do programa estatistico SPSS verséao
11.5.
A escala de magnitude de OR proposta por Hopkins (201), utilizada no

estudo, pode ser vista na Tabela 1.

Tabela 1 - Tabela de magnitude de odds ratio (OR)

OR Forca da associagao
1,0-1,5 Trivial
1,5-3,5 Fraca
3,5-9,0 Moderada
9,0-32 Forte
>32 Muito intensa

A correcao de Agresti foi utilizada na presenga de frequéncias extremas (0
ou 100%) de determinada variavel em casos ou controles. A referida corregéo
originou valores de OR n&o-ajustados. Nesta circunstancia, intervalos de
confianca foram obtidos pelo método exato de obtencao de intervalo de confianca.

Todos os testes estatisticos foram executados no programa SPSS (SPSS

para Windows, versdo 11.5, Chicago, IL).
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5 RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 57 pacientes com DOSAC, oriundos do Hospital
Séao Lucas da PUCRS. A populagdo masculina foi de 35 pacientes (61,4%) e a
populagao feminina foi de 22 pacientes (38,6%). A média global de idade foi de 66
anos (43-80 anos) com desvio padrao (DP) de 8,7. A raga branca predominou em
100% dos casos (57 pacientes).

Um ou mais fatores de risco para DOSAC (HAS, tabagismo, histérico de
DM e hipercolesterolemia) foram observados em 98,2% dos casos.

Alteracdes no exame de ARM das artérias carétidas foram documentadas
em 57 dos casos (100%). Os percentuais de estenose de artéria carétida apos
realizacédo do estudo angiografico, nos 57 pacientes, ficaram assim distribuidos:

v em 26,3% dos casos (15 pacientes) o grau de estenose da carétida ficou

entre 50% a 69%;

v em 15,8% dos casos (9 pacientes) o grau de estenose da caroétida ficou

entre 70% a 90%;

v em 57,9% dos casos (33 pacientes) o grau de estenose da carétida ficou

acima de 90%.

Noventa e trés pacientes originarios de enfermarias de ortopedia (71 do
Hospital Sdo Lucas da PUCRS e 22 do Hospital Independéncia de Porto Alegre)
com afec¢des musculo esqueléticas compuseram o grupo-controle. A populagéo

masculina foi de 47 pacientes (50,5%) e a feminina de 46 pacientes (49,5%). A
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média global de idade no grupo-controle foi de 47,5 anos (16-84 anos) com DP de
18,8. A raga branca foi observada em 83 pacientes (89,2%) e a raga negra em 10
pacientes (10,8%).

Um ou mais fatores de risco para DOSAC foram documentados em 56
pacientes do grupo-controle (60,2%).

A Tabela 2 detalha os motivos da internag¢ao hospitalar nos 93 pacientes do

grupo-controle.

Tabela 2 - Entidades nosoldégicas nos 93 pacientes do grupo-controle

internados em enfermarias de ortopedia

Numeros absolutos Percentual
Total de casos 93 100%
Ruptura tendinosa no ombro 1 1,1%
Luxacédo de ombro 1 1,1%
Les&o ligamentar no tornozelo 1 1,1%
Lesao ligamentar de joelho 4 4,3%
Artroplastia de joelho 4 4,3%
Fraturas em membros superiores 10 10,7%
Laminectomia lombar 15 16,1%
Artroplastia de quadril 21 22,6%
Fraturas de membros inferiores 36 38,7%

Os dados demograficos e fatores de risco foram analisados

comparativamente nas populagdes de casos e controles.



80

A Tabela 3 detalha os achados acerca de idade, sexo, raca e presenca de
um ou mais fatores de risco nos dois grupos. Pacientes com DOSAC
apresentaram idade significativamente mais avancada em relagcdo ao grupo-
controle. Nao houve predilegdo de sexo nos dois grupos de pacientes. A raga
negra predominou no grupo controle. A presenga de um ou mais fatores de risco

esteve fortemente associado aos casos de DOSAC.

Tabela 3 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com

DOSAC e controles

Caracteristica Casos Controles OR IC 95% P
n=57 n=93
Idade, anos 66,0 + 8,7 47,5 + 18,8 - - <0,001
Sexo masculino, n°(%) 35 (61,4) 46 (49,5) 1,6 0,8a34 0,21
Raga negra, n°(%) 0 (0,0) 10 (10,8) 0,1* - 0,01
1ou+FR, n°(%) 56 (98,2) 53 (57,0) 42,3 5,9a855,7 <0,001

Os dados sao apresentados como médias + desvio padrao; freqiiéncia (percentuais);
OR: od(ds ratio bruto; IC 95%: intervalo de confianca de 95%;

P: significancia estatistica; n: numero de individuos.

FR: fatores de risco.

*Por corregdo de Agresti

Os fatores de risco para DOSAC: HAS, tabagismo, historico de DM e
hipercolesterolemia, variaveis de interesse desse estudo, foram isoladamente

avaliados em casos e controles.
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A Tabela 4 mostra o perfil destes fatores de risco nos dois grupos.
Verificou-se que hipercolesterolemia (OR=25,5), HAS (OR=21,0) e DM (OR=14,8)
estiveram fortemente associados a presenca de DOSAC, enquanto tabagismo
(OR=0,6) nado se associou ao desfecho. As variaveis AIT/AVCi (OR=18,2) e
cardiopatia (OR=9,7), que foram analisadas de forma independente,

demonstraram uma forte associagcao a DOSAC.

Tabela 4 - Perfil de fatores de risco em casos e controles

Caracteristica Casos Controles OR IC 95% P
n=57 n=93
Hipercolesterolemia 49 (86,0) 18 (19,4) 25,5 952709  <0,001
HAS 49 (86,0) 21 (22,6) 21,0 8,0 a 57,1 <0,001
DM 26 (45,6) 5 (5,4) 14,8 48a484  <0,001
Tabagismo 13(22,8)  30(32,3) 0,6 0,3a14 0,29
Historia AIT/AVCi 29 (50,9) 5 (5,4) 18,2 6,0a59,8  <0,001
Cardiopatia 29 (50,9) 9(9,7) 9,7 3,8a252  <0,001

OR: odds ratio bruto; IC 95%: intervalo de confianga de 95%; frequéncia (percentuais); P:
significancia estatistica; n: niumero de individuos; HAS: hipertenséao arterial sistémica; DM: diabete

mellitus; AIT: acidente isquémico transitério; AVCi: acidente vascular cerebral isquémico.

A Tabela 5 lista as freqliéncias de testes positivos para aCL, antibeta2-gpl
e anti-Hsp e os OR (estimativa bruta) para cada um dos anticorpos avaliados em
casos e controles.

Anticorpos do isotipo IgA antibeta2-gpl foram detectados de forma mais

significante nos casos do que nos controles.
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Os outros anticorpos nao diferiram significativamente em frequéncia em

casos e controles.

Tabela 5 - Frequéncia de teste positivo para anticorpos aCL, antibeta2-gpl e

anti-Hsp em casos e controles

Caracteristicas Casos Controles OR IC 95% P
n=57 n=93
IgG aCL 4 (7,0) 1(1,1) 6,9 0,7-167,5 0,07
IgM aCL 1(1,8) 3(3,2) 0,5 0,1-6,0 0,51
IgA aCL 0 (0,0) 0 (0,0)
IgG antibeta2-gpl 0 (0,0) 5 (5,4) 0,1 0,16
IgM antibeta2-gpl 4 (7,0) 10 (10,8) 0,6 0,2-21 0,57
IgA antibeta2-gpl 19 (33,3) 9 (9,7) 4,6 1,9411,3 <0,001
IgG anti-Hsp 60 0 (0,0) 0 (0,0)
IgG anti-Hsp 65 3 (5, 3) 9 (9, 7) 0,5 0,122 0,54

OR: odds ratio bruto; IC 95%: intervalo de confianga de 95%; P: significAncia estatistica;

freqiéncia (percentuais); n: nimero de individuos.

Através de regressao logistica, foram obtidos OR ajustados para cada um
dos anticorpos em casos e controles. A estimativa ajustada para os anticorpos
pode ser vista na Tabela 6.

A presenga de anticorpo IgA antibeta2-gpl se associou de forma

independente com DOSAC, com significancia limitrofe.
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Tabela 6 - OR ajustados para associagao entre DOSACs e anticorpos aCL,

antibeta2- gpl e anti-Hsp 60 e Hsp 65

Caracteristica Casos Controles OR* IC 95% P
n=57 n=93

IgG aCL 4(7,0) 1(1,1) 0,9 0,1-11,8 0,92
IgM aCL 1(1, 8) 3(3,2) 1,1 0,1-15,5 0,92
IgA aCL 0(0,0) 0 (0,0)
IgG antibeta2-gpl 0(0,0) 5(5,4) - - 0,99
IgM antibeta2-gpl 4 (7,0) 10 (10, 8) 1,8 0,2-14,2 0,58
IgA antibeta2-gpl 19 (33,3) 9(9,7) 4,7 1,0-23,7 0,06
IgG anti-Hsp 60 0(0,0) 0 (0,0)
IgG anti-Hsp 65 3(5,3) 9(9,7) 0,7 0,1-7,1 0,74

OR* ajustados em modelo de regressao logistica multipla incluindo os fatores, idade, sexo, raga,
HAS, tabagismo, cardiopatia, DM, hipercolesterolemia, acidente isquémico transitério e acidente

vascular cerebral isquémico.
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6 DISCUSSAO

Com base em evidéncias de estudos de biologia celular e molecular,
associadas aos resultados de pesquisas clinicas e experimentais, a idéia de que o
processo aterosclerético seria mera acumulacdo cronica, passiva e focal de
lipidios na parede arterial deu lugar a nogdo de uma resposta inflamatoria,
imunomediada e sistémica (202, 203). Mecanismos inflamatérios sao
reconhecidos desde etapas iniciais da aterogénese e determinam a progresséao e
o curso clinico da doenga. Representam reagdes bioldgicas altamente complexas
ao dano arterial, essenciais na manutencido da homeostase. Resultam da inter-
relagdo funcional entre os componentes vasculares, em especial o endotélio,
leucécitos e plaquetas, modulados por fatores de risco definidos e expressos por
respostas neuro-humorais sistémicas, autdcrinas e paracrinas. A aterosclerose,
sob essa dtica, deixa de ser considerada simplesmente como um processo
degenerativo de obstrugdo focal da parede arterial e passa a ser vista como
causadora de uma “panarterite” difusa, comprometendo varios territérios arteriais.
Este novo conceito pode explicar a razdo da elevacdo, da manutencao e da
diminuicao dos titulos de varios marcadores inflamatérios antes, durante e depois
do desenvolvimento do curso clinico das complicagdes vasculares da doenca.

Este estudo explorou a possibilidade de AAF (incluindo-se aqui aCL e
antibeta2-gpl) e anticorpos anti-Hsp se associarem a DOSAC. A decisédo pelo

delineamento de caso-controle, estudo de carater observacional e analitico,
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passou pela necessidade de se estimar objetivamente o risco, se houve algum,
que a presenca destes anticorpos pudesse determinar no desfecho da DOSAC.

A insuficiéncia vascular cerebral é a terceira causa de 6bito na populagao
adulta, a segunda causa de 6bito entre as moléstias cardiovasculares e a principal
causa de o6bito de origem neuroldgica.

Inicialmente, ndo se pode desconsiderar que um dos fatos demograficos
mais significativos nos ultimos anos é o crescimento do numero de pessoas
idosas. Isso aconteceu devido ao progresso, nos ultimos anos, dos métodos de
diagndsticos precoce das doengas cardiovasculares e pulmonares, surgindo como
consequéncias imediatas a evolugao moderna da terapéutica e principalmente a
profilaxia dessas afecgdes. A abolicdo e o tratamento dos principais fatores de
risco — hipertensdo, fumo, diabetes, hipercolesterolemia — aliados a uma vida
mais sadia, foram, gradativamente, encorajando a longevidade.

Paralelo ao avangco da expectativa de vida, estudos epidemioldgicos
mostram que a aterosclerose incide com maior frequéncia em individuos na faixa
de idade de 50 a 70 anos, etapa considerada de transicdo tanto no aspecto
biolégico quanto profissional.

Nos casos estudados, encontrou-se uma idade média de 66 anos em
oposigdo a 47,5 anos nos controle (P< 0,001). Deve-se salientar que esta
diferenca, estatisticamente significante para efeitos de interpretacdo, foi ajustada
pela analise multivariada (regressao logistica), interceptando vieses na afericao
dos OR e possibilitando o ajuste da idade como fator de confuséo.

Desde ha muito se aceita que a lesdo avancada da aterosclerose, a placa

fibrosa, inicia seu desenvolvimento vinte anos mais cedo no homem do que na



86

mulher, mas, tanto sua estrutura microscépica quanto suas complicacdes finais,
séo idénticas nos dois sexos (204).

Neste estudo, observou-se um predominio do sexo masculino (61%),
diferenca temporal para esse fator intrinseco que pode ser explicado pelos efeitos
hormonais favoraveis ao sexo feminino.

A raga branca ocupou todos os espagos no grupo de casos (100%),
percentual talvez relacionado ao predominio étnico na regido da pesquisa. No
grupo-controle, 10,8% dos participantes pertenciam a raga negra.

O conceito de fator de risco nasceu em campos epidemioldgicos, onde
pesquisas prospectivas demonstraram a consistente associacdo de
caracteristicas observadas em individuos aparentemente normais com a
subsequente incidéncia de vasculopatias nesses mesmos individuos.

Do ponto de vista populacional, € muito importante precisar quais sao, de
fato, os fatores de risco para doenca aterosclerética com a finalidade de uma
correta abordagem profilatica primaria ou secundaria. InUmeros fatores, ao longo
dos anos, foram citados como importantes para a ocorréncia da aterosclerose. O
verdadeiro fator de risco € aquele que tem uma relagao etioldgica, ainda que nao
se conhecga claramente a esséncia dos mecanismos fisiopatologicos. Deve existir,
portanto, uma real evidéncia, derivada do experimento, com um forte grau de
associagao e que se confirme com outros estudos, quer seja epidemiologica, quer
seja bioldgica. Nas ultimas décadas do século XX, determinadas caracteristicas
foram correlacionadas com a doencga aterosclerdtica, interferindo na evolugao
natural, aumentando sua incidéncia e acelerando sua progresséo.

Em relagcdo aos fatores de risco da casuistica deste estudo, 98,2% dos

pacientes com DOSAC cursaram com um ou mais fatores de risco. Como um
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todo, eles foram significativamente mais frequentes nos casos do que nos
controles (valores P<0,001).

Entre os quatro fatores de risco clinicos estudados, as presengas de HAS
em 86% dos casos e hipercolesterolemia também em 86% dos casos, geraram a
associagao de magnitude com o desfecho DOSAC.

Niveis elevados da pressao arterial sdo importante fator de risco para a
aterosclerose, especialmente nas formas cardiacas e cerebrais. O risco de
aterosclerose aumenta progressivamente com o aumento do nivel da presséo,
especialmente com os valores diastélicos altos. Quando a pressao arterial
ultrapassa 160x90 mm Hg, o risco € cinco vezes maior do que nos homens ou
mulheres com pressao normal. Apos os 50 anos de idade, a hipertensao arterial
passa a ser fator de risco mais significativo do que a hipercolesterolemia (205).

Entre os quatro fatores de risco clinicos estudados, a presenca de HAS
(OR= 21,0; IC 95% 8,0 a 57,1; P<0,001) gerou associagao de magnitude com o
desfecho DOSAC.

Os principais lipidios no homem sdo os acidos graxos, o colesterol, os
trigliceridios e os fosfolipidios. Todos eles necessitam se ligar a uma proteina
especial para se tornarem soluveis, misciveis e transportaveis pelo sangue até os
tecidos. Essas proteinas transportadoras fazem parte do grupo das chamadas
“apoproteinas” que tém atividades na ligagdo com os receptores celulares e
ativam determinadas enzimas. A hipercolesterolemia eleva a relagcédo
colesterol/fosfolipidio da membrana celular fazendo com que aumente a adesé&o
de monocitos, de depdsitos lipidicos e de proliferacédo de CML.

Neste trabalho, 86% dos pacientes com DOSAC apresentaram

hipercolesterolemia o que demonstra uma forte forca de associacdo com DOSAC.
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Isso também representa que, entre os quatro fatores de risco clinicos estudados,
o de hipercolesterolemia (OR=25,5; IC 95% 9,5 a 70,9; P<0,001) gerou a
associagao de maior magnitude com o desfecho DOSAC.

Geralmente, é aceito que a diabete mellitus determina fator de risco na
génese da aterosclerose e de suas complicagdes. No estudo de Framingham, o
risco de mortalidade por doenca cardiovascular foi 1,7 maior nos homens e 3,3
vezes maior nas mulheres portadoras de diabetes em relagdo aos nao-diabéticos
(206). Nesta casuistica, 45,6% dos casos tinham histéria de diabete mellitus
(OR=14,8; 1C95% 4,8 a 48,4; P<0,001), estabelecendo uma forte associagdo com
a DOSAC.

O tabagismo esta associado aos niveis baixos de HDL, oxidagdo do LDL,
poliglobulia secundaria, aumento da viscosidade sanglinea e da agregagao
plaquetaria, aumento do fibrinogénio plasmatico, disfungdo endotelial, facilitagao
da estimulagdo adrenérgica e redugao da atividade estrogénica. Nos homens e
mulheres, o efeito do fumo é mais nitido na aterosclerose obliterante dos
membros (205, 207). O efeito do tabaco sobre os colesterdis plasmaticos parece
depender dos radicais livres presentes no fumo. Alguns pesquisadores acreditam
que as propriedades mutagénicas do tabaco sdo as responsaveis tanto pela sua
capacidade carcinogénica quanto aterogénica. De acordo com esta hipétese, a
proliferacdo monoclonal da célula muscular lisa no ateroma € resultado da
transformacdo morbida produzida pelos componentes téxicos do cigarro sobre
essas ceélulas. Nesta casuistica, 22,8% dos casos ainda utilizavam o tabaco na
atualidade, 52,6% conseguiram interromper o habito ha um ano ou mais e 24,6%

confidenciaram que nunca fumaram. Neste estudo, dos participantes do grupo
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controle 32,3% utilizavam o tabaco. O tabagismo (OR= 0,6; IC 95% 0,3 a 1,4;
P=0,29) néo se associou a DOSAC.

Embora a angiografia carotidea seja aceita como método de referéncia nos
estudos por imagem das artérias carétidas, observagdes recentes sugerem que
as técnicas de imagem né&o-invasivas podem apresentar maior sensibilidade,
melhor relagdo custo-beneficio e maior seguranga em relagdo a angiografia
convencional (128). A American Stroke Association realizou revisdo sistematica
atual, analisando a sensibilidade e a especificidade da ARM e da ultrassonografia
com doppler e mapeamento de fluxo colorido na quantificacdo de diferentes
percentuais de estenose de carétidas e na capacidade de distinguir estenose de
oclusdo completa. Estudando 151 artigos que utilizaram como comparagao a
arteriografia digital, os autores concluiram que a ARM obteve melhor acuracia que
a ultrassonografia com doppler e mapeamento de fluxo colorido em reconhecer
estenoses entre 70 e 99%. Além disso, em relagcdo a diferenciagdo de
estenose/oclusdo, ambos os métodos obtiveram correspondéncia semelhante ao
padrdao ouro angiografico, passando-se a validar a ARM como suficiente para o
planejamento cirurgico (195).

No presente estudo, por intermédio dos exames de ARM, foram
observadas, estenoses de 50% a 69% em 26,3% dos casos (15 pacientes),
estenoses de 70% a 90% em 15,8% dos casos (9 pacientes) e estenoses acima
de 90% em 57,9% dos casos (33 pacientes).

Os conhecimentos adquiridos nas ultimas duas décadas questionaram, de
forma substancial, alguns paradigmas a respeito da fisiopatologia e da historia
natural da aterosclerose. Recentemente, alguns estudos apontaram para a

possibilidade de fenbmenos auto-imunes estarem relacionados a ATC (160, 208,
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209). Ja foi constatada a formagédo de anticorpos contra componentes da placa
aterosclerdtica e que eles se encontram aumentados no soro de pacientes com a
doenca (210). Dentre os auto-anticorpos estudados estao aqueles dirigidos contra
LDL-oxidado, complexo LDLox/beta2-gpl, cardiolipina, beta2-gpl e Hsp (209, 211,
212).

Independente dos resultados deste estudo, é digno de nota as correlagoes
de trabalhos pertinentes e afins aos objetivos desta pesquisa, pois foi desta forma
gue chegou-se a interessantes conclusdes.

Em relagédo aos anticorpos aCL, a presenga do isotipo IgA ndo determinou
risco de associacdo com o desfecho DOSAC.

Franck et al. em recente estudo, demonstraram, em relagao aos anticorpos
aCL, que a presencga da IgA determinou forte risco de associagdo com o desfecho
DAP (OR néo-ajustado de 11,5). A avaliagao deste isotipo em pacientes com DAP
€ original em sua casuistica. Também observaram que a presenga deste
anticorpo nao se associou aos fatores de risco conhecidos para DAP (idade, sexo,
raca, HAS, tabagismo, DM e hipercolesterolemia) ou com alteragbes
arteriograficas (186).

Staub et al., avaliaram a frequéncia de IgG/IgM/IgA aCL em pacientes com
AVCi em fase aguda. O isotipo IgA, assim como IgG/IgM, né&o foi
significantemente detectado nos casos em relagéo aos controles. O isotipo ndo se
associou a risco de desfecho isquémico nessa casuistica (184). Quatro outros
estudos também avaliaram o isotipo IgA aCL em pacientes com AVC isquémico e
em nenhum deles houve associacdo de forma relevante a infarto cerebral (213-

216).
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Como se observa, os dados acerca da importancia etiopatogénica da IgA
aCL em pacientes com LES, SAF e ATC sao controversos. O papel
etiopatogénico do isotipo IgA aCL ainda nao esta totalmente esclarecido e deve
ser mais detalhadamente estudado em pacientes com ATC, incluindo-se a
DOSAC.

Quanto aos anticorpos 1gG aCL e IgM aCL, também ndo se associaram de
forma definida ao desfecho DOSAC neste estudo.

De acordo com dados de Godoy et al., em 40 pacientes com claudicagao
intermitente, a positividade global de 1gG/IgM aCL foi de 57%. O risco relativo de
3,83 (P<0,0001) sugere forte associacao entre aCL e Cl (217).

Evans et al. verificaram que em 116 pacientes com claudicagéo
intermitente, 9,5% tiveram teste positivo para IgM aCL. Os anticorpos nao se
mostraram relacionados a fatores demograficos, fatores de risco e outras
condigbes cardiovasculares (218).

Friehs et al. reportaram frequéncia significativamente elevada de 1gG aCL
em pacientes com doenca vascular cerebral e periférica concomitante. Nao houve
relagéo dos anticorpos com outros fatores de risco (219).

Lam et al. verificaram que niveis elevados de aCL constituiram fatores de
risco independentes para progressdo da ATC em pacientes submetidos a
revascularizacdo de membros inferiores (220).

No que se refere aos anticorpos contra beta2-gpl, os isotipos IgG e IgM
nao se associaram com o desfecho para DOSAC.

Anticorpos IgA antibeta2-gpl foram detectados em 33,3% dos casos e em

9,7% dos controles (OR ajustado 4,7; IC95% 1,0 a 23,7; P=0,06).
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Com significancia limitrofe (221) (P=0,06), a presenga de anticorpos IgA
antibeta2-gpl se configurou como fator de risco independente para DOSAC (OR
ajustado 4,7), demonstrando uma associagdo moderada na presenga da doenca
carotidea (OR ajustado de 4,7; P=0,06). A analise por regressao logistica ratificou
que essa associagao foi independente de outros fatores de risco (sexo, idade,
raca, HAS, DM, tabagismo e hipercolesterolemia). Esse resultado pode
representar um dos elos entre auto-imunidade e aterosclerose carotidea e a
utilizacao deste auto-anticorpo como marcador sorolégico de ATC deve ser
discutida em estudos futuros.

O achado corrobora a dados recentes de Staub et al., nos quais o isotipo
IgA antibeta2-gpl constituiu fator de risco independente para AVCi em fase aguda
(OR ajustado 5,6; IC 90% 1,5-14,3; P=0,025). De forma semelhante a este estudo
em DOSAC, anticorpos IgG e IgM antibeta2-gpl também n&o se associaram ao
desfecho para AVCi. (184).

Na conclusao dos estudos de Franck et al., a presenga de anticorpos IgA
antibeta2-gpl se configurou como fator de risco independente para DAP (186).

Ranzolin et al., por sua vez, avaliaram o impacto da presenca de
IgG/IgM/IgA aCL e antibeta2-gpl em pacientes com IAM e controles. O OR
ajustado de 3,4 para IgA antibeta2- gpl (P=0,015, IC 95% 1,3-9,1) foi compativel
com associacdo definida e independente deste anticorpo com |IAM. Uma vez
mais, os isotipos 1gG e IgM antibeta2-gpl ndo se associaram a risco aumentado
do desfecho (185).

Veres et al. verificaram a frequéncia de anticorpos antibeta2-gpl em
pacientes com sindrome coronariana aguda (SCA) e controles. Os referidos

anticorpos foram mais frequentes em pacientes com SCA (14%) do que em
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controles (2%). Houve associagcédo de ocorréncia de anticorpos antibeta2-gpl com
sexo masculino e idade precoce. O isotipo IgA antibeta2-gpl foi particularmente
prevalente nos casos de angina instavel e IAM com elevagao de ST (222).

De acordo com esses achados uniformes em DAP (186), AVCi (184) e IAM
(185), a IgA-antibeta2-gpl parece se comportar como marcador de risco
reprodutivel para ATC em varios sitios anatomicos.

A beta2-gpl é foco atual de muitos estudos envolvendo trombofilias e ATC.
Loannidis et al. verificaram que a resposta anticérpica contra beta2-gpl é
determinada por poucos alelos especificos de classe Il (223). O grupo de
Matsuura et al. tem enfatizado o papel patogénico desta glicoproteina na ATC,
particularmente em pacientes com LES ou SAF (211). A interagdo da beta2-gpl
com a particula LDLox é de grande interesse nos dias atuais. Sabe-se que a
LDLox é a principal lipoproteina encontrada nas lesdes aterosclerdticas e que se
co-localiza com beta2-gpl e linfécitos imunoreativos (149, 161).

Definidamente, a LDLox se acopla a beta2-gpl através dos ligantes oxLig-1
e oxLig-2, gerando o complexo LDLox/beta2-gpl. Este complexo é encontrado no
ateroma e no sangue periférico de pacientes com doengas auto-imunes e outras
situacdes clinicas (sifilis, endocardite infecciosa, DM, nefrite crénica) (224).

Postula-se que a beta2-gpl, ao se ligar a LDLox no plasma, promova a
formacdo de complexo estavel que pode se comportar como um auto-antigeno
aterogénico. Ainda n&do ha consenso se a presencga deste complexo no sangue
periférico ou no ateroma pode representar um fator de risco para oclusao vascular
em pacientes com doengas auto-imunes (224).

E importante salientar que, in vitro, o complexo LDLox/beta2-gpl pode ser

internalizado por macréfagos quando ligado a uma IgG (153). A beta2-gpl,
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quando se liga a LDLox, bloquearia a fagocitose da lipoproteina através do
receptor lixeiro. A presenca de IgG ligada ao complexo (o sitio de ligagado é na
beta2-gpl) permite que o macréfago o fagocite através de seu receptor Fc para
IgG. Este mecanismo de ativagdo macrofagica parece mais efetivo do que aquele
que envolve fagocitose através do receptor lixeiro (225). Assim, surge a
possibilidade de um efeito pro-aterogénico para IgG antibeta2-gpl (224, 225).
Subsequentemente, a evolugdo do macréfago para célula espumosa culminaria
na formacao do ateroma.

No LES e na SAF verificou-se que anticorpos IgG contra os complexos
LDLox/beta2-gpl e beta2-gpl/oxLig1 estdo fortemente associados a trombose
arterial. O achado implica que o complexo LDLox/beta2-gpl possa ser
representativo de outro complexo antigénico, diferente de FL de carga negativa
em pacientes com LES/SAF. Assim, anticorpos antiLDLox/beta2-gpl podem se
constituir em subclasse distinta de AAF. A presenca de anticorpos contra este
complexo parece induzir risco de aterotrombose imune-mediada em doencas
como LES/SAF (224).

O aumento dos niveis de IgG antiLDLox/beta2-gpl foram detectados em
pacientes com LES, esclerodermia e SAF. Neste ultimo grupo, a predilegao por
tromboses foi claramente a arvore arterial, 0 que sugere o efeito pro-aterogénico
deste auto-anticorpo (225).

Nesse mesmo estudo, o isotipo IgM antiLDLox/beta2-gpl foi
particularmente elevado em pacientes com artrite reumatdide sem relacdo com
titulos de fator reumatoide IgM (225). Como um todo, estes achados podem estar
relacionados ao desenvolvimento prematuro e acelerado de aterosclerose em

doencas auto-imunes (226, 227).
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Os ensaios imunoenzimaticos para anticorpos antibeta2-gpl ainda ndo sao
internacionalmente padronizados (228). O fato tem dificultado a comparagao entre
varios estudos clinicos em trombofilias e ATC. Embora a especificidade, nesta
circunstancia, os anticorpos antibeta2-gpl ainda ndo foram anexados aos critérios
classicos para SAF (229).

Ha evidéncias de que os AAF desempenham um papel na patogenia da
ATC:

1) induzem a adesao de mondcitos a célula endotelial (230);

2) anticorpos IgG antibeta2-gpl aceleram o influxo de LDLox para os

macrofagos (153);

3) a imunizagdo de ratos deficientes em receptor para LDL com aCL gera

aterosclerose acelerada no arco aoértico (231).

A mesma raga murina, quando imunizada com beta2-gpl, desenvolve
anticorpos antibeta2-gpl e lesées aterosclerdticas definidas. Os linfécitos obtidos
desses ratos, quando transferidos para ratos singénicos, deflagram o
aparecimento de extensas estrias gordurosas comparativamente aos controles
(162, 232).

Por outro lado, a administracdo de beta2-gpl humana e bovina por via oral
gera tolerancia imunoldégica em murinos, o que previne a formagao de ateromas.
A diminuicdo da resposta celular contra beta2-gpl e o0 aumento na produgao de
interleucina 4 e 10 (citocinas potencialmente antiaterogénicas) foram também
observados neste modelo. Em resumo, a utilizagdo oral da beta2-gpl parece gerar
delecdo e/ou anergia imunolégica em subpopulagdes de linfécitos pro-
aterogénicos. Os autores concluiram que beta2-gpl pode se configurar como uma

molécula imunomoduladora da progressao da placa aterosclerética (146).
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O efeito imunomodulador da beta2-gpl sobre a placa ateromatosa € aceito
de acordo com os dados atuais. Enquanto isolada, parece inibir a formacéo da
placa como atestam os estudos sobre a tolerancia oral acima citados (146).
Quando ligada a anticorpos IgG, favorece a aterogénese através da ativagéo
macrofagica (153, 160, 224, 225).

Em relacdo aos isotipos antibeta2-gpl, a literatura ndo enfatiza nenhum
deles em particular, o que torna de interesse os achados acerca da IgA antibeta2-
gpl neste relato e nos estudos realizados no Hospital Sdo Lucas da PUC (184,
185).

A estimativa de risco para associagao de IgA antibeta2-gpl com ATC foi
maior nos pacientes com DAP (186) do que nos pacientes com AVC isquémico e
IAM (184, 185). Supde-se que o maior volume de doenga e, portanto, de carga
antigénica no territério que caracteriza a DAP (aorta distal, artéria iliaca e de
membros inferiores) poderia se constituir em uma das razdes para a freqiéncia
aumentada da IgA antibeta2-gpl em relacédo a este estudo que compreende
somente o setor carotideo.

Quanto a anticorpos IgA, e nao outros isotipos, se associarem a risco de
desfecho, ndo ha ainda uma explicagédo plausivel. As agdes biologicas da IgA na
vasculatura sao ainda pobremente entendidas.

Embora sendo fator de risco independente para DOSAC neste estudo, néo
se pode excluir a possibilidade de que anticorpos IgA antibeta2-gpl estejam
fundamentalmente se comportando como epifenbmenos.

Também as proteinas de choque térmico (Hsp) que estdo presentes na

maioria das células e atuam como “chaperones” moleculares, exercendo um
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papel de protecao a danos induzidos por estimulos de estresse, foram motivos
para esta pesquisa.

Estudou-se o impacto que a presencga de anticorpos de classe IgG anti-Hsp
60 e IgG anti-Hsp 65 causou na presenga de DOSAC.

Uma interessante relagao entre resposta imunoldgica contra Hsp e vasculopatia
aterosclerdtica foi recentemente aventada (233). Fatores de risco para ATC como
infecgdes, LDLox, estresse oxidativo, HAS e estresse biomecanico induzem o
aumento da expressdo das Hsp nas células endoteliais, macrofagos e células
musculares lisas (234).

Reacdes auto-imunes contra Hsp 65 ou Hsp 60 podem estar envolvidas no
deflagramento e progressao de lesdes aterosclerdticas (235).

Uma das hipoteses imunolégicas para a aterogénese se fundamenta na
existéncia de reagdes humorais e celulares contra Hsp 65 bacterianas. Dada a
homologia molecular de 60% entre Hsp 65 bacterianas e Hsp 60 humana (172),
reagdes cruzadas podem ocorrer no endotélio (235).

Células endoteliais ativadas expressam Hsp 60 na sua superficie. O
endotélio, entdo, se torna alvo de anticorpos contra Hsp 60 por reacdo cruzada
(235). Anticorpos contra Hsp 60/65 microbiana reconhecem epitopos especificos
na Hsp humana endotelial. Estes epitopos servem como alvos auto-imunes na
lesdo aterosclerdtica incipiente e podem explicar certos mecanismos da
aterogénese precoce (236).

A patogenicidade dos anticorpos anti-Hsp na aterosclerose ndo é hipotese
fora do contexto. In vitro causam lise de células endoteliais ativadas (analogas as

expostas a fatores de risco como HAS), mas nao de células em repouso (237).
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Cada vez aumenta mais a impressao de que a infeccdo da parede das artérias
tem papel potencializador e instabilizador das placas ateromatosas ao se instalar
sobre lesbes endoteliais provocadas por outros fatores de risco.

Agentes infecciosos como Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori,
citomegalovirus e herpes virus tém papel incerto na etiopatogénese da ATC (173).
Estas infec¢gdes podem promover um ambiente pré-inflamatério, pro-coagulante e
pré-aterogénico. As Hsp podem funcionar como elo entre infecgdo e processo
aterosclerético (238).

A Chlamydia pneumoniae, de localizagao intramacrofagica na placa de
ateroma, secreta grande quantidade de Hsp 60 durante a infecgao cronica (239).
Satochi et al. descreveram imunorreatividade contra antigeno de Chlamydia
pneumoniae dentro de CE, MCF e CLM em 90% dos ateromas de carétidas. Os
autores concluiram que os macréfagos infectados por Chlamydia pneumoniae
penetram na intima arterial e medeiam um processo inflamatério e auto-imune
através da producéo de Hsp 60 favorecendo a ateromatose (240).

Kol et al. estudaram, através da imunohistoquimica, o papel das Hsp 60
humana e de Chlamydia pneumoniae em ateromas de carétidas e em artérias
normais. Os autores confirmaram que as Hsp se co-localizam nos macrofagos da
placa em 77% dos ateromas. A presenca de ambas as Hsp pode intermediar a
sintese de TNF alfa e a metaloproteinases por macréfagos. Os eventos
resultantes da ativagcdo macrofagica podem promover aterogénese e precipitar
eventos isquémicos agudos (239).

Alguns estudos experimentais, principalmente avaliando Hsp 65, foram

importantes para a compreensao do comportamento dessas proteinas na ATC.
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Shoenfeld et al. verificaram que a imunizacdo de animais com Hsp 65 e
beta2-gpl acelerou a progresséo das lesdes e a infiltracdo de linfécitos CD3 nas
regides subendoteliais de placas iniciais de ATC. A transferéncia de linfécitos
reativos para ratos singénicos levou a um aumento da formacédo das estrias
gordurosas (241).

Afek et al. imunizaram ratos deficientes em receptor LDL com Hsp 65 e os
alimentaram com dieta normal. Os animais desenvolveram estrias gordurosas
significativamente maiores que o0s controles nao-imunizados. Expresséao
aumentada de linfocitos CD3 foi observada na lesao (242).

Metzler et al. verificaram que os estagios inflamatorios iniciais da ATC,
induzidos pela imunizagdo com Hsp 65, podem ser inibidos pela terapia
imunossupressora com anticorpos monoclonais antiCD3 (243).

No presente estudo, a ocorréncia de anticorpos de classe IgG Hsp 60 nao
determinou risco de associacdo com DOSAC, devido a freqléncia nula do teste
em casos e grupo-controle.

O anticorpo IgG anti-Hsp 65 ndo se associou a presenca do desfecho
DOSAC.

Uma relacdo entre presenca de infeccdo por Chlamydia pneumoniae e
anticorpos anti-Hsp 65 foi recentemente reportada em pacientes com ATC de
artéria femoral e de caroétidas (244).

Uma associacéo potencial entre anticorpos anti-Hsp 60 e anti-Hsp 65 com
AVCi é ainda incipiente na literatura médica. O estudo de Staub et al. (184),
confirmatdrio desta associagao, foi provavelmente o primeiro a avaliar o papel de

ambos os anti-Hsp 60 e anti-Hsp 65 em uma mesma casuistica.
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A associagao de IgG/IgM anti-Hsp 65 e anti-Hsp 70 com infarto cerebral foi
averiguada por Gromadzka et al. em um total de 180 pacientes estudados na fase
aguda do evento trombético. O desfecho esteve significativamente associado a
presenga dos anticorpos (P < 0.0001). A analise multivariada confirmou que os
anticorpos se comportaram como fatores de risco independentes para
aterosclerose de vasos cerebrais (245).

Mantle et al., em estudo de 1995, avaliaram a frequéncia de anti-Hsp 65
em 89 pacientes com infarto cerebral e em 90 controles pareados por sexo e
idade. Diferente do presente estudo e daquele de Staub (184), cuja ELISA utilizou
conjugado de peroxidase e ponto de corte a partir de densidade 6ptica 0.5, o
ensaio enzimatico utilizou conjugado de fosfatasemalcalina e ponto de corte a
partir de densidade o6ptica 0.4. Embora a maioria dos pacientes tenha exibido
titulacbes maiores que os controles, as diferengas ndo foram estatisticamente
significativas. As titulagbes do anticorpo aumentaram progressivamente com a
idade em ambos os pacientes e controles. Os autores sugerem, desta forma, que
anti-Hsp 65 seja marcador de envelhecimento e ndo de infarto cerebral. Nao ha
detalhes sobre analise multivariada neste estudo (246).

Em relacdo a anti-Hsp 60, a prevaléncia foi averiguada em 292 pacientes
com AVCi por Kramer et al. (247). Pacientes e controles n&o exibiram diferengas
quanto ao grau de positividade no ensaio enzimatico.

Lottermann et al. avaliaram recentemente o impacto da presenca de
anticorpos anti-Hsp 60/65 em pacientes com IAM. Em contraste com os achados
de Staub (184) em AVCi, onde anticorpos anti-Hsp 60/65 se comportaram como
fatores de risco para o desfecho, ndo houve associagao entre estes anticorpos e a

presenca de I1AM (248).
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Prohaszka et al. avaliaram as anti-Hsp 60 humana e anti-Hsp 65 em uma
coorte envolvendo trés grupos de pacientes: 1) coronariopatas severos
submetidos a cirurgia de revascularizagdo; 2) pacientes com coronariografia
normal; 3) controles sadios. Os niveis de anti-Hsp 60 foram consideravelmente
mais altos no grupo 1 do que nos outros grupos. No grupo 1 anticorpos contra
Helicobacter pylori se associaram a anti-Hsp 65, mas ndo com anti-Hsp 60. Em
resumo, os achados sugerem associagado de anticorpos anti-Hsp 60 humana com
cardiopatia isquémica (249).

A associacdo de anticorpos anti-Hsp 65 com ATC de cardtidas foi
originalmente avaliada em 1993, em 867 habitantes assintomaticos do Tirol.
Niveis aumentados de anti-Hsp 65 foram detectados em idosos com obstrucao
carotidea. A associagcao se confirmou independentemente da presenca de outros
fatores de risco para ATC. Nao houve relacdo entre titulo dos anticorpos e
magnitude ecografica das lesdes ateroscleréticas (250).

Os mesmos autores avaliaram o valor preditivo dos anticorpos anti-Hsp 65
para surgimento e progressdo da ATC carotidea, e acompanharam 750 individuos
por cinco anos. Os titulos de anticorpos anti-Hsp 65 foram significativamente mais
elevados nos pacientes que apresentaram lesdes de ATC nas cardtidas,
independente de outros fatores de risco. Além disso, a ocorréncia de anticorpos
anti-Hsp 65 nesta populagao foi preditiva para mortalidade (251, 252).

O papel patogénico dos anticorpos anti-Hsp 60/65 em pacientes com
infarto cerebral, doencga coronariana, doencga arterial periférica e doencga carotidea
€ ainda incerto. O perfil destes anticorpos parece diferir nestes diversos grupos de

pacientes. Embora fendmenos de auto-imunidade mediados por Hsp possam ser
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de importancia no processo aterosclerético, os marcadores anti-Hsp, nos diversos
sitios da doenca aterosclerdtica, ainda estao sob estudo.

O estudo dos mecanismos do processo aterosclerético tem como objetivo
encontrar formas de intervencdo na instalacdo e desenvolvimento da doenca
aterosclerdtica, atuando sobre a modificagcdo de lipoproteinas, bloqueando
macrofagos e dificultando a formagao de células espumosas, impedindo a
proliferacdo celular e a resposta imune-inflamatéria da parede vascular,
estabilizando a fungdo endotelial, bloqueando os processos de coagulagdo e
trombose ou, até mesmo, controlando um agente infeccioso. Portanto, a
interferéncia a cada passo do mecanismo de aterogénese podera beneficiar o

paciente, protegendo-o da ocorréncia de eventos clinicos.
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7 CONCLUSOES

Nao houve associagao entre teste positivo para aCL, IgG/IgM antibeta2-gpl,

anti-Hsp e desfecho DOSAC.

A presencga do isotipo IgA antibeta2-gpl se configurou como fator de risco
independente para DOSAC com significancia limitrofe. A associagdo de IgA
antibeta2-gpl com DOSAC pode representar um dos elos entre auto-imunidade
e aterosclerose carotidea. A utilizacdo deste auto-anticorpo como marcador

sorologico de ATC deve ser discutida em estudos futuros.
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ANEXO |
TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO

POPULAGCAO ALVO - CASOS

“AVALIAGAO DE ANTICORPOS ANTIFOSFOLIPIDES E ANTIPROTEINAS DE
CHOQUE TERMICO EM DOENGA OBSTRUTIVA SEVERA DE ARTERIAS

CAROTIDAS”

I — Justificativa e objetivos da pesquisa:

A circulagéo e o suprimento sanguineo do cérebro se dao, principalmente,
através das artérias carétidas que estdo situadas no pescogo e levam o sangue
proveniente do coragao até o cranio. Doencga obstrutiva de artérias cardétida
(DOAC) significa a presenga de placas de gordura (ateromas) que determinam o
entupimento progressivo da passagem do sangue ao nivel destas artérias que, se
nao tratadas, podem causar o derrame cerebral. No caso de obstrugcdes graves, a
melhor opcao de tratamento para se evitar o derrame € a cirurgia denominada de
‘endarterectomia de cardtida”, a qual é atualmente indicada com base,
exclusivamente, no percentual de estreitamento. Por exemplo, estudos recentes
demonstram que na doenga obstrutiva de coronarias ha um componente de
inflamagé&o que contribui para a instabilidade da doenga, aumentando a chance de
angina de peito e de infarto do miocardio, e que esta atividade inflamatoria pode
ser medida através de determinadas substancias no sangue. O objetivo deste
trabalho é verificar se a presenga destas substéncias inflamatérias no sangue de
pacientes com doenca obstrutiva de cardtidas, estda associada a sinais de

instabilidade da placa de ateroma e risco de derrame cerebral.
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Il — Os procedimentos a serem utilizados:

Sera realizado um exame nos pacientes com DOAC e possivel indicagao
de endarterectomia de cardtida: ressonancia magnética da regido cervical
(pescogo), mais propriamente das artérias carétidas, para determinar as
caracteristicas da doenca (estreitamento, placa de ateroma e oclusdo). Para
verificar-se a presenga dos marcadores de inflamagdo no organismo dos
pacientes com DOAC, necessitar-se-a coletar 10 ml de sangue de veia periférica
no momento da cirurgia no bloco cirurgico. Portanto, sera utilizada a mesma

puncéao (agulha) pela qual o anestesista administrara a anestesia.

lll — Os desconfortos ou riscos esperados:

Podera ocorrer desconforto ou fobia durante a ressonadncia magnética,
conforme a intensidade o exame sera interrompido. Existe um risco remoto
(menor que 1%) de reacdes alérgicas ao contraste utilizado que estao previstos
quanto ao seu tratamento dentro da rotina desta unidade.

O paciente podera apresentar dor no local da pung¢ao da veia que servira
para a coleta de sangue e, posteriormente, para a indugao da anestesia visando o
procedimento cirurgico.

Nao ha aumento no risco de complicagdes pds-operatérias ou mesmo de

obito relacionado ao estudo.

IV - Os beneficios que se pode obter:
Se for confirmada a presenga dos marcadores inflamatérios no sangue dos

pacientes com DOAC, isto contribuira para detectar-se com mais precocidade os
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casos de DOAC com risco de derrame cerebral, e um tratamento efetivo podera,

entdo, ser iniciado nestes pacientes.

V - Direitos do paciente:
a) garantia de resposta a qualquer pergunta;
b) liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si;

c) garantia de privacidade.

VI — Atribui¢gées do pesquisador:
a) compromisso com informagéao atualizada do estudo;
b) disponibilidade de tratamento médico e indenizagdo em caso de danos;
Cc) garantia de que custos adicionais serdo absorvidos pelo orgamento da

pesquisa.

B (paciente ou
responsavel) fui informado dos objetivos desta pesquisa de maneira detalhada.

Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e
modificar minha decisdo se assim eu desejar. O Dr. Mateus Recuero Lopes
(pesquisador responsavel) certificou-me de que todos os dados desta pesquisa
referentes ao paciente serdo confidenciais e terei liberdade de retirar meu
consentimento de participacéo, face a estas informacgdes.

Fui informado de que caso existirem danos a minha saude, causados
diretamente pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenizagéo,
conforme estabelece a lei. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes

serao absorvidos pelo orgamento da pesquisa. Caso tiver novas perguntas sobre
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o estudo, posso chamar o Dr. Mateus Recuero Lopes (pesquisador responsavel)

no telefone (0XX-51-3336 8190). Declaro que recebi cépia do presente Termo de

Consentimento.

Assinatura do paciente Nome
Assinatura do pesquisador Nome

Este formulario foi lido para..........ccccceeeeeiieiiiieeeeiiiinn.
em....... [l (data), pelo......ccoeeeveeiiiiin,

pesquisador) enquanto eu estava presente.

Assinatura da testemunha Nome

.......................... (nome do
........................ oo ...
Data
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ANEXO Il
TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO CONTROLE - PACIENTES INTERNADOS NO SERVICO DE

ORTOPEDIA

“AVALIAGAO DE ANTICORPOS ANTIFOSFOLIPIDES E ANTIPROTEINAS DE
CHOQUE TERMICO EM DOENGA OBSTRUTIVA SEVERA DE ARTERIAS

CAROTIDAS”

| — Justificativa e objetivos da pesquisa:

A circulagdo e o suprimento sanguineo do cérebro se dao principalmente
através das artérias carétidas que estdo situadas no pescogo e levam o sangue
proveniente do coragao até o cranio. Doencga obstrutiva de artérias cardétida
(DOAC) significa a presenca de placas de gordura (ateromas) que determinam
entupimento progressivo da passagem do sangue ao nivel destas artérias que, se
nao tratadas, podem causar o derrame cerebral. Por exemplo, estudos recentes
demonstram que na doenga obstrutiva de coronarias (coragdo) ha um
componente de inflamacdo que contribui para a instabilidade da doenca,
aumentando a chance de angina de peito e de infarto do miocardio, e que esta
atividade inflamatdria pode ser medida através de determinadas substéncias no
sangue. O objetivo deste trabalho € verificar se a presenca destas substancias
inflamatorias no sangue de pacientes com doenga obstrutiva de carotidas,
também esta associada a sinais de instabilidade da placa de ateroma e risco de

derrame cerebral. Para que este estudo tenha validade, necessita-se pesquisar
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estas substancias inflamatérias no sangue de pacientes sem a doencga obstrutiva

de artérias carétidas para comparar-se os resultados.

Il — Os procedimentos a serem utilizados:
Para verificar-se se as substancias inflamatérias estardo presentes no
organismo dos pacientes-controles, necessitar-se-a da coleta de 10 ml de sangue

de veia periférica.

lll — Os desconfortos ou riscos esperados:
O paciente podera apresentar dor no local da puncdo da veia durante e
apos a coleta de sangue. Além disso, podera ocorrer uma equimose (mancha

roxa) no local da puncgéo.

IV — Os beneficios que se pode obter:

Se for confirmado que apenas os pacientes com DOAC possuem
alteragdes significativas nos testes sanguineos, se podera concluir que as
substancias inflamatoérias em estudo sao um fator de risco para DOAC e isto pode

desenvolver novos caminhos para diagndstico, terapéutica e seguimento.

V - Direitos do paciente:
a) garantia de resposta a qualquer pergunta;
b) liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si;

c) garantia de privacidade.
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VI — Atribui¢goes do pesquisador:
a) compromisso com a informacgéo atualizada do estudo;
b) disponibilidade de tratamento médico e indenizagdo em caso de danos;
Cc) garantia de que custos adicionais serdo absorvidos pelo orgamento da

pesquisa.

UL (paciente ou
responsavel) fui informado dos objetivos desta pesquisa de maneira detalhada.

Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informagbes e
modificar minha decisdo se assim eu desejar. O Dr. Mateus Recuero Lopes
(pesquisador responsavel) certificou-me de que todos os dados desta pesquisa
referentes ao paciente serdo confidenciais e terei liberdade de retirar meu
consentimento de, face a estas informacdes.

Fui informado de que caso existirem danos a minha saude, causados
diretamente pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenizagéo
conforme estabelece a lei. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes
serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa. Caso tiver novas perguntas sobre
o estudo, posso chamar o Dr. Mateus Recuero Lopes (pesquisador responsavel)
no telefone (0XX-51-3336 8190). Declaro que recebi cépia do presente Termo de

Consentimento.

............................................................................................................ [ooid.....
Assinatura do paciente Nome Data
............................................................................................................ [ooid.....

Assinatura do pesquisador Nome Data
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Este formulario foi lido para........ccccceemiiiiiiiiiiiiie e, (nome do
paciente) em....... Y D A (o -1 - ) TR o 1= (o JO (nome

do pesquisador), enquanto eu estava presente.

Assinatura da testemunha Nome Data
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ANEXO Il

PROTOCOLO DE AVALIAGAO CLINICA E LABORATORIAL
POPULAGCAO ALVO - CASOS

Tabagismo [ ]JAtivo:.....cig/dia [ ] passado: fumou dos....... anos até......anos [ ]
nunca fumou

[1HAS

[1DM

[ ] Historia familiar positiva (IAM ou morte subita em homem<55? e mulher<60?)

[ 1 Obesidade

Atividade fisica regular: (horas/semana): []ndo []1-3[]4-6[]>6

Historia cardiaco-vascular:
[ 1 Angina estavel [ ] IAM prévio Data....../......... l....
[ ] Cateterismo — Data....../[....../[...... [JACTP [] CRM - Data....../........ l.....

[ 1 FA Paroxistica [ ] FA cronica [ ] Flutter atrial

[TAIT prévios: Data......./......[....... Data........ [eeiid....... Data......./[....... [.......
[1AVC prévios: Data....../....... [....... Data........ [....... l...... Data:......[........ [......

Histéria médica pregressa:

[ ] Doenca vascular periférica [ ] Doenca hepatica leve [] Doenca cerebrovascular
[ ] Deméncia

[ ] Doenca tecido conjuntivo [] Doenga hep.mod/grave [] Ulcera [] Hemiplegia
[ 1 DMcl/lesao érgao-alvo [] Doencga renal mod/grave [ ] Diabete mellitus [ ] DPOC

[ 1 Tu solido metastatico [ ] Neoplasia [] AIDS
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Farmacos na admissao (nome, doses em mg/dia):

Laboratério:

1. Hemograma: Ht................. Leucdcitos.........ccoeeeeeeen.

2. Creatinina.........ccccccceeenees

3. Perfil Lipidico

Colesterol total................... [ I HDL............... TG REL.............
4. Glicemia jejum.........cccvvvvvnnnnnnn.

5. Hemoglobina glicosilada...............................

PERFIL ANTIFOSFOLIPIDICO
6. Anticorpo anticardiolipina ELISA

19G..ee IgM...coooiiin. QAo
7. Anticorpo antibeta2-gpl ELISA
1gG...cor IgM.................. o

ANTICORPOS CONTRA PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO
8. Anticorpo Anti-Hsp 60



ANEXO IV

PROTOCOLO DE INVESTIGAGAO DE AAF E ANTI-Hsp NO GRUPO-

CONTROLE
(pacientes internados em enfermarias de ortopedia)
N\ o 1 1SS
Idade:.........cccu........ SexO:eeeeeerernnnnn. Raca:.......ccoounne....
Registro hospitalar:..........c................ Telefone:.........ccceeeeee.
Data da coleta de dados:.........cooeeiiiiiiiiiieii e

FATORES DE RISCO

Historico de hipertensao arterial sistémica
[1Nao[]Sim

Tabagismo

[1Nao

Doenca cardiaca prévia ou atual:
[1Nao

Historico de diabete mellitus

[1Nao

[ 1 Sim Ha quanto tempo:

Historico de hipercolesterolemia
[1Nao[]Sim

Historia prévia de isquemia cerebral ou AIT
[1Nao

PERFIL ANTIFOSFOLIPIDICO

Anticardiolipina

1gG: [GM:s QA .,
Antibeta2-gpl

1gGi IgM:ee IGA: ...,
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ANEXO V
FICHA ANGIOGRAFICA
N°........
EXAMINADOR 1:
Artéria cardtida interna [ D[] E — Localizagao0:...........coeeeeeiiiiiiiieeeieeceeeeee,

Percentual de estenose: Caracterizagéo da placa:

1.50% -69%..ccoveiiei. 1. Capa fibrosa normal [ ] ou [ ] fina
2. 70% - 90%....cccceeeeeeeiiiieriernnnnn, 2. Capa fibrosa rota: nao [ ] sim [ ]
3. acimade 90%.....cccceeeeeeeeeeeennn. 3. Hemorragia intraplaca: n&o [] sim [ ]

[ ]focal [ ] moderada [ ] extensa

EXAMINADOR 2:

Artéria cardtida interna[]D[ ] E -

Percentual de estenose: Caracterizagao da placa:

1.50% -69%....cccovvveeiein. 1. Capa fibrosa normal [] ou [ ] fina
2.70% - 90%...cccceeeeeeeaaiiiiiieeinnnn, 2. Capa fibrosa rota: nao [ ] sim [ ]
3. acimade 90%.....ccceeeeeiiieeeenaenn. 3. Hemorragia intraplaca: ndo [ ] sim []

[ ]focal [ ] moderada [ ] extensa
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