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1. INTRODUCAO
1.1 ESPONDILITE ANQUILOSANTE
1.1.1 Quadro Clinico, diagnoéstico e avaliagao

A etimologia do termo espondilite anquilosante (“‘espondilo” = vértebra e
“anquilose” = fusdo) traduz a marcante caracteristica da Espondilite Anquilosante
(EA), uma doenca inflamatéria crbnica de etiologia autoimune que acomete
preferencialmente a coluna vertebral, podendo evoluir com rigidez e limitacédo
funcional progressiva do esqueleto axial 2. E uma enfermidade mais freqiiente em
adultos jovens, com idade de inicio geralmente entre a 20 e 40 anos. H4 uma
prevaléncia maior em individuos do sexo masculino (3:1), caucasianos e HLA-B27
positivos @3 O HLA-B27 esta fortemente correlacionado ao aparecimento da
doenca e sua positividade é encontrada em 80% a 98% dos casos'”. A EA faz parte
do complexo das Espondiloartrites, sendo o seu prototipo.

O quadro clinico inicial mais comum € uma lombalgia de ritmo inflamatorio
associada a rigidez matinal 12 As articulagcbes mais precocemente envolvidas na
EA sdo as sacroiliacas. A doenca articular evolui geralmente de forma progressiva e
ascendente em direcdo a coluna toracica e cervical, podendo também afetar as
articulacdes periféricas. No esqueleto axial promove ossificacbes ligamentares,
fusdo de vértebras (coluna em bambu) e osteoporose, resultando em uma coluna
vertebral enfraquecida, remodelada, com forte tendéncia a fraturas e deformacbes

®9) Fig 1.



Figura 1. A.Coluna em bambu(AP e Perfil) e B. Sacroiliite bilateral

A EA pode cursar com diversas manifestacdes extraarticulares como uveites,
entesites, manifestacdes cardiovasculares, pulmonares, renais, gastrointestinais e
neurologicas. A mais frequente € a uveite anterior aguda, unilateral, recorrente, que
se pode observar em até 40% dos pacientes num seguimento prolongado.
Geralmente esta associada & presenca do HLA-B27 e raramente deixa seqielas®.

As entesites sdo caracterizadas por inflamacdes nas inser¢cbes dos tenddes
e/ou ligamentos nos 0ssos e acometem preferencialmente a insergcéo de tendao de

Aquiles e a fascia plantar .

Os pulmbes podem sofrer alteracbes fibréticas infiltrativas em lobos
superiores, que simulam muitas vezes a tuberculose. A fibrose nos 4&pices
pulmonares ocorre em até 30 por cento dos casos e as formagfes cisticas sé@o
menos freqlentes e observadas em casos avancados. A colonizacdo dessas

cavidades é uma complicac&o rara'”.



A associacao entre nefropatias e EA esta bem documentada. Sua incidéncia
variava entre 10-18% nos primeiros estudos®?, sendo a amiloidose secundaria a
causa mais comum (62%), seguida pela nefropatia por IgA (30%), gromerulonefrite
mesangioproliferativa (5%), nefropatia membranosa (1%) e gromerulonefrite
proliferativa focal (1%)“% Y. A amiloidose tipo AA, fendmeno raro com poucos casos
descritos na literatura, também foi encontrada em portadores de EA®?.

Até 60% dos pacientes com EA podem apresentar inflamacao intestinal em
célon ou fleo, geralmente assintomatica, detectada por endoscopia®™**. A forte
ligacdo entre o trato gastrointestinal e o sistema osteoarticular € sugerida por muitos
estudos clinicos e experimentais, particularmente aqueles relacionados a presenca
do HLA-B27%9),

Complicacdes neuroldgicas sao descritas em até 2,1% dos pacientes com o

(16)

diagnostico de EAY™ . A sindrome da cauda equina, uma das mais temiveis

complicacBes neuroldgicas, € caracterizada por seu inicio insidioso, progressao
lenta, e elevada incidéncia de ectasia dural na coluna lombossacra ")

A alta prevaléncia de mortalidade cardiovascular na EA tem conduzido muitos
pesquisadores a investigar diversos fatores de risco possivelmente envolvidos no
aparecimento de doencgas cardiovasculares nesta enfermidade. Em 1973, Bulkley e
Roberts publicaram uma descricdo de insuficiéncia adrtica e cardiomegalia em
necropsias de pacientes com EA."®. Desde o inicio da década passada sabe-se que
de fato, a morbimortalidade cardiovascular de pacientes com EA esta aumentada
guando comparada a da populacéo geral(lg). O risco cardiovascular em doencas
autoimunes € claramente multifatorial, mas, entre os mecanismos envolvidos, a
aterogénese acelerada causada pela resposta inflamatéria sistémica parece ser um
dos mais importantes. Esse mecanismo tem sido demonstrado na artrite reumatoéide
(AR) e no lGpus eritematoso sistémico (LES)@*2?,

Para a confirmacédo diagndstica da EA, os critérios mais utilizados séo os de
Nova lorque modificados, que combinam critérios clinicos e radiogréficos™. Assim,
para o diagnostico de EA, faz-se necessaria a presenca de um critério clinico e um
critério radiografico *®). Contudo, uma das limitacdes destes critérios esta no fato de
gue somente identifique pacientes com doenca articular mais avancada por causa

da necessidade do critério radioldgico.



Nas ultimas décadas diversos instrumentos foram propostos para tornar mais
objetiva e padronizada a avaliacdo clinica de pacientes com EA,. devido ao
surgimento de novas e mais eficazes medicacoes.

Em 1994, Garret et al. apresentaram um questionario a fim de avaliar a
atividade da EA @Y. O teste BASDAI é um questionario que consiste em seis
guestbes que abordam dominios relacionados a fadiga, dor na coluna, dor e
sintomas articulares, dor devido ao acometimento das enteses, e duas questdes
relacionadas a qualidade e quantidade de rigidez matinal. O escore € medido em
escalas visuais analdgicas (EVA) de 0 a 10 (0 = bom; 10 = ruim). Atualmente é
considerado um dos mais importantes instrumentos para a utilizacdo em ensaios
clinicos .

Em 1994, Callin et al. publicaram o BASFI, questionario que objetiva a
avaliagdo da limitacdo de funcionalidade presente nos pacientes de EA. O teste
inclui oito itens relacionados a atividades da vida diaria e dois itens que medem as
habilidades do paciente em lidar com o seu dia-a-dia ©©.

Ambos os critérios, BASFI e BASDAI, foram bem aceitos pela praticidade,
funcionalidade, reprodutibilidade e sensibilidade para apreciar as caracteristicas da
EA e sua evolugdo. Muitos paises ja fizeram a validagdo desse método de acordo
com sua lingua, assim como o Brasil. ¢72®

Pela importancia da avaliacdo da qualidade de vida como medida de
desfecho em estudos clinicos, questionarios como 0 ASQoL tém sido cada vez mais
utilizados. O teste engloba 18 questdes com resposta sim ou nao, resultando em um
escore de 0 a 18, com o maior valor implicando em uma pior qualidade de vida. E o
unico desenvolvido originalmente para a medida especifica de qualidade de vida em
EA ®>%) O ASDAS é um escore mais especifico do que o BASDAI e tem sido
utilizado em pesquisas clinicas. Aos poucos seu uso vem se incorporando a pratica
clinica diaria. Este escore utiliza em sua formula logaritimica questées do BASDAI

associadas a avaliacdo de dor e atividade inflamatdria medida por PCR ou VHS *®).

1.1.2 Tratamento da Espondilite Anquilosante

O tratamento da EA fundamenta-se no alivio sintomético, na melhora da

capacidade funcional, na reducdo de acometimentos extra-articulares e na



prevencdo de deformidades articulares e suas complicacdes. Inicial e
fundamentalmente, deve-se orientar o paciente a respeito de sua doenca,
amparando-o psicologicamente para uma perfeita integracdo com a sociedade.
Deve-se esclarecer que embora a doenca seja crbnica, atualmente apresenta boas
perspectivas terapéuticas. A agregacao familiar costuma ser mais comum em
familias de pacientes HLA-B27 positivo ).

A fisioterapia é de grande importancia na abordagem geral para pacientes
com EA ©%. Notadamente os programas de exercicios supervisionados podem ser
utilizados de maneira sistematica em todos os estagios da doenca, ja que 0s seus
beneficios na prevencdo de limitacbes funcionais e na restauracdo de uma
adequada mobilidade articular sdo observados especialmente no periodo em que o
paciente os realiza @Y.

Os AINHSs sé&o considerados terapia de primeira linha, sendo recomendados a
todos pacientes sintomaticos com EA. Sdo particularmente efetivos no controle da
dor e rigidez da doenca, podendo retardar a progressao radiografica da doenca. Nao
existem trabalhos evidenciando que uma classe de determinado AINH se mostre
superior a outra na comparacao direta®®?.

Deve-se evitar o uso de glicocorticbéides sistémicos nos pacientes
espondiliticos, pois além de ndo melhorarem satisfatoriamente os sintomas, podem
ainda piorar a desmineralizacdo 0ssea intrinseca da doenca e predispor as fraturas

vertebrais®33¥,

Reserva-se 0 uso de corticosterdides a casos especificos. Em
pacientes com artrite periférica persistente, o uso de prednisona, na dose de 10
mg/dia (ou equivalente) deve ser intermitente, enquanto houver atividade de
doenca®®. A metilprednisolona pode ser usada por via endovenosa em casos muito
sintomaticos®®. O uso de corticosterdides por via intra-articular pode ser uma
alternativa em casos de artrite persistente ou sacroiliite refrataria®”.

A sulfasalazina, na dose de 30 a 50 mg/kg/dia, apresenta resposta mais
significativa na artrite periférica® e na prevencéo de surtos recorrentes de uveite®.

O metotrexato, apesar de ainda ser amplamente utilizado, ndo apresenta
evidéncias de eficacia na doenca axial?. Na dose de 7,5 a 25 mg semanal, por via
oral ou intramuscular, apresenta melhor resposta nos pacientes com EA que

apresentem comprometimento periférico(‘”).



Observou-se discreto beneficio clinico com o uso de leflunomida, talidomida e
pamidronato. Quanto a leflunomida, houve auséncia de eficacia, mesmo na doenca
periférica®?. Os estudos iniciais, isolados e com pequenas casuisticas, com a
talidomida®® e com o pamidronato® sugeriram resultados promissores. Entretanto,
ainda sdo necessarios mais estudos para estabelecer os reais riscos e beneficios do
uso de drogas modificadoras de curso de doenca a médio e longo prazo na EA“?.

O uso de agentes bioldgicos bloqueadores do TNFa tem demonstrado
melhora na evolucéo radiogréfica e de indicadores objetivos e subjetivos, mesmo em
pacientes com longa duracdo de doenca. Estdo indicados para pacientes que nao
obtiveram resposta com o uso de pelo menos dois diferentes AINH, por um periodo
minimo de tratamento de 3 meses, e que apresentam envolvimento articular
periférico proximal (quadris e ombros) ou distal (demais articulacdes periféricas)“.
Os atuais medicamentos anti-TNF aprovados no Brasil para o tratamento da EA séo
o infliximabe, o etanercepte , o adalimumabe e o0 golimumabe. Os quatro
tratamentos sdo clinicamente eficazes em relacdo a avaliacdo da ASAS, BASDAI e
BASFI“®). Entretanto, efeitos adversos sérios desses medicamentos sdo descritos
na literatura: infeccdes graves (principalmente tuberculose disseminada), distlrbios
desmielinizantes, piora de insuficiéncia cardiaca congestiva, aparecimento de auto-
anticorpos para Lupus Eritematoso Sistémico, reacfes de hipersensibilidade e
doenca hepatica grave.

O infliximabe (anticorpo quimeérico monoclonal contra TNF alfa) € uma
medicacdo de uso endovenoso, que requer que sua administracao seja realizada em
centros de infusdo com equipe médica experiente no acompanhamento destes
casos. Recomenda-se a dose de 3 a 5 mg/kg, apresentando um esquema de ataque
(doses a 0, 2 e 6 semanas) e outro de manutencéo, a cada 6 a 8 semanas. O
Infliximabe é efetivo no controle da atividade da doenga(‘”), na reducéo dos indices
laboratoriais“®, na reducdo da inflamac&o axial detectada na ressonancia nuclear
magnética®®, na melhora da qualidade de vida®®, na reducéo do uso de AINH®Y e
na reducao da incidéncia de uveite anterior®?.

O etanercepte (receptor soltvel do TNF) atualmente é utilizado na dose de 50
mg, via subcutanea, uma vez por semana, sendo efetivo na melhora da dor e fungéo
articulares e na qualidade de vida®®, na reducédo dos indices laboratoriais® e de

biomarcadores de degradacéo cartilaginosa®, além de diminuir a inflamacao axial



detectada pela ressonancia nuclear magnética® e a incidéncia de uveite anterior®”.
O etanercepte também pode ser utilizado na dose de 25mg SC duas vezes por
semana.®®®

O adalimumabe (anticorpo monoclonal totalmente humano contra o TNF), €
recomendado na dose de 40 mg, por via subcutanea, a cada duas semanas,
apresentando melhora nos parametros clinicos e de imagem®®. Sua eficacia é
sustentada a curto, médio e longo prazo, mas pode levar a recidiva se suspenso
abruptamente, o que subentende que seu uso deve ser por tempo prolongado e sua
diminuicdo de doses deve ser gradativa.

Dois novos agentes anti-TNF, golimumabe e certolizumabe peguilado, ja
disponiveis no Brasil, apresentam bons resultados a partir de ensaios clinicos. O
Golimumabe demonstrou eficacia significativa, quando administrado por via
subcutanea uma vez a cada quatro semanas. Tem sido geralmente bem tolerado em
estudos clinicos e seu perfil de seguranca é comparavel ao de outros anti-TNF.©®. 0
Certolizumabe peguilado embora aprovado somente para tratamento de Artrite
Reumatoéide e Doenca de Crohn, demonstrou bons resultados de fase Il na EA e
seus estudos de fase Il estdo em andamento.

O tratamento da EA representa um encargo consideravel para o Brasil. E
extremamente importante a realizacdo de estudos que avaliem os custos das
doencas crbnicas, especialmente nas nacdes em desenvolvimento, a fim de

determinar a melhor forma de alocar os recursos ja escassos nestas regides V.



1.2 DISFUNCAO ENDOTELIAL, MARCADORES, TECNICAS DE AVALIACAO E
ATEROSCLEROSE

1.2.1 Endotélio - conceitos basicos

O endotélio é avaliado atualmente como o principal regulador da homeostase
vascular. Ele é constituido por uma camada Unica de células que possui um variado
namero de fungbes, sendo capaz de responder a sinais fisicos e quimicos
produzidos por fatores que regulam o ténus vascular, a adeséo celular, a trombdlise,
a proliferacdo de células musculares lisas e a inflamacdo da parede do vaso.
Quando saudavel, tem funcdo protetora contra o desenvolvimento de lesdes
vasculares, mas uma vez disfuncional, torna-se o elemento chave no processo de
aterogénese.

A valorizacdo do papel do endotélio na patogénese de lesbes vasculares tem
conduzido muitos estudiosos a buscarem novos métodos para se testar diferentes
aspectos da funcdo endotelial e meios de se quantificar o dano endotelial e suas
complicacg@es clinicas.

O endotélio mantém a estrutura da parede vascular e atua como barreira
fisica a circulacdo de moléculas e mesmo células, impedindo ou facilitando sua
entrada para o limen do vaso. Possui ainda fungbes metabdlicas, sintetizando e
liberando uma série de substancias de acao local ou sistémica que exercem controle
sobre o tbnus vascular, proliferacéo de células musculares lisas e remodelamento do
vaso, migracdo e adesdo de leucécitos e plaquetas, e atividades inflamatéria e
imune.®?

A diferenca entre endotélio saudavel e disfuncional baseia-se na qualidade do
tbnus vascular, que depende de um equilibrio entre moléculas vasodilatadoras e
vasoconstritoras produzidas pelo préprio endotélio em resposta as condi¢cdes
sistémicas a que esta exposto. Em condi¢des fisioldgicas, ha uma producdo mais
importante de fatores vasodilatadores. A injuria ao endotélio causada por alteracdes
locais do fluxo sanguineo e associada a condi¢c6es patologicas sistémicas, tais como
hipertensédo arterial, tabagismo, dislipidemia e diabete, origina uma cadeia de
eventos que culmina com aumento dos mediadores vasoconstritores. Essa

diminuicao do relaxamento vascular € chamada de disfuncéo endotelial.



O endotélio exerce funcdes de suma importancia para a manutencdo da
homeostase vascular e o faz, muitas vezes, através da producdo de uma vasta
gama de substancias. Dentre os fatores vasodilatadores derivados do endotélio,
destacam-se o Oxido nitrico, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e
as prostaciclinas. Ha os fatores que levam a vasoconstricdo, como a endotelina-1
(ET-1), os derivados do acido araquidénico (prostaglandina H2 e tromboxana A2), a
angiotensina Il e espécies reativas de oxigénio (ROS); fatores antioxidantes, como a
enzima superéxido dismutase; substéncias antitromboéticas, como o ativador de
plasminogénio tecidual (tPA) e a proteina C; moléculas pro-trombéticas, como o
inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1); fatores envolvidos na angiogénese,
como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF); fatores que levam a
proliferacdo celular, como angiotensinogénio IlI; fatores antiproliferativos, como o
fator beta de transformagdo do crescimento (TGF-B), e mesmo marcadores de
inflamacdo, como moléculas de adeséo da célula vascular (VCAM), moléculas de

adesdo intercelular ICAM) e moléculas de adesao de selectinas®?.
1.2.2 Fungdes do endotélio

O endotélio sadio mantém a estrutura da parede do vaso e atua como
barreiras fisica e metabdlica contra a entrada de moléculas e células, degradando
substancias e evitando que elas atuem em camadas mais profundas do vaso de
modo a alterar seu fendtipo. O endotélio exerce controle sobre a dilatagcdo e
contracdo do vaso, tanto em resposta a agentes vasoativos circulantes quanto a
influéncia de alteracbes do fluxo sanguineo local, como sua forca de cisalhamento.
As células endoteliais, dispostas em uma camada Unica que separa 0 sangue da
parede vascular e do intersticio, atuam na conservagéo do fluxo sanguineo laminar.
A manutencédo da fluidez da membrana endotelial é fundamental para que haja um
arranjo tridimensional adequado de seus receptores de superficie, possibilitando
assim ligacdes eficientes com moléculas circulantes para correta sinalizacao
intracelular .

Através do controle do tbnus vascular, permite perfusdo adequada dos
tecidos, uma vez que direciona o sangue de capilares e promove fechamentos

destes quando ndo estdo sendo perfundidos e tem papel no crescimento de novos
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vasos sanguineos e dilatagdo de ramos colaterais frente a fendmenos isquémicos. O
endotélio contribui para a formacdo de coagulos na tentativa de reparar lesbes
vasculares e atua também na eliminacéo destes quando necessario ©%.

Em condic¢es fisiologicas, a producdo de ativador do plasminogénio tecidual
(tPA) pelo endotélio mantém uma superficie ndo trombogénica (carregada
negativamente) que impede a trombose local por evitar a aderéncia de plaquetas,
células sanguineas e ativacdo da cascata de coagulacdo. O endotélio também atua
na inibicdo da proliferacdo, migracdo e apoptose de células musculares lisas da

parede do vaso, a fim de manter a morfologia vascular normal ©.
1.2.3 Fatores vasodilatadores derivados do endotélio

Furchgott e Zawadzki, em 1980, demonstraram pela primeira vez a existéncia
de um fator relaxante da musculatura lisa vascular derivado do endotélio, que foi
posteriormente constatado tratar-se do éxido nitrico (NO) ©®.

O NO é um gas de baixo peso molecular com grande capacidade de difusao
pelas células musculares lisas do vaso. Possui propriedades antagonicas, que
podem ser protetoras ou deletérias ao endotélio vascular, que dependem de seu
estado molecular — oxidado ou reduzido. A molécula de NO possui um elétron nao
pareado, reagindo facilmente com oxigénio, produzindo nitrato ou nitrito. Tem ainda

alta afinidade pelo grupamento heme e grupos —SH €.

O NO ou os produtos de
sua reacdo com oxigénio molecular ou radicais superoxidos podem modificar varios
tipos de moléculas, como proteinas, lipidios e acidos nucléicos para produzir tanto
efeitos fisiolégicos como patolégicos €.

Ele é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina pela acdo da enzima
sintetase endotelial do 6xido nitrico (eNOS), que contém um grupamento heme e
requer a presenca de co-fatores adequados, tais como tetrahidrobiopterina (BH4),
NADPH, ions célcio, calmodulina e flavinas FAD e FMN. A eNOS é ativada pelo
aumento intracelular de ions calcio, acdo de agonistas como acetilcolina, ATP,
angiotensina Il ou pela influéncia de fatores fisicos da circulagdo, como a forca de
cisalhamento. Sua inibicdo € mediada por anédlogos da L-arginina 62)

Ha trés isoformas da enzima oOxido nitrico sintase, sendo duas constitutivas e

uma induzida. A eNOS é constitutiva e € a isoforma predominante, presente em



11

células endoteliais, plaguetas e no cérebro. Ela sintetiza e secreta NO de forma
continua na microcirculagéo. Outra isoforma constitutiva € a NOS neuronal, também
célcio-calmodulina dependente. A enzima induzida é independente do calcio e é
expressa frente a respostas inflamatérias difusas ou locais. Sua ativacdo leva a
producdo de grandes quantidades de NO, responsavel pelos efeitos citotoxicos
(62,68)-

Nas células do endotélio vascular, o terminal guanidino nitrogenado da L-
arginina, em presenga de oxigénio, produz NO e L-citrulina catalisado pela eNOS. O
NO difunde-se até as células musculares lisas adjacentes e estimula diretamente a
enzima guanilato ciclase, que catalisa a conversado do trifosfato de guanosina (GTP)
em monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). Este, por sua vez, ativa uma quinase
dependente de GMP ciclico (PKG), que desencadeia uma cascata de respostas que
culmina com o sequiestro intracelular de célcio ©?. A diminuicdo do célcio plasmatico
resulta em relaxamento da musculatura lisa e consequente vasodilatacdo, que se
mantém enquanto estiver ocorrendo difusdo de NO para as células musculares lisas.
Se a formagéo de NO diminui, ocorre uma vasoconstricdo moderada 2.

O NO modula o crescimento de células musculares lisas dos vasos através de
mecanismos dependentes ou ndo de GMP ciclico. Além de inibir a proliferacdo
dessas células, o NO também inibe a producéo de niveis basais de colageno, inibe a
divisdo celular e a producéo de matriz extracelular e estimula a apoptose, mantendo
a morfologia vascular normal 73,

Niveis diminuidos de tetrahidrobiopterina (BH4) promovem a producdo de
anions superoéxidos pela acdo da eNOS (o que é chamado de desacoplamento da
eNOS). Essa transformacdo da eNOS de uma enzima protetora para uma
facilitadora de stress oxidativo tem sido observada em uma série de modelos in vitro,
em modelos animais de doencas cardiovasculares e em pacientes com fatores de
risco cardiovasculares. Em muitos casos, a suplementacdo com BH4 mostrou-se
efetiva para corrigir a disfuncdo enzimatica em modelos animais e pacientes. Além
disso, a infusdo de acido félico e vitamina C também € capaz de restaurar a
funcionalidade da eNOS, muito provavelmente por aumentar a biodisponibilidade de
BH4 (7,

Outro fator endotelial responsavel pelo controle do ténus vascular € a

prostaciclina, cuja acdo depende da presenca de receptores especificos na parede
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das células musculares lisas vasculares. A estimulacdo desses receptores leva a
ativacao da adenilil ciclase, gerando um aumento de AMP ciclico (AMPc), o que
causa estimulacéo de quinase dependente de AMPc (PKA). Essa quinase tem efeito
semelhante a PKG, determinando vasodilatacao.

Além do NO e da prostaciclina, o endotélio ainda sintetiza um fator
vasodilatador, mas que é independente do aumento dos niveis intracelulares de
GMPc e AMPc. E o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), que
determina maior vasodilatagdo nos vasos sanguineos de resisténcia do que nas

grandes artérias >,
1.2.4 Fatores vasoconstritores derivados do endotélio

Além das substancias vasodilatadoras, as células endoteliais possuem a
capacidade de produzir substancias vasoconstritoras como o0 tromboxano, a
angiotensina Il e a endotelina-1, que influenciam na formacéo da aterosclerose.

As endotelinas sdo proteinas compostas de 21 aminoacidos e tem a sua
producdo em varios tecidos. Existem trés isoformas de endotelinas (endotelina-1,
endotelina-2 e endotelina-3) e varios sdo os fatores que podem estimular a sua
producdo, tais como a trombina, a adrenalina, a vasopressina, a angiotensina Il, a
bradicinina, a hipoxia, as lipoproteinas de alta e baixa densidade, a insulina, a
isquemia, a tensdo de cisalhamento, a interleucina-1 e fatores de crescimento. A
endotelina-1 € 0 mais potente vasoconstritor descrito até 0 momento, tanto de vasos
de grande calibre quanto na microcirculacdo.Ela estd envolvida na adesdo de
leucécitos, quimiotaxia de mondcitos, proliferacdo de células musculares lisas e
também aumenta a captacao de LDL oxidado pelas células endoteliais. A endotelina
juntamente com a angiotensina Il promovem a proliferacdo de células musculares
lisas contribuindo para a formacao da placa aterosclerotica n, Macrofagos ativados
juntamente com células musculares lisas vasculares produzem grandes quantidade
de endotelina @,

Outro vasoconstritor € a Angiotensina Il, um potente regulador do sistema
cardiovascular e estd envolvida na inflamagdo vascular, no estresse oxidativo e
proliferacéo celular (7980) ‘& na promocéao da senescéncia vascular. A angiotensina Il

aumenta a producdo de ROS, com isto ocorre a ativacdo de varios fatores de
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transcrigao proéinflamatdrios, como o NFkB, promovendo a inflamagéo vascular e a

aterogenese @Y.

Figura 2. Resumo das Funcdes Regulatérias do Endotélio- adaptado de

Dr.R.V.S.N. Sarma
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1.2.5 Disfuncéo Endotelial

A alteracdo da funcéo endotelial € um dos principais fatores que contribui para
distrbios cardiovasculares, como a aterosclerose, a hipertensdo arterial e a
insuficiéncia cardiaca, que por consequéncia levam a hipoperfusao tecidual, oclusédo
de artérias e por fim a lesées em érgdos ©.

A funcdo endotelial pode ser alterada por inimeros fatores e condi¢des. Ao
sofrer estimulos nocivos ocorre uma modulagdo fenotipica do endotélio,
caracterizando um estado de “ativagao endotelial” ou também chamado de disfungao
endotelial, estas alteracbes fazem com que ocorram mudancas nos mecanismos
homeostéticos do endotélio saudavel. Estas alteragcdes associam-se com o0 aumento
da expressdo de moléculas de adesdo, aumento na sintese de fatores pro-
inflamatérias e fatores pré-tromboticos e aumento do estresse oxidativo. Ocorre
também um controle anormal do tdénus vascular, onde ha uma diminuicdo da
disponibilidade de vasodilatadores, principalmente de 6xido nitrico, e um aumento de
vasoconstritores. Todas essas alteracdes estéo envolvidas na aterosclerose 2.

O principal determinante da biologia endotelial é o estado redox da célula e a
principal molécula que controla a funcao endotelial € o NO. Os processos redox sédo
basicamente a formac&o enzimatica de ROS. O equilibrio entre NO e ROS, como o0s
anios superoéxidos e o peréxido de hidrogénio, regulam o estado redox da célula e
isto € necessario para uma funcéo endotelial normal.

A mudanca fundamental que ocorre na ativacdo endotelial € a alteracdo de
um estado celular silenciado mediado por NO em uma ativacdo sinalizada por
processos redox. Espécies reativas de oxigénio (ROS), na presenca de superoxido
dismutase, levam a geracdo de peroxido de hidrogénio, que podem se propagar
rapidamente por toda a célula e reagir com 0s grupos de cisteina nas proteinas para
alterar a sua funcéo. Assim, a capacidade da eNOS para regular o fenotipo
guiescente e o de ativacdo endotelial, coloca essa enzima no centro da homeostase
endotelial ©°).

O estresse oxidativo possui um importante papel na disfuncéo endotelial. A
geracdo de ROS leva a reducéo da biodisponibilidade de NO, alterando o equilibrio
do endotélio. As principais fontes formadoras de ROS na vasculatura sdo os
complexos enzimaticos: NADPH-oxidases e da eNOS desacoplada. Outras fontes

de ROS séo a cadeia respiratéria mitocondrial, a xantina oxidase e a lipoxigenase
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@9 Durante a sintese de NO, a eNOS recebe e estoca elétrons para transformar os
co-substratos O2 e L-arginina em NO e L-citrulina. A eNOS, que normalmente ajuda
a manter o endotélio inativado, em algumas circunstancias pode gerar espécies
reativas de oxigénio(ROS). Esse processo é chamado de desacoplamento da eNOS,
e forma superdxido se o cofator tetrahidrobiopterina ndo estiver presente, ou pode
gerar peroxido de hidrogénio se o substrato L-arginina for deficitario. A auséncia do
cofator tetrahidrobiopterina € o principal responsavel pelo desacoplamento da
eNOS®,

A exposicéo prolongada ou repetida a fatores de risco cardiovasculares pode
diminuir a acdo de protecdo do sistema antiinflamatorio endégeno das células
endoteliais. Com isto 0 endotélio pode se tornar disfuncional, mas também podem
ocorrer alteragBes na integridade da célula endotelial, a célula progredir para a
senescéncia e desprender-se da parede do vaso e cair na circulacdo®®. Marcadores
de dano da célula endotelial estdo presentes na corrente sanguinea, e sao
microparticulas endoteliais que tem origem em células ativas ou apoptoéticas ou em
células endoteliais integras. Estes marcadores estdo aumentados na doencga
aterosclerotica periférica e coronéria e também sdo encontrados em outras doencas
inflamatorias associadas com aumentado risco vascular, como artrite reumatoide e
lipus eritematoso sistémico ©®®. Microparticulas endoteliais circulantes e células
endoteliais podem ser quantificadas, e podem ser candidatas promissoras para
testes clinicos ©.

Quando o endotélio é lesado a sua capacidade de reparacdo ndo depende
apenas da extensado da lesdo, mas também da capacidade endégena para o reparo.
Existem dois mecanismos pelos quais esse processo de reparo é conhecido. Células
endoteliais maduras préximas ao local da lesdo podem se replicar localmente e
substituir células perdidas ou danificadas. As células endoteliais locais seriam
suficientes para manter a integridade vascular durante toda a vida do individuo em
circunstancias saudaveis, mas na presenca de fatores de risco, a perda da
integridade endotelial se desenvolveria rapidamente se apenas 0os mecanismos de
replicacéo local estivessem presentes ®”. Outro mecanismo envolvido na reparacéo
endotelial seria de que a circulacdo de células progenitoras endoteliais, células com
origem na medula éssea, também poderiam fazer a reparacdo do endotélio ®8),

Parte da ativacéo destas células endoteliais se da em parte por estimulo dependente
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de NO, e nesse sentido, pacientes com fatores de risco cardiovascular poderiam ter
a acao deste mecanismo de reparacdo prejudicada. Outrossim, fatores que
melhoram a funcdo endotelial e a biodisponibilidade de NO, podem ajudar na
reparacdo endotelial, pois promovem a mobilizacdo de células progenitoras
endoteliais. As células progenitoras endoteliais sdo de grande importancia, pois
individuos que apresentam altos niveis de exposicdo a fatores de risco, possuem

funcdo endotelial preservada quando tem um nimero aumentado destas células ©.
1.2.6 Avaliacéo clinica da fung&o endotelial

Para a avaliacao clinica da func&o endotelial, utilizam-se os chamados testes
de funcéo. A resposta vasodilatadora endotélio-dependente pode ser estudada na
circulagcdo coronariana ou periférica. Os testes envolvem estimulos farmacoldgicos e
/ou fisiologicos de liberacdo endotelial de NO e outros compostos vasoativos, e
muitas vezes a comparacdo das respostas vasculares com dilatadores
independentes do endotélio, tais como nitroglicerina. A determinacdo da
biodisponibilidade de NO local n&o s0 reflete a sua influéncia sobre o ténus vascular,
mas também outras importantes fungbes desta molécula, que incluem trombo-
regulacdo, adesao celular e proliferacéo.

Os estudos clinicos iniciais da funcdo endotelial foram realizados na
circulagdo coronariana e envolveram a infusdo intra-arterial de farmacos
vasodilatadores (bradicinina, acetilcolina, metacolina) com posterior avaliacdo das
alteracbes no didmetro do vaso por angiografia coronariana (00.91) " A avaliacdo da
liberacdo basal de NO pode ser feita com a administracdo de inibidores da eNOS,
tais como os analogos da L-arginina e o NG-monometil-L-arginina (L-NMMA) ©2).
Esta abordagem é um andlogo clinico direto do experimento original de Furchgott e
Zawadzki. Em coronarias saudaveis, a acetilcolina promove a liberacdo de NO de
vasos com endotélio intacto, o que leva a vasodilatacdo. Porém, em individuos com
fatores de risco ou doenca aterosclerdtica estabelecida, esta resposta esta
diminuida, abolida ou, paradoxalmente, provoca vasoconstricdo como resultado
direto do efeito muscarinico vasoconstritor no tecido muscular liso. As doses que

resultam em concentracées finais sanguineas na faixa de 10® e 10 mol s&o as mais
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apropriadas para a avaliacdo da faixa fisiolégica de respostas 3 Este método é
invasivo, custoso e apresenta riscos inerentes a cateterizacéo coronariana.

A funcdo da vasculatura coronaria também pode ser estudada por Doppler
intracoronariano®, que mede o fluxo sanguineo em resposta a estimulos
farmacoldgicos, com uso de uma ampla gama de agonistas endoteliais, que incluem
a substancia P, adenosina e bradicinina, bem como a estimulos fisiolégicos, como o
teste de Cold Pressur ®®. Outros testes nao-invasivos também s&o capazes de
avaliar a fungéo endotelial coronariana, tais como ecocardiograma com Doppler,
tomografia com emissao de pdsitrons e ressonancia magnética.

Embora estes testes avaliem diretamente a circulacdo coronaria, sua natureza
invasiva limita a sua utilizacdo em doentes com doenca avancada, e se opde a
repeticdo dos testes durante séries de follow-up. Como a disfuncéo endotelial € um
processo sistémico, uma abordagem menos invasiva tem sido desenvolvida, a qual
utiliza os mesmos principios de infusédo local de testes farmacoldgicos e de afericédo
das mudancas na resisténcia do tonus vascular, agora da circulacdo periférica. Sdo
utilizados dois testes: pletismografia de oclusdo venosa e o doppler arterial ©°.
Existe uma correlacdo ja estabelecida entre esses métodos e a angiografia

coronariana ©”.

Tais testes tem proporcionado uma oportunidade para avaliar a
fisiopatologia endotelial durante a fase pré-clinica da doenca pelo uso de agonistas e
antagonistas apropriados com construcéo de curvas de dose-resposta.

A pletismografia de oclusdo venosa ja vem sendo utilizada h&4 100 anos para
estudo das fun¢des do sistema nervoso autbnomo na regulacdo do fluxo sanguineo
dos membros ©®. Apés a descoberta da funcdo endotelial, esse método passou a
ser utilizado para avaliar indiretamente esta funcéo através da reatividade vascular.
As alteragbes no fluxo sanguineo e na resisténcia vascular do membro
(normalmente antebrago) sdo medidas em resposta a injecao intraarterial de agentes
vasoativos dependentes ou independentes do endotélio. E um método invasivo na
medida em que requer canulacao arterial, mas que possui minimos riscos de injuria
vascular e infeccdo. Mesmo assim, sua aplicacdo em estudos de larga escala &
limitada. Os resultados também séo dificeis de se padronizar porque o ténus basal
do vaso é variavel e protocolos de ensaio diferem entre as pesquisas laboratoriais. A

relevancia clinica para aterosclerose € também incerta devido a fisiopatologia
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microvascular ndo necessariamente refletir alterac6es nas artérias de conducéo, que
sao particularmente predispostas a desenvolver a doenca.

Por todas estas razdes, o Doppler da artéria braquial tem sido utilizado de
maneira crescente por ser menos invasivo, mais seguro, rapido, e pela possibilidade
de que sua realizacdo seja realizada em um maior niumero de pacientes 9 Neste
método, o diametro da artéria braquial € medido antes e depois do aumento na
tensdo de cisalhamento. Um manguito de esfigmomandémetro é colocado no
antebraco distalmente a artéria braquial e insuflado a 200 mm Hg. O fluxo sanguineo
fica ocluido por 5 minutos e sua posterior liberacao resulta em hiperemia reativa por
aumento da tensdo de cisalhamento. Mede-se o diametro da artéria braquial no
estado de repouso e apOs a dilatacdo fluxo-mediada (FMD). A FMD ocorre
predominantemente como resultado da liberacdo endotelial local de NO ?°? mas ha
também a participacdo de outras substancias, como prostandides e fator
hiperpolarizante do endotélio. Tal como na circulacdo coronariana, essa resposta da
artéria braquial pode ser contrastada com a dilatacdo independente do endotélio em
resposta & administracdo sublingual de nitroglicerina ©%. O diametro do vaso
interfere nas respostas (maior diametro basal, menos dilatagcdo) e as medidas séo
extremamente dependentes do examinador e do aparelho utilizado (10D A FMD da
artéria braquial tem sido estudada amplamente em investigacao clinica, pois permite
avaliacdo seriada dos individuos jovens, incluindo criancas. Ela também permite
verificar a influéncia do estilo de vida e de intervencdes farmacolégicas sobre a
biologia endotelial na fase inicial préclinica, quando o processo da doenca é mais
suscetivel a reversdo %), Este teste representa o padrdo ouro para a pesquisa
clinica sobre a biologia do endotélio de artérias de conducédo. Entretanto, existem
desafios praticos que necessitam ser superados antes que esta técnica possa ser
adequada para uso na pratica clinica. Tais desafios incluem a necessidade de
operadores altamente treinados, altas despesas com a compra e manutencdo do
equipamento, e os cuidados necessarios para minimizar o efeito do ambiente ou
influéncias fisioldgicas, tais como o exercicio fisico, alimentacdo, ingestdo de
cafeina, e importantes variacfes de temperatura. A FMD é também determinada em
parte pela magnitude da vasodilatagdo pés isquémica, o que a torna também uma

medida da funcao microcirculatéria %%,
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Figura 3. FMD — Avaliacao pela artéria braquial

A medida do endurecimento arterial, incluindo a velocidade da onda de
pulso e a distensibilidade arterial, também tem sido investigada como método néo-

9 0O teste depende da capacidade do beta-2-agonista salbutamol de

invasivo
reduzir a rigidez arterial em uma forma dependente de NO, sem reducéo significativa
na pressédo arterial quando administradas doses clinicas padréo por inalagdo .
Mudancas na rigidez arterial podem ser medidas com a anélise da onda de pulso por
tonometria de artéria radial ou por andlise de contorno de pulso digital por
fotopletismografia “°). A hiperemia reativa foi usada para se obter mudangas na
velocidade de conducéo da onda de pulso arterial e volume de pulso digital, que

pode ser medido por oscilometria para identificar pressdo de pulso arterial dos
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membros, forma de onda, duracdo e também a amplitude de pulso digital por

tonometria (6107

. O endurecimento da parede do vaso € dependente de fatores
dindmicos, como a liberacdo de NO, mas também de caracteristicas estruturais fixas
da parede do vaso (fibrose e calcificacéo). A relacdo precisa entre funcao endotelial
e endurecimento arterial precisa de mais estudos.

Vérios destes métodos foram validados como medidas de biodisponibilidade
de NO. Foi demonstrado que esses testes podem sofrer alterac6ées com a exposicao
aos fatores de risco e com doenca aterosclerética. A contribuicdo relativa de
alteracdes estruturais na parede do vaso e da biologia dependente do endotélio
permanece incerta. Validacdo adicional € necessaria, inclusive um estudo mais
amplo da reprodutibilidade destes testes em diferentes faixas etarias e estagios da
doenca, bem como a clarificacdo das suas relacdbes com as outras medidas

estabelecidas da funcéo endotelial.

1.2.7 Técnicas de avaliacdo de dano endotelial

Como a relagédo de espessura intima/média (IMT) da artéria carétida comum
medida por ultrassonografia de alta resolucdo tem sido considerada um bom

indicador para a identificacdo de estagios iniciais da aterosclerose *%®

, alguns
estudos em EA tém utilizado este indicador, a fim de detectar aterosclerose
subclinica %912 Esses estudos, apesar de bem desenhados, apresentaram
resultados discrepantes e baixa significancia estatistica. Sari et al. avaliaram 54
pacientes com EA e 31 controles ‘Y. Neste estudo foram avaliadas através de
ultrassonografia as artérias braquial e cardtida comum. Na artéria braquial foram
mensuradas a dilatacdo mediada por fluxo (FMD) e a dilatagcdo independente do
endotélio. Para a artéria carétida comum foi medida a IMT. Os autores nao
identificaram correlacbes entre a FMD e os seguintes fatores: sexo, idade, perfil

lipidico, PCR, VHS, tabagismo e os escores de atividade da doenca.
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Figura 4. IMT - Quantificacdo da Espessura Intima Média por Ultrassonografia

¥ wfdem f/a'es b, 974

No entanto, relataram que a IMT da car6tida comum foi positivamente

correlacionada com a idade e a pontuacdo no BASMI. Também néo foi observada
diferenca significativa na IMT entre os dois grupos. Embora o efeito do tabagismo
sobre a funcdo endotelial ndo tenha sido o foco de seu estudo, constatou uma alta
prevaléncia de fumantes entre os pacientes e os controles. Como o tabagismo esta
fortemente correlacionado com disfungcéo endotelial, os autores apresentaram uma
analise de subgrupo, comparando os dois grupos (fumantes versus ndao fumantes)
entre os pacientes com EA, independentemente do seu estado de doenca.

Observaram apenas uma reducdo da FMD entre os fumantes “*3). Mathieu et al.
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demonstraram uma tendéncia de aumento da IMT e da rigidez arterial da carétida
(ambos marcadores de aterosclerose subclinica), porém sem relevancia estatistica
12 Ao contrario do que se esperava, o grupo controle apresentou um perfil
cardiovascular pior, com TG, glicemia e pressao arterial sistolica mais elevados; no
grupo dos pacientes apenas a relagdo cintura/quadrii (RCQ) foi maior.
Curiosamente, algumas peculiaridades especificas das populacfes observadas nos
grupos controle e de pacientes nos estudos de Sari et al. ™Y (alta prevaléncia de
fumantes na Turquia) e Mathieu et al. “*? (alto risco cardiovascular na regido da
Franca) influenciaram seus resultados. Um estudo mais recente de Mike J.L. et al.
1149 identificou uma IMT significativamente maior (p=0,02) entre os pacientes com
EA guando comparados ao grupo controle, sendo que a idade e o indice de massa
corpoérea foram fortemente correlacionados com a IMT entre os pacientes com EA.
Com relagdo aos indices de rigidez arterial, a Idade, IMC, colesterol total,
triglicérides e a duracdo da doenca foram identificados como determinantes. A
rigidez arterial foi determinada pela distensibilidade, conformidade e mdédulo de
elasticidade de Young da artéria carétida.

Na contracorrente, o estudo transversal de Choe et al. mostrou que a IMT
carotidea e os parametros relacionados com propriedades elasticas arteriais em
pacientes jovens com EA e sem evidencia clinica de fatores de risco cardiovascular
nao foram diferentes dos controles, bem como concluiram que os niveis séricos de
TNF-alfa, IL-6 e MCP-1 nao refletem o grau de aterosclerose carotidea subclinica
(112).

Caliskan et al. demonstraram reducao da reserva de fluxo coronariano (RFC)
em pacientes com EA ®% RFC reduzida reflete disfungdo microvascular
coronariana e estd associada com disfuncdo diastdlica do ventriculo
esquerdo®:117),

Propriedades elasticas da parede arterial, tais como coeficiente de
distensibilidade (DC), indice de rigidez (beta) e mdédulo de elasticidade incremental
(Einc) da cardtida de pacientes com EA foram avaliadas em um estudo e ndo houve
diferencas significativas quando comparadas com controles “*?). Recentemente,
Nurmohamed et al. estudou a funcdo microvascular em um pequeno grupo de
pacientes através da andlise da vasodilatacdo dependente do endotélio e da

investigacao do recrutamento capilar da pele. Os autores demonstraram que essas
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varidveis podem ser utilizadas para identificar disfuncdo vascular no nivel da
microcirculacdo ™®. Os pacientes deste estudo foram submetidos a tratamento com
etanercepte de acordo com as diretrizes do grupo ASAS e apresentaram melhora

nos parametros clinicos e laboratoriais, bem como melhora na funcdo microvascular
(119)

1.2.8 Aterosclerose
1.2.8.1 Etiopatogenia e Fisiopatogenia

A patogénese da aterosclerose esta relacionada intimamente com a
inflamac&o, autoimunidade, doencas crdnicas e dislipidemia **®. Em uma variedade
de modelos animais os sinais de inflamacao ocorrem paralelamente com o acumulo
de lipidios na parede arterial 2%,

Numerosas observaces fisipatolégicas em humanos e animais levaram a
formulacdo da hipdtese da resposta a injaria na formacao da aterosclerose, a qual
inicialmente propunha que a retirada da cobertura endotelial era o primeiro estagio
na aterosclerose. A versdo mais recente desta hipOtese considera a disfuncdo
endotelial ao invés da perda da camada endotelial. Os desencadeadores dessa
disfuncéo endotelial incluem LDL elevado e modificado, radicais livres gerados pelo
tabagismo, diabetes mellitus, alteracdes genéticas, concentracbes elevadas de
homocisteina e infec¢Bes por Herpes virus ou Chlamydia pneumoniae, dentre outras
variaveis. Independente da causa da disfuncdo endotelial, a aterosclerose € uma

resposta altamente caracteristica *??).
1.2.8.2 Lipoproteinas oxidadas e inflamagéo

De acordo com a hipétese da oxidacdo, as LDL retidas na intima, em parte
pela ligacdo com proteoglicanos, sofre modificacédo pela reacéo de oxidacdo #3124,
Hiperoxidos lipidicos, lisofosfolipidios, compostos carbonilicos e outras particulas
biologicamente ativas localizam-se na fracdo lipidica do ateroma. As fracdes de

apoproteinas das moléculas de lipoproteinas também podem sofrer alteragdo na
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parede arterial, conferindo a elas a propriedade antigénica e a capacidade de
estimular os linfécitos T, formando assim uma resposta imune adaptativa %°.

Estes lipidios modificados podem induzir a expressdao de moléculas de
adesao, quimiocinas, citocinas proinflamatorias e outros mediadores da inflamacgéo
em macrofagos e células da parede vascular. Neste estagio inicial, linfécitos T ja
estdo presentes na lesdo antes mesmo do desenvolvimento da placa “%®. Na
sequéncia, um abundante infiltrado de células mononucleares se instala: a maioria
linfocitos Th1l ativados (principalmente CD4+, mas com CD8+ também), macréfagos,
mondcitos e mastdcitos 1?7 1?9. Os anticorpos, antigenos e complemento também
estdo presentes no espaco subendotelial, enquanto os linfécitos B podem ser
encontrados na camada mais externa e nos linfonodos de drenagem %32 Desta
forma, as fases mais precoces da aterosclerose sdo caracterizadas por uma

resposta mediada imunologicamente possivelmente causada por autoantigenos 2%,
1.2.8.3 Dislipidemia e inflamacao

Outras particulas lipoprotéicas tais como a lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) e lipoproteina de densidade intermediaria também tém um
potencial aterogénico consideravel. Elas podem sofrer oxidacdo tal como ocorre com
a LDL. Além disso, algumas evidéncias sugerem que as proprias particulas beta de
VLDL podem ativar a inflamacdo nas células endoteliais vasculares 3. As
lipoproteinas de alta densidade protegem contra aterosclerose. O HDL promove um
transporte reverso de colesterol que provavelmente tem uma funcao ateroprotetora.
Entretanto, particulas de HDL também podem transportar enzimas antioxidantes
como a acetilhidrolase e a paraoxonase, as quais podem quebrar os lipidios
oxidados neutralizando seu efeito proinflamatério. Em especial, a familia de genes
da paraoxonase tem sido largamente implicada como responsavel pelas

propriedades antioxidantes do HDL 34139,

1.2.8.4 Hipertensao e inflamagéao

A angiotensina Il (All), aléem de sua fun¢do vasoconstritora, pode aumentar a

inflamacao intimal. A All aumenta a producao de anions superoxido, um radical livre,
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a partir de células endoteliais e das células musculares lisas (SMCs) 138 A All
também estimula as SMCs a produzirem citocinas tais como a IL-6, a proteina
guimioatratora de mondcitos tipo 1 (MCP-1) e moléculas de adesao celular vascular-
1 (VCAM-1) 37,

Recentemente a genética tem sido introduzida no estudo dos fatores de
risco tradicionais devido ao agrupamento de hipertensdo essencial e acidente
vascular encefalico, infarto e insuficiéncia renal moderada sugerindo que a
sobreposicao de fatores genéticos (isolado ou combinados com fatores ambientais)
afetam a susceptibilidade para o desenvolvimento de hipertensdo e dano a 6rgéos

alvo 39,
1.2.8.5 Diabetes e inflamacéo

A hiperglicemia, através dos radicais livres de oxigénio e grupos carbonil,
aumenta o estresse oxidativo levando & disfuncdo endotelial “*%. A hiperglicemia
modifica as macromoléculas formando produtos que estimulam a producédo de
citocinas proinflamatérias além de estimular outras vias proinflamatérias nas células

musculares lisas 49,
1.2.8.6 Obesidade e inflamacéo

A obesidade ndo predispde somente a resisténcia a insulina e ao diabetes.
Ela contribui para a dislipidemia e diretamente para o processo inflamatorio. Altos
niveis de acidos graxos livres originados da gordura visceral chegam ao figado
através da circulagdo portal e estimulam a sintese de VLDL pelos hepatécitos. A
elevagdo do VLDL resultante pode baixar os niveis de HDL colesterol através do
aumento na conversdo do HDL para VLDL pela transferase de éster de colesterol. O
tecido adiposo também pode sintetizar citocinas tais como TNF e IL-6. Desta forma,
a obesidade promove a inflamacgéo e potencializa a aterogenese independente dos

efeitos na resisténcia 4 insulina e e de seu efeito nas lipoproteinas 4%,
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1.2.8.7 Tabagismo e inflamacéo

O componente do cigarro responsavel pelo dano endothelial € incerto. Tem-
se postulado que a fumaca do cigarro potencializa o processo de degradagao dos
fatores relaxadores derivados do endotélio mediado pelos anions superéxido. Este
processo seria mediado pelo estresse oxidativo aumentado. Consistente com esta
hipotese, os niveis plasmaticos de peroxidacdo lipidica estdo aumentados em
fumantes 42,

Ha fortes evidéncias de que h& um efeito dose dependente da fumaca do
cigarro na disfuncdo endotelial. Mesmo o fumo passivo compromete precocemente a

parede arterial levando a uma maior incidéncia de doenca coronariana *?.
1.2.8.8 Infecgao e a inflamacéo

Os agentes infecciosos podem acentuar a aterogénese. Numerosos estudos
tém demonstrado uma relacdo patogénica entre aterosclerose e alguns
microorganismos (bactérias e virus) que causam infeccdes cronicas 43244,

Esta relacdo parece ser mais importante em paises nos quais os fatores de
risco convencionais sdo menos relevantes %, As principais bactérias envolvidas

s&0 Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori **® e Porphyromonas gingivalis 4",

Os virus envolvidos sédo do Grupo Herpes virus, Cytomegalovirus, Epstein-Barr virus,

Virus da Hepatite A e B e alguns Enterovirus ¥,

As infeccbes agudas podem alterar a hemodinamica e os sistemas de
coagulacdo e fibrindlise de forma que pode precipitar eventos isquémicos. A
infeccao extravascular cronica (gengivite, prostatite, bronquite, etc) pode aumentar a
producédo extravascular de citocinas proinflamatoérias que podem acelerar a evolugéo
das lesbes ateroscleroticas. As infecgbes intravasculares também proporcionam
estimulo inflamatoério que pode acelerar a aterogénese.

Além desses fatores, a contribuicAo de eventos autoimunes tem sido
demonstrada em estudos que mostram a presenca de anticorpos contra varios
antigenos expressos na placa aterosclerética ‘9%, A hipétese de que doencas
inflamatorias sistémicas tém importante papel na aceleragdo da aterogénese tem

sido demonstrada na artrite reumatéide e no IGpus eritematoso sistémico %22,
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A agresséao endotelial proporcionada por diversos fatores citados leva a uma
resposta compensatéria que altera as propriedades homeostéticas do endotélio.
Estas alteracdes provocam diferentes formas de dano que aumentam a adesividade
do endotélio aos leucdcitos e plaquetas, bem como aumentam sua permeabilidade a
estas células. A disfuncdo endotelial se caracteriza pela reducdo da
biodisponibilidade de fatores vasodilatadores, em particular do o&xido nitrico,
enquanto fatores constritores derivados do endotélio estdo aumentados ®*V. Este
desequilibrio no processo de vasodilatacdo representa a caracteristica funcional da
disfuncdo endotelial. Por outro lado, a disfuncdo endotelial também pode ser
compreendida como um estado especifico de “ativacdao endotelial’”, o qual se
caracteriza por ser proinflamatério, proliferativo e procoagulante e que favorece
todos os estagios da aterogénese “*?. O endotélio agredido passa a expressar em
sua superficie, moléculas de adeséo celular, tal como VCAM-1 que permite a ligacao
de varios tipos de leucécitos, especificamente linfécitos T e mondcitos 2. Além da
VCAM-1, Selectinas P e E também contribuem para o recrutamento de leucocitos
em ratos susceptiveis ao processo aterosclerético >4,

Se a resposta inflamatdria ndo neutraliza ou remove 0s agentes agressores,
esta se perpetuard. Uma vez aderidos ao endotélio, os leucécitos penetram na
intima. O fator responsavel por esta migracdo leucocitaria € o gradiente de
guimiocinas. Varias quimiocinas sao responsaveis pela migracdo dos monaocitos,
particularmente a interacdo entre a MCP-1 e seu receptor CCR2. Uma vez
residentes na parede arterial, tais células inflamatorias perpetuam uma resposta
inflamatéria local. Os macréfagos expressam receptores scavenger que se ligam as
lipoproteinas modificadas por glicacdo ou oxidacdo, permitindo a ingestdo dessas
moléculas lipidicas. Posteriormente os macrofagos se transformam em células
espumosas. Além da MCP-1, o fator estimulador de col6nia de macréfagos (M-CSF)
contribui para a diferenciagdo dos mondcitos circulantes em células espumosas (121),
As células espumosas secretam citocinas proinflamatérias que amplificam a
resposta inflamatoria local, bem como aumentam a formacao de radicais livres de
oxigénio.

Da mesma forma, linfocitos sdo atraidos por quimiocinas (da familia
Interferon-gama) que se ligam ao receptores CXCR3 expressos pelas células T da

lesé@o aterosclerética. Uma vez na intima arterial, os linfocitos T encontram antigenos



28

tais como LDL-oxidada e proteinas “heat-shock” enddgenas e ou de origem
microbiana, entre outras. ApOs a interacdo ligante/receptor, as células T passam a
produzir citocinas que podem influenciar o comportamento de outras células
presentes no ateroma. Notavelmente, o ligante CD154 (linfocitério) interage com o
receptor CD40 (macrofagico), podendo induzir uma maior expressao de fator
tecidual, metaloproteinases da matriz e citocinas proinflamatérias. A producédo
destes mediadores proporciona uma alca de amplificacdo resultante da interacéo
entre imunidade inata e adquirida (linfocitos T). Dentro do ateroma, como em outros
tecidos, as células T auxiliares podem se polarizar naquelas secretantes de citocinas
proinflamatérias (conhecidas como células TH1) e naquelas secretantes decitocinas
antiinflamatérias (conhecidas como TH2). Geralmente a resposta Thl predomina no
ateroma. Entretanto estudos experimentais em ratos sugerem que niveis
extremamente elevados de hipercolesterolemia promovam um predominio na
resposta Th2 2. Além de estimular os macréfagos, os linfécitos T também
estimulam as células musculares lisas e as células endoteliais.

Sendo assim, a resposta inflamatéria promove migracdo e proliferacao de
células musculares lisas que se misturam & area de inflamacdo para formar uma
lesdo intermediaria. Se essa resposta progride, pode haver espessamento da
parede arterial, que sera compensada por uma dilatacdo gradual, permitindo que o
limen permaneca inalterado, um fendmeno denominado “remodelamento” %%,

Esta resposta, mediada por macréfagos, derivados de mondcitos, e subtipos
especificos de linfocitos T para cada estdgio da doenca 1%8) jeva a uma inflamacéo
continuada, aumentando ainda mais o numero de células na lesdo. Ciclos de
acumulo de células mononuclares, migracao e proliferacdo de células musculares
lisas, e formagéo de tecido fibroso levam ao aumento e reestruturagcdo da leséo,
tornando-a coberta por uma capa fibrosa que envolve um nucleo de lipidios e de
tecido necrotico — denominada lesdo avancada complicada. Em algum ponto da
evolucdo da lesdo, a artéria ndo consegue compensar este processo por meio de
dilatacdo; a lesdo passa entdo a diminuir o diametro luminal, alterando o fluxo
sanguineo o que pode desencadear sintomas de isquemia.

O processo inflamatério ndo promove somente o inicio e a formacdo do
ateroma, mas também contribui decisivamente para a precipitacdo de complicagdes

tromboticas agudas do ateroma. A maioria dos trombos arteriais coronarianos que
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causam infarto agudo do miocardio, surgem por causa de uma ruptura na placa
aterosclerotica. Os macréfagos ativados no ateroma produzem enzimas
proteoliticas, capazes de degradar o colageno, que conferem forca a capsula fibrosa
da placa, tornando-a fina, enfraquecida e suscetivel a ruptura. O interferon gama
proveniente dos linfocitos-T da placa pode bloquear a sintese de colageno das
células musculares lisas, limitando sua capacidade de renovar o colageno que

reforca a placa®”*%®,

Os macrofagos também produzem fator tissular, um
conhecido desencadeador de trombose na placa. Mediadores inflamatoérios regulam
a expressao deste fator pelos macréfagos na placa, demonstrando uma ligagédo

importante entre a inflamacao arterial e a trombose 1159160,

1.2.8.9 Marcadores de dano endotelial
1.2.8.9.1 - MCP-1

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), € uma molécula pertencente a
familia das B quimiocinas C-C, que desempenha papel primordial na inflamacéo
devido ao seu poder atrator sobre mondcitos. Esta quimiocina interage com o
receptor CCR2 destas células estimulando o tropismo para o sitio inflamatério®®?. O
MCP-1 é secretado por uma seérie de outras células como células endoteliais,
musculares lisas, fibroblastos e células imunes (linfocitos T e os préprios macréfagos
situados no local do estimulo).*®® Dentre as varias situacées em que ja foi
observada uma maior expressao de MCP-1 estdo aterosclerose, artrite e cancer®®d,
Em todas estas afeccdes, ha um consenso de que a migracdo de mondcitos para 0s

locais de lesdo contribui para um maior dano causado por elas 64165166,

1.2.8.9.2 - VCAM-1 e ICAM-1

S&o moléculas de adesao expressas na face luminal de células endoteliais ou
soltveis no plasma cuja producéo € estimulada por citocinas. Elas promovem uma
maior adesao de varios tipos de leucocitos a superficie endotelial, objetivando maior
protecdo de seres humanos contra agressoes tissulares. Entretanto, os niveis de

VCAM-1 estdo aumentados em varios processos inflamatorios, incluindo a
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aterosclerose™®” e também estdo presentes na inflamacdo da fase aguda de

g (168)

Acidentes Vasculares Cerebriai Os niveis destas duas moléculas parecem

(169)

estar normais em individuos saudaveis ,entretanto, em individuos com doenca

arterial coronariana os niveis de VCAM-1 e ICAM-1 soluveis pode se encontrar
elevados 70171,

Muitos estudos usaram a ICAM-1 soluvel como biomarcador para prognastico
de doencas cardiovasculares. A gravidade do prognostico cardiovascular esta
correlacionada com niveis aumentados desse biomarcador. Hwang et al.
Demonstraram que ICAM-1 e selectina E s&o potentes biomarcadores de
aterosclerose e lesédo cardiovascular, mas ndo encontraram correlacéo tao forte para
com VCAM-14". Uma meta-andlise realizada por Malik et al demonstrou uma
associacao significativa entre os niveis de ICAM-1 e VCAM-1 e presenca de fatores

de risco classicos para doenca coronariana®™’®.

No estudo prospectivo feito por
Haim et al. foi verificado uma associacéao significativa entre a concentracdo de ICAM-
1 solavel e risco aumentado para eventos coronarianos futuros, ndo levando em

conta a associacdo deste risco com outros fatores 7%,

1.2.8.9.3 — Fetuina A

Fetuinas sao proteinas sanguineas de producdo hepdética pertencentes a
superfamilia das cistatinas. A fetuina A, também conhecida como a2-Heremans—
Schmid glycoprotein, foi reconhecida a pouco tempo como um potente inibidor da
formacdo de cristais de hidroxiapatita ™ e potente inibidora de calcificacdo
vascular, além de induzir em roedores, resisténcia a insulina e inflamacao. No
estudo de Stenvinkel et al. verificou-se uma rela¢do entre baixos niveis de fetuina A
no plasma com ma-nutricao, inflamacao e formacéo de placas ateroscleréticas (76),

Weickert et al. encontraram uma correlacdo entre niveis elevados de fetuina A
e infarto do miocardio e Acidente Vascular Encefalico Isquémico. Verificou-se que
estes niveis elevados estavam ligados a um risco relativo de 3,80 (p <0,0001) para
IM e um risco de 3,93(p<0,0001) para AVC isquémico®”. Roos et al, também
descreveram uma correlacdo significativa entre niveis elevados de fetuina-A e
hipertrigliceridemia, mas nenhuma correlacdo significativa com danos

(178)

cardiovasculares Os dados até o momento divergem sobre o papel das

alteragcbes da concentracdo da fetuina-A no organismo e sua relacdo com
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aterosclerose. Mais estudos e revisdes sistematicas necessitam ser realizadas sobre

o tema.

1.2.89.4-1L-8

A IL-8 é produzida por algumas células sanguineas e por outros tecidos. E
membro da superfamilia das quimiocinas CXC 9. A maioria das acées da IL-8 é
dependente da sua interacéo com neutréfilos 8%

A interleucina 8(CXCL8) é encontrada na formacdo de ateromas e outros

processos ateroscleréticos 8V

. Esse fato ja estd bem trabalhado e revisado em
muito artigos que abordam o papel de citocinas neste processo ®?.Também foi
demonstrado que ela estimula a proliferacdo e migracdo das células musculares
lisas endoteliais ‘%%, Além da sua funcao ja conhecida de interacdo com neutrdfilos,
parece ter também uma interacdo com mondcitos *®Y. Outras implicacbes da
inflamac&o, proliferacdo celular e dano na parede dos vasos incluem o aumento do
risco de estenose pos colocacédo de stent, na qual é verificado altos niveis de IL-8
sérica ‘%), Asano T e Ogawa S encontraram alta na expressdao do mRNA da IL-8
plasmatica durante os quadros de agudizacdo da Doenca de Kawasaki *®. Muitos
outros trabalhos citam a acdo do TNF na inflamagcdo, mas sabemos que esta
citocina estimula a producédo de varias outras, dentre elas a IL-8. Enfim, sabe-se que
por varios meios e vias intercelulares, a IL-8 pode ser empregada como um
marcador de mudancas e atividade no endotélio parede do vaso. Sabe-se
atualmente que IL8 pode estar alterada na resposta thl7 mediada por IL 17A e esta

resposta é freqiiente nas espondiloartrites. #9240



Figura 5. Atividades biol6gicas da IL 8
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1.3 DISFUNCAO ENDOTELIAL E ATEROSCLEROSE NA ESPONDILITE
ANQUILOSANTE

Pacientes com EA tem aumento de morbimortalidade cardiovascular
guando comparados com a populacao geral 19 Essa tendéncia aumentada parece
ser predominantemente ligada a doenca cardiovascular como indicado por estudos
populacionais no Canada, Reino Unido e Finlandia ®®"*°9. O risco cardiovascular
em doencas auto-imunes é claramente multifatorial, mas, entre 0os mecanismos
envolvidos, a aterogénese acelerada causada pela resposta inflamatéria sistémica
parece ser um dos mais importantes. Esse mecanismo tem sido demonstrado na

artrite reumatdide (AR) e no lGpus eritematoso sistémico (LES)®@*?122,

O papel das lipoproteinas e células inflamatérias na aterosclerose esta bem
definido®?. A influéncia de eventos autoimunes tem ganhado forca
progressivamente em funcdo de alguns estudos que evidenciaram a presenca de
anticorpos contra varios antigenos expressos na placa aterosclerética “°**?. Como
uma doencga inflamatdria, a aterosclerose tem sido relacionada a marcadores de
inflamacdo sistémica tais como proteina C reativa (PCR), fibrinogénio e
recentemente a biomarcadores como citocinas, quimiocinas, moléculas de adeséao e
proteases (191192

A maioria dos estudos que correlacionam aterosclerose e EA sao estudos
transversais e que envolvem pequenas amostras de pacientes e controles. Han et al.
193) observaram que o risco de aterosclerose estava aumentado em até 1,5 vezes
em uma coorte de pacientes com EA quando comparados aos seus controles. Altos
niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL colesterol) geralmente tém um efeito
protetor, particularmente HDLc normal 99 Ha uma linha crescente de pesquisa

r 199 Niveis

indicando que o HDLc proinflamatorio exerce um efeito ndo proteto
séricos aumentados de triglicerideos e lipoproteina de baixa densidade (LDL
colesterol) tém sido relacionados a formagdo da placa; um indice aterogénico
representado pela razdo entre o colesterol total e o HDLc foi proposto a fim de
discriminar melhorar o progndstico para doenca cardiovascular °*!%). Estudos com
pequenas populacdes avaliando lipoproteinas em sujeitos com EA demonstraram
colesterol total *®” e HDLc diminuidos ®°®), mas estes estudos de duas décadas

atrds ndo levaram em consideragéo possiveis viéses de confusdo e nem a interacao
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destas lipoproteinas com inflamacgéo sistémica. Sattar et al. analisando parametros
de risco cardiovascular em homens com EA, observaram que as concentracdes de
colesterol circulante e LDLc, estavam diminuidos e eram inversamente
correlacionados com as concentragdes de IL-6 ou PCR. O indice aterogénico
também estava discretamente elevado neste mesmo estudo. Niveis diminuidos de
HDLc foram mais frequentemente encontrados em individuos com EA que em

controles (109:199.200)

. Um estudo demonstrou que a sindrome metabdlica era mais
prevalente em EA que em controles, contudo, os autores nao investigaram a relacao
entre inflamagcéo e sindrome metabdlica *°®. Nurmohamed et al. observaram niveis
aumentados de atividade de doenca em pacientes com EA, curiosamente
associados com baixos niveis lipidicos “°®. Nesse mesmo estudo os autores
observaram que um perfil lipidico aterogénico esta mais correlacionado a
concentragcdo de HDLc diminuido que niveis alterados de colesterol total. Contudo,
ainda ndo esta claro se um perfil lipidico aterogénico especifico estd ou néao
presente na EA (109:200-202)

Ha consideravel evidéncia de que a inflamacao pode deteriorar o perfil lipidico
(203209 " particularmente em pacientes com AR, o processo inflamatério que ocorre
na membrana sinovial apresenta semelhangas com 0 processo que ocorre na
parede vascular *?>?%)_ Embora a aterosclerose seja um fendmeno muito complexo,
seu desencadeante parece ser a retengcdo subendotelial de apolipoproteina B
contendo lipoproteinas.

Marcora et al. relataram evidéncias preliminares de caquexia em dezenove
homens com EA de longa data (208) Pesquisas adicionais sdo necessarias para
determinar se essas mudancas no estado metabdlico bem como a perda acelerada
de musculo esquelético e modificacdes no IMC poderiam de fato mudar o perfil
lipidico e assim induzir aterosclerose. Na resposta inflamatoria crénica observada
em pacientes portadores de AR com caquexia, a PCR e a IL-6 foram
correlacionadas negativamente com a massa corpérea magra “°”. Alguns estudos
prospectivos sugeriram que mesmo elevacdes modestas nas concentracdes de IL-6
predizem doenca coronariana (CHD) independentemente dos fatores de risco

(208,209)

tradicionais Em particular, a IL-6 esta correlacionada a dislipidemia e

disfuncdo endotelial mesmo em quadros néo inflamatérios (210,
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Disfuncdo endotelial deveria ser considerada mais apropriadamente como
ativacao endotelial, que por sua vez representa o desencadeamento de um fendtipo
quiescente na direcdo de uma resposta de defesa do hospedeiro®?™). Esse
processo é caracterizado por um desequilibrio entre fatores vasodilatadores e
vasoconstritores, gerando ativagdo de processos apoptoticos, remodelagédo vascular
e atividade aumentada de fatores vasoconstritores e mediadores pro-inflamatorios e
pro-trombéticos 11212214 Esse processo desempenha um importante papel em
todas as fases da aterosclerose “*® e parece ser um preditor independente de
eventos coronarianos ¥,

Sabe-se que o endotélio desempenha um papel crucial na manutencédo do
tbnus vascular e sua estrutura e um dos principais mediadores vasoativos derivados
do endotélio € o NO. A dimetilarginina assimétrica (ADMA) é um inibidor enddgeno
de eNOS ® e é metabolizada pela enzima dimetilaminohidrolase dimetilarginina
(DDAH). Uma alteracao na atividade e /ou expressdo desta enzima pode contribuir
para a patogénese da disfuncdo endotelial em diversas doencas. ADMA esta
aumentada no plasma de humanos com hipercolesterolemia, aterosclerose,
hipertenséo, insuficiéncia renal crénica e insuficiéncia cardiaca cronica. Niveis
aumentados ADMA estdo associados com reducdo da sintese de NO, avaliada pela
vasodilatacdo endotélio-dependente prejudicada. Em diversos estudos prospectivos
e transversais, ADMA foi considerada um marcador de risco cardiovascular .
Elevacdo da ADMA induz disfuncdo endotelial, que se manifesta clinicamente por
prejuizo na vasodilatacdo endotélio-dependente, adesividade plaquetéria
aumentada, maior aderéncia de monécitos ®*”. Recentemente a ADMA tem sido
associada com artrite, incluindo artrite reumatdide e EA ?*®. Keméry-Beke et al.
identificaram niveis séricos de ADMA significativamente aumentados em pacientes
com EA, quando comparados a pacientes com osteoartrite. Entretanto, nao
encontraram correlagdes entre os niveis de ADMA e duragéo da doenca, intensidade
de dor, BASDAI, BASFI, BASMI, qualidade de vida, PCR, positividade do HLA-B27,
disfuncdo endotelial e aterosclerose carotidea. Sugerem que mais estudos sao
necessarios para avaliar o possivel papel da ADMA na EA e sua relacdo com a
doencga vascular.

O estudo da fungéo endotelial na pesquisa clinica surgiu como um importante

marco que complementa a mensuracéo de fatores de risco circulatério, a avaliacédo
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de resultados clinicos cardiovasculares tradicionais e a implementacdo de técnicas
de imagem para quantificacdo da doenca arterial estrutural, incluindo a relacdo de
espessura fntima/média (IMT) e ultrassonografia intravascular ©.

Dados atuais indicam que neovascularizacdo da vasa vasorum e
aterosclerose parecem estar inseparavelmente ligadas, engatilhadas e perpetuadas
por reacdes inflamatérias dentro da parede vascular “*®. O fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) é um regulador enddgeno da integridade endotelial e um
potente fator angiogénico. Ele desempenha um papel central na AR humana e em
modelos animais de artrites ®*”, e também desempenha papel significativo na
formacdo 6ssea ®?Y. Sabe-se que a ossificacdo endocondral tipica envolve um
padrdo de invasdo vascular sobre uma cartilagem hialina calcificada. Um estudo
recente conduzido em pacientes com espondiloartrites mostrou que a formacgéo e
crescimento de espordes 6sseos nas enteses € promovido por ossificacdo
endocondral, intramembranosa e condroidal; porém o mesmo estudo identificou que
0 padrdo de invasdo vascular da cartilagem calcificada ndo foi notdria, como
observada na ossificacdo endocondral tipica #*?. Em um pequeno estudo, os niveis
plasmaticos de VEGF estavam elevados em pacientes com EA em comparagdo ao
grupo controle e embora os niveis de VEGF estivessem significativamente
correlacionados com a pontuacdo do BASMI, os autores ndo avaliaram
completamente a atividade de doenca “*). Toussirot et al. relataram que os niveis
de VEGF estavam significativamente elevados em pacientes com espondiloartrites e
AR em relacdo ao grupo controle. Os niveis séricos de VEGF foram fortemente
correlacionados com indices clinicos e laboratoriais de atividade de doenca em
espondiloartrites®?. Weiss et al, propuseram que a alta atividade dos fatores
angiogénicos estimuladores de células endoteliais(ESAF), encontrados na EA,
poderia refletir o processo angiogénico envolvido em neoformacdo éssea. Ndo se
sabe ainda se o0 ESAF desempenha ou ndo um papel no processo de aterosclerose,
porém o0s autores 0 propuseram como um novo marcado biolégico para atividade de

doenca em pacientes com EA #2°220),

Estudos recentes e com um pequeno numero de pacientes revelaram
distirbios da funcdo vasorreguladora de endotélio associados a atividade de
doenca. Esses disturbios se manifestam com aumento no numero de células

circulantes endoteliais em pacientes cuja atividade de doenca esta elevada. No
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entanto, critérios de exclusdo e os métodos de avaliacdo ndo foram os mesmos em
todos os estudos®”?%) Aumento dos niveis de células endoteliais circulantes em
pacientes com doenca aterosclerotica e inflamacéo vascular sugere uma relacao
direta entre 0 niumero dessas células na circulacao periférica e a extensao da lesédo

endotelial .

Estas células podem ser mensuradas na circulacdo tanto pela
citometria de fluxo combinada com selecdo magnética de microesferas (Técnica
Imunomagnética com Microesfera; Extracdo Imunomagnética) como também pela
microscopia fluorescente %9,

A ativacdo das células endoteliais leva ao aumento da expressao de citocinas
inflamatérias e moléculas de adesdo, que por sua vez, provocam a adesdo de
leucécitos e migracdo para o espaco subendotelial. Muitos desses marcadores
circulantes foram avaliados em pacientes com EA (MCP-1, IL 6, V-CAM, I-CAM,
TNFalfa). Devido a grande variabilidade na biodisponibilidade destes marcadores,
varios estudos apresentaram resultados contraditérios. Assim, estes marcadores
estdo limitados a pesquisa clinica. O TNF alfa circulante € uma citocina importante
envolvida na patogénese da EA e seus niveis estdo aumentados em pacientes com
EA #3100 TNF alfa também bloqueia a ativacdo da eNOS, por interferir com a
fosforilacdo Akt, que € essencial para a vasodilatacdo dependente de fluxo e
acetilcolina (Ach)®®?. Dois estudos sugeriram que TNF alfa e IL-6 podem contribuir

para o desenvolvimento de aterosclerose em EA®!51%9)

, ho entanto, um estudo
indicou que os niveis de TNFalfa em pacientes com EA ndo diferiram dos controles,
embora os niveis de IL-6 fossem mais elevados em pacientes com EA 9 Além
disso, os autores ndo encontraram uma correlacdo entre os niveis de MCP-1, IL-6
ou TNF alfa e as caracteristicas clinicas ou parametros de rigidez arterial.

Caliskan et al. relataram que altos niveis circulantes de PCR e TNFa foram
positivamente correlacionados com a reserva de fluxo coronariano (RFC)*®; no
entanto, sabe-se que os niveis circulantes de PCR e TNFa estdo associados com a

disfuncdo microvascular da pele mesmo em individuos normais #3239,



Fig 6. Disfuncado do Endotélio e inflamac&o( Modelo na EA)
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2. HIPOTESE

Sabe-se que o sistema cardiovascular pode ser afetado na EA e pacientes
espondiliticos podem cursar com alteragdes no sistema de conducdo elétrica
cardiaco (infiltrado inflamatério nos sistemas de conducdo), maior incidéncia de
doenca arterial coronariana, dilatacdo da raiz adrtica, alteracdes valvares cardiacas
e maior incidéncia de disfuncdo diastdlica ventricular ®, sendo que os dados
epidemioldgicos destas anormalidades apresentam grande variabilidade na
literatura®®2%.2")  Alguns estudos demonstram que o envolvimento cardiaco pode
ser subclinico e que a ecocardiografia pode ser Gtil em detectar precocemente estas
anormalidades®®.De maneira geral, pacientes espondiliticos somente s&o
encaminhados para a realizacdo de avaliacdo cardiovascular quando ha
aparecimento de sintomas clinicos. Disfun¢do endotelial € outro importante fator de
risco para o desenvolvimento de aterosclerose precoce e ha fortes evidencias de
gue exista disfuncdo na EA como em outras doencas reumatolégicas como Artrite
Reumatdide e Lupus Eritematoso Sistémico. A morbimortalidade na EA é
diretamente correlacionada & mortalidade cardiovascular. Em nossa hip6tese as
alteragcOes cardiovasculares estdo diretamente relacionadas ao desenvolvimento de
aterosclerose precoce consequentes a maior atividade de doenca.

Entretanto, resultados clinicos controversos demonstram que 0s
mecanismos que correlacionam a inflamagdo da coluna vertebral (na qual
predominam o edema medular ésseo e entesites) ao desenvolvimento de doenca
aterosclerética e maior disfuncéo cardiovascular ndo sdo perfeitamente conhecidos
até o momento. Ha necessidade de intensa producdo cientifica na area para
esclarecimento sobre quais sdo os mecanismos implicados na ligacéo entre as duas
alteracdes patologicas e quais o0s mediadores destes processos. Como
desdobramento cientifico e pratico ha necessidade de esclarecer se o tratamento do
processo inflamatério da coluna vertebral, além de melhorar as manifestacdes
clinicas e diminuir a progresséao radiografica, pode também diminuir as complicacdes

cardiovasculares, aumentando assim a sobrevida de pacientes espondiliticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estabelecer uma correlacdo entre conhecidos marcadores de disfuncao
endotelial e de desenvolvimento de aterosclerose com parametros internacionais de

avaliacao de atividade de doenca na Espondilite Anquilosante.

3.2 Objetivos especificos

Os trabalhos conduzidos tiveram como objetivos especificos :

A. Investigar a associacdo entre a quimocina IL8, que parece estar
aumentada pela exacerbacdo da resposta thl7 presente nas
espondiloartrites( e € sabidamente um marcador de disfuncdo endotelial)
com escores de atividade de doenca, em pacientes com EA sem uso de
anti-TNF. Investigar a associagao de outros conhecidos biomarcadores de
disfuncdo endotelial (MCP-1, V-CAM, I-CAM) e escores de atividade de
doenca.

B. Determinar as alteracdes inflamatdrias no desenvolvimento e progressao
de aterosclerose subclinica por LDL oxidada e modificada, em pacientes
com EA e em grupo controle e correlacionar estes achados com os indices

de atividade de doenga.
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4. RESUMOS DOS ARTIGOS

4.11L-8 EM ASSOCIACAO COM ATIVIDADE DE DOENCA EM PACIENTES COM
ESPONDILITE ANQUILOSANTE SEM TRATAMENTO COM AGENTES ANTI-TNF

Objetivo: Investigar a associacédo entre IL8 e outros biomarcadores de disfuncéo
endotelialMCP-1, V-CAM, I-CAM) e escores de atividade de doenca em uma
amostra de 54 pacientes portadores de Espondilite Anquilosante(EA) e sem

tratamento com agentes bioldgicos anti-TNF alfa.

Pacientes e Métodos: 54 pacientes com EA sem tratamento com agentes anti-TNF
entre 18 e 80 anos que preenchiam os Critérios de Nova lorque e ao mesmo tempo
0s critérios axiais porpostos pelo grupo ASAS, foram avaliados por meio de um
guestionario epidemiolégico que incluiu além de dados clinicos: BASDAI, BASFI,
ASQoL, ASDAS, dosagem de VHS, PCR e dos niveis plasmaticos de MCP-1, IL-8,
ICAM-1 e VCAM-1.

Resultados: IL-8 variou proporcionalmente aos escores de atividade de doenca da
Espondilite Anquilosante(BASDAI e ASDAS)p<0,05 sendo portanto,fortemente
correlacionada com atividade de doenca. Os niveis das moléculas de adeséo I-CAM
e VCAM, como j& descrito em outros estudos, foram positivamente correlacionados
com fatores de predisposi¢cao para doenca cardiovascular mas ndo com atividade de

doenca.

Conclusao:

IL-8 foi fortemente correlacionada com marcadores clinicos de atividade de doenca

e pode ser uma variavel adicional para a avaliacao geral de atividade na EA.
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4.2 IL-8 IN ASSOCIATION WITH DISEASE ACTIVITY IN PATIENTS WITH
ANKYLOSING SPONDYLITIS WITHOUT TREATMENT WITH ANTI-TNF AGENTS

ABSTRACT

Objective: To investigate the association between IL8 and other biomarkers of
endothelial dysfunction (MCP-1, V-CAM, I-CAM) and the disease activity scores in a
sample of 54 patients with Ankylosing Spondylitis(AS) without use of biological
agents.

Patients and Methods: 54 AS patients without treatment with anti-TNFs agents
between 18 and 80 years old, who met modified New York criteria and at the same
time the axial ASAS criteria, were evaluated using an epidemiological questionnaire
that included among others clinical data, BASDAI, BASFI, ASQoL, ASDAS and
plasma levels of CRP, ESR, MCP-1, IL-8, ICAM-1 and VCAM-1.

Results: IL-8 varied in proportion to disease activity rates (BASDAI and ASDAS) p
<0.05, being strongly correlated with the disease activity. The levels of adhesion
molecules I-CAM and VCAM,as described in other studies, were positively correlated
with predisposingfactors for cardiovascular disease. Conclusion: IL-8 has shown to
be strongly correlated with clinical markers of disease activity and inflammatory
activity and may be an additional variable to the overall assessment of the activity of
the AS.
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endothelial dysfunction (MCP-1, V-CAM, I-CAM) and the disease activity scores in a
sample of 54 patients with Ankylosing Spondylitis(AS) without use of biological agents.
Patients and Methods: 54 AS patients without treatment with anti-TNFs agents
between 18 and 80 years old, who met modified New York criteria and at the same
time the axial ASAS criteria, were evaluated using an epidemiological questionnaire
that included among others clinical data, BASDAI, BASFI, ASQol, ASDAS and plasma
levels of CRP, ESR, MCP-1, IL-8, ICAM-1 and VCAM-1. Results: IL-8 varied in
proportion to disease activity rates (BASDAI and ASDAS) p <0.05, being strongly
correlated with the disease activity. The levels of adhesion molecules I-CAM and V-
CAM, as described in other studies, were positively correlated with predisposing
factors for cardiovascular disease. Conclusion: IL-8 has shown to be strongly
correlated with clinical markers of disease activity and inflammatory activity and may
be an additional variable to the overall assessment of the activity of the AS.
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INTRODUCTION

Ankylosing Spondylitis (AS) is a chronic autoimmune  inflammatory
disease, typically with axal joint involvement. Its prevalence is higher among
young men, Caucasians and HLA-B27 positives™”. Inflammatory Back
Pain(IBP) associated with moming stiffness is the main symptom of the
disease."* Although it does not occur in all patients with AS, extra-articular
manifestations are responsible for increased morbidity and mortality. High
incidence of cardiovascular mortality in patients with AS have stimulated
researchers to the study of possible etiologic or risk factors involved®. Han et al.
found an increased risk of atherosclerosis by 1.5 times in a cohort of patients
with AS compared to the conirols. *

The cardiovascular risk in autoimmune diseases is multifactorial.
Traditional cardiovascular risk factors have been reported to be more prevalent
in patients whit rheumatic diseases as smoking, hypertension, low high-density
lipoprotein{HDL }-cholesterol levels, diabetes and obesity. Furthermore some
inflammation factors are being correlated with accelerated atherogenesis. The
C-Reactive Protein is the well established factor related with the low-grade
inflammation of the vessels® but reduced plasma levels of lipoprotein associated
phospholipase A; | Lp-PLA2) and apoprotein A-l also predispose to coronary
heart disease’. Specifically in AS, the hypertension®, low levels of HDL-
cholesterol and apoA-l ® are correlated with increased cardiovascular risk.

. Currently, the endothelium is considersed the main regulator of vascular
homeostasis and pathogenesis of atherosclerosis is closely related to systemic
inflammation, autoimmunity, chronic diseases and dyslipidemia’®, Lipoproteins,
activated neutrophil ,platelets and other pro-inflammatoy factors play an
important role in the inflammation in autoimmune diseases.'"'? Atherosclerosis
has been associated with markers of systemic inflammation such as CRP,
fibrinogen, and recently, biomarkers such as cytokines, chemokines, adhesion
molecules and proteases.” ™ Due to biological variability and availability, many
of these biomarkers such as MCP-1, IL 8, YV-CAM, |-CAM, have shown
contradictory results, which somehow still limits their measurements to clinical
research. IL-8, a member of the superfamily of chemokines CXC'® was found
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increased in studies approaching the role of cytokines in the atherosclerotic
process.'® Its production is stimulated by the action of TNF alpha and most of its
actions depend on the interaction with neutrophils'” and monocytes'® IL 8 also
stimulates proliferation and migration of smooth muscle endothelial cells.’
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) is a molecule belonging to the
family of C-C chemokines B, which plays an important role in inflammation
because of its power attractor cn monocytes. MCP-1 interacts with the CCR2
receptor of these cells stimulating tropism to the inflammatory site” and it is
secreted by endothelial cells, smooth muscle cells, fibroblasts and immune cells
such as T lymphocytes and macrophages located in the stimullus place?'. The
adhesion molecules VCAM-1 and ICAM-1 are stimulated by inflammatory
cytokines, expressed in the luminal surface of endothelial cells or soluble in
plasma and mediate the adhesion of various types of leukocytes to the
endothelial surface. The objective of this study was to investigate the
association between the levels of IL 8 and other biomarkers of endothelial
dysfunction such as MCP-1, V-CAM, |-CAM with disease activity scores
(BASDAI, ASDAS); the index of quality of life ASQoL, factors related to
cardiovascular disease and the functional activity score (BASFI) in a sample of
patients with AS.

MATERIALS AND METHODS

Study Population. Fifty-four patients with AS followed between December
2009 and February 2010 at the Outpatient Spondyloarthritis Clinic of Federal
University of Parana (UFPR) were initially recruited for this study and submitted
to an Informed Consent (IC). Inclusion criteria were age between 18 and 80
years, presence of AS according to the modified New York criteria®> and also
axial ASAS at the same time?**. The exclusion criteria were use of anti-TNF
agents or other biologics, signs of acute inflammation or infectious disease,
presence of other concomitant autoimmune diseases, presence of malignancy,
liver dysfunction or diabetes. At the recruitment, patients were categorized
according to age, sex, weight, height, smoking, diabetes mellitus (DM),

Hypertension (HBP), cardiovascular disease, dyslipidemia, cerebrovascular
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disease, peripheral vascular disease and use of concomitant medication. No
control group was included because the main purpose of the study was to
correlate the level of these endothelial markers, mainly IL8 with specific disease
activity scores in AS. All patients were using NSAIDs for more than one year
and no one were using Methotrexate for axial disease. Two patients were being
treated with sulfasalazine and none of them was taking steroids. Measures. After
the initial consultation, patients who agreed and signed the IC were submitted to
the proposed methodology. The assessment of disease activity and functional
status were performed by using protocols BASDAI and BASFI. A questionnaire
of quality of life in AS (ASQoL) was also applied. After responding to the
questionnaires, all of them answered a clinical and epidemiological survey.
Then, patients were examined with a specific focus for clinical signs of AS. After
the physical examination, two blood samples were collected from each patient.
The tubes with blood samples were stored in a refrigerator at -80 degrees
Celsius and were later transported to the laboratory of the Health Sciences
Research Center at the Catholic University of Parana.

Samples of patients serum were separated by immediately centrifugation
(1,500 g for 10 minutes), divided into tubes, and stored at -80° C until the
analysis. Plasma levels of MCP-1, IL-8, ICAM-1 and VCAM-1 were measured
by ELISA method (enzyme-linked immunosorbent assay) using commercial kits
with antibodies (R&D Systems, Minneapolis, Minn., USA). The concentrations
of chemokines (pg/ml) and adhesion molecules (ng/ml) were calculated with
reference to standard curves performed with the corresponding recombinant
molecule. The measurement range of the ELISA system was 31.25-2,000 pg/ml
for MCP-1 and IL-8 and 0.03 to 2 ng/ml for ICAM-1 and VCAM-1. When the
values were outside the expected range, the samples were previously diluted.
The intra-assay coefficients of variation (CV) for MCP-1, IL-8, ICAM and VCAM-
1 were 6.0. 8.0. 7.9 and 8.2%, respectively, and inter-assay CV 6.2, 7.7, 7.7
and 8.1% respectively. There were also assayed in the same blood tests CRP,
ESR, total cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides and glucose. ASDAS CRP

was calculated only after the release of ultra-sensitive CRP result.

Statistical Analysis. The results obtained in the study were expressed as

averages, median, minimum values, maximum values and standard deviation
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(quantitative wvariables) or as frequencies and percentages (qualitative
variables). All variables were nomally distributed.according to Shapiro Wilk
test. To compare the groups regarding quantitative variables, it was considered
the nonparametric Mann-Whitney test or the Kruskal-Wallis nonparametric test.
To assess the association between two quantitative variables, it was estimated
the Spearman comrelation coefiicient. P values <005 were considered
statistically significant. The data were organized into an Excel spreadshest and
analyzed with the computer program Statistica v.6.0.

RESULTS

o4 patients were evaluated (09 women and 45 men).The average age
was 43 + 11.6 years. 46 patients were regularly taking NSAIDs and none was
using anti-TNF. The sample general characteristics are presented in Table 1.
The measurements of the 4 biomarkers were comelated to the indexes of
disease activity such as CRP, VAS, ASDAS and BASDAI. There were also
comelated with factors related to cardiovascular disease such as HBP, systolic
blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), body mass index (BMI),
waist circumference (WC), total cholesterol (TC), DM, Dyslipidemia, history of
coronary artery disease (CAD Hx), smoking, alcohol consumption, as well as
the functional activity BASFI score.

We observed that the rate of MCP-1 showed an inverse correlation to the
measurement of CRP (Speamman corelation coefficients of -0.33 with p =
0.018) and factors related to cardiovascular disease, such as HBP (p = 0.01)
and CAD Hx (p = 0.058).

V-CAM was increased in hypertensive patients, but not comrelated with
CRP or BASDAIL (Table 2)

I-CAM was positively comrelated with the presence of factors such as
HEP, DBP, DBP, Dyslipidemia, Smoking and CAD Hx but not with disease
activity.
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IL-8 varied proportionally with two indices of disease activity analyzed,
BASDAI and ASDAS. (Table 3).

DISCUSSION

No control group was included in this study. The main purpose was to
correlate the level of these endothelial markers, mainly IL8 with disease activity
in a sample of patients with AS without use of anti-TNFs agents.

Our selected sample did not include patients using anti-TNFs in order to
facilitate the analysis of the criteria for inflammatory activity, although most of
them were in regular use of NSAIDs. There is considerable evidence that the
biomarkers evaluated in our study are very well correlated with endothelial
dysfunction in case controlled studies in AS and other rheumatic diseases as
well. The link between high disease activity and the onset of cardiovascular
disease in patients with Ankylosing Spondylitis is under investigation.

While employed as a marker of changes and activity in the endothelium,
IL8 has been presented with conflicting and inconclusive results in the medical
literature. While some studies show correlation between patients with angina
and increased plasma levels of IL-8', or even high levels of IL-8 in patients who
later came to coronary artery disease?’, other studies suggest a protective
effect of IL-8, delivering little attraction and little migration of neutrophils to the
chemotactic site of atherosclerotic plaques via modulation by VCAM-1%.

IL 8 has also been studied in patients with AS and its levels seems to
be elevated when compared with controls , but it has not been comparad with

specific AS disease activity scores . 2%

In this study, IL-8 did not correlate with factors related to cardiovascular
disease, SBP, DBP, BMI, and TC(descriptive levels: 0.531, 0.585, 0.860, 0.463
and 0.934). IL8 also did not correlate with BASFI functional activity score (p =
0.403). However, levels of IL-8 were positively correlated and statistically
significant to ASDAS and BASDAI (p-value = 0.015) and curiously not
statistically significant related to CRP (0.728) alone, VAS back pain (0.539) or
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ASQol (0,221). (Table 2).Based in our results we consider that IL-8 may be an
additional useful marker of disease activity although it has not had a correlation
with acute inflammatory activity when measured only by CRP.

Hwang et al. demonstrated that ICAM-1 and E-selectin are potent
biomarkers of atherosclerosis and cardiovascular damage, yet not so strong
correlation was found with VCAM-1?". A meta-analysis conducted by Malik et
al.’®demonstrated a significant association between levels of ICAM-1 and
VCAM-1 and traditional risk factors for coronary disease. Corroborating with the
same idea, the prospective study of Haim et al. showed significant association
between the concentration of soluble ICAM-1 and increased risk for future
coronary events, but did not take into account several other factors?®. Thus,
although it was not our primary objective, our results also reinforce what has
been described in the literature, i.e., the unquestionable quality of these
molecules, particularly ICAM-1, as early markers of cardiovascular lesions.

In this study we have shown that VCAM-1 is a good marker for HBP,
while ICAM-1 is a good marker for DBP, Smoking, HBP, Dyslipidaemia and
CAD Hx but do not have association with specific disease activity scores of AS.
Finally and the most important, IL-8 proved to be a good marker for disease
activity, since it is associated only with BASDAI and ASDAS.

CONCLUSION

Our results should be interpreted cautiously, all the observations are
cross-sectional and do not provide evidence of causality or directionality. Some
limitations include the small sample size and the lack of analyses between
medications used in the treatment and IL-8. In the other hand we believe that
the absence of a control group does not jeopardize our results. At the same
time, a single temporary measure of four biomarkers and of three criteria for
disease activity were performed to determine correlations between variables.
The results of this study demonstrated that IL-8 can be used as a marker of
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inflammatory activity due to its stafistically significant correlation with BASDA
and ASDAS.
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Table 1
Sample General Characteristics

Age 54 430 16
(Tmew Disgnosis(months) 54 25 %68
MCP-1 (Pg/mL) 54 2013 1249
Le@gmb s dms s
VCAM-1 (Ng/mL) 54 3855 169.9
CAMAMNgmL s Tes 422
SBP 54 1231 200
e % w5125
BMI 52 250 42

Total Cholesterol 52 1949 313

VAS by Med 54 56 30

BASFI 54 3.7 33

ASDAS 54 24 14
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Table 3
Relation between IL-8 , BASDAI and ASDAS.

BASDAI 54 034 0.015

CRP 54 0.05 0.728*
ASQol 54 017 0221*
v *without statistic mlevaﬁce. — - ‘

Relation between V-CAM, CRP and factors related to cardiovascular disease.

Dyslipidemia

No 42 3723
Smoking 0544
Yes 12 4318
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4.3 AVALIACAO DE ATEROSCLEROSE SUBCLINICA E NIVEIS PLASMATICOS
DE LDL MINIMAMENTE MODIFICADA EM PACIENTES COM ESPONDILITE
ANQUILOSANTE E SUA CORRELACAO COM BASDAI.

RESUMO

Aterosclerose acentuada estd presente em algumas doencas auto-imunes,
principalmente em ldipus eritematoso sistémico e artrite reumatoide. Apesar do uso
de corticoesteroides ser um fator de confusédo devido a seus efeitos negativos sobre
varios fatores de risco cardiovascular, considera-se que a inflamacao per se tenha
um papel na aterogénese destes pacientes. NOs avaliamos aterosclerose sub-clinica
e 0s niveis séricos da LDL minimamente modificada, em pacientes com espondilite
anquilosante (EA). Quatorze pacientes que preenchiam os critérios diagnésticos de
Nova lorque para EA foram comparados com 15 controles. A espessura da camada
intima-média das carétidas (EIM) foi medida através de ultra-sonografia
bilateralmente nas artérias carétidas comum, interna e na bifurcacdo. Os grupos
eram semelhantes em relacdo aos fatores de risco cardiovascular. Apenas um
paciente do grupo de EA estava sob o uso de corticoesterdide. A presenca de
inflamacg&o ativa foi demonstrada através dos niveis mais elevados de PCR altos
niveis de BASDAI nos pacientes do que nos controles (12,36 vs 3,45 mg/dl,
p=0,002). Nao houve diferenca na EIM de carétidas entre os grupos, em nenhum
ponto das artérias. A média da EIM (6 medidas, em 3 pontos pré-especificados
bilateralmente) foi 0,72 + 0,28 no grupo EA e 0,70 + 0,45 mm nos controles (p=0,91).
Os niveis da LDL minimamente modificada ndo tiveram diferenca entre ambos os
grupos (14,03 £ 17,40 vs 13,21 £ 10,21; p=0,88). Concluindo, pacientes com EA nao
demonstraram maior EIM de carétidas do que os controles. Também ndo houve
diferenca entre os niveis séricos da LDL minimamente modificada em ambos os

grupos.
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4.4 EVALUATION OF SUB-CLINICAL ATHEROSCLEROSIS AND PLASMA
LEVELS OF MINIMALLY MODIFIED LDL IN PATIENTS WITH ANKYLOSING
SPONDYLITIS AND ITS CORRELATION WITH BASDAI

ABSTRACT

Accelerated atherosclerosis has been shown in some autoimmune diseases,
mainly in Systemic Lupus Erythematosus and Rheumatoid Arthritis. Although
high prevalence of corticosteroids use may be a confounding factor due to their
detrimental effects on several risk factors, systemic inflammation per se is
supposed to play an important role in atherogenesis in these patients. We have
evaluated sub-clinical atherosclerosis and plasma levels of circulating
electronegative LDL, which represents the fraction of LDL that is minimally
modified, in patients with ankylosing spondylitis (AS). Fourteen patients who
fulfilled the modified New York criteria for AS were compared with 15 paired
controls. Carotid intimal-media thickness (IMT) was assessed by
ultrasonography bilaterally in common carotid artery, internal carotid artery and
bifurcation. Groups were homogeneous regarding cardiovascular risk factors.
Only a single patient in AS group was in use of corticosteroid. The presence of
active inflammation was demonstrated by elevated BASDAI and higher CRP
levels and in patients than in controls (12.36 vs. 3.45 mg/dl, p=0.002). No
difference was found in carotid IMT between both groups, in any site of artery.
Averaged IMT (6 measurements, at 3 pre-specified sites bilaterally) was 0.72 +
0.28 in AS group and 0.70 £ 0.45 mm in controls (p=0.91). Minimally modified
LDL did not differ significantly either between patients and controls (14.03 +
17.40 vs. 13.21 £ 10.21; p=0.88). In conclusion patients with AS did not show
increased carotid IMT in comparison to controls. In the same way, circulating
plasma levels of LDL(-), did not differ significantly in both groups.
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0.72 £ 0.28 in AS group and 0.70 + 0.45 mm in controls (p=0.91). Minimally modified LDL did not differ

significantly either between patients and controls (14.03 + 17.40 vs. 13.21 + 10.21; p=0.88).
Conclusions: patients with AS did not show increased carotid IMT in comparison to controls. In the
same way,circulating plasma levels of LDL(-)did not differ significantly in both groups.
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ABSTRACT

Objective: To evaluated sub-clinical atherosclerosis and plasma levels of
circulating electronegative LDL, which represents the fraction of LDL that is

minimally modified, in patients with ankylosing spondylitis (AS).

Methods: Fourteen patients who fulfilled the modified New York criteria for AS
were compared with 15 controls.Carotid intimal-media thickness(IMT)was
assessed by ultrasonography bilaterally in commom carotid artery, internal

carotid artery and bifurcation.

Results: Groups were homogeneous regarding cardiovascular risk factors.Only
a single patient in AS group was in use of corticosteroid. The presence of active
inflammation was demonstrated by elevated BASDAI in AS patients than in
controls(5,6 * 1,2 vs 1.3 * 0,7; p=0.047)and also higher CRP levels than in
controls(12.36 vs. 3.45 mg/dl, p=0.002).No difference was found in carotid IMT
between both groups, in any site of artery. Averaged IMT (6 measurements, at 3
pre-specified sites bilaterally) was 0.72 £ 0.28 in AS group and 0.70 £ 0.45 mm in
controls (p=0.91). Minimally modified LDL did not differ significantly either
between patients and controls (14.03 £ 17.40 vs. 13.21 £ 10.21; p=0.88).

Conclusions: patients with AS did not show increased carotid IMT in comparison
to controls. In the same way,circulating plasma levels of LDL(-)did not differ

significantly in both groups.Keywords

Atherosclerosis . Inflammation . Ankylosing spondylitis . Minimally modified LDL .

Carotid Intimal-media thickness
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Introduction

Atherosclerosis is a progressive disease of the large and medium size
arteries involving inflammation, lipid accumulation, cell death, and thrombosis
in vessel wall'. The “response to injury hypothesis” postulates that long-term
endothelial cell injury alters endothelial permeability to low density lipoproteins
(LDL) and induces leukocyte adhesion and migration to sub-endothelial space?.
Regardless of the risk factor inducing endothelial disfunction, the following
infammation process will lead to plaque formation. The uptake of oxidized LDL
(OxLDL), but not native LDL, by macrophages in vessel wall will lead to the
formation of foam cells, that are not only a reservoir of modified lipids, but also a
source of proinflammatory mediators contributing to plaque progression®.
Therefore, proinflammatory OxLDL may be a unifying link between lipid
accumulation and inflammation®. Although most of the oxidation of LDL occurs
in  vessel wall, lipoproteins can be minimally modified in plasma becoming
more prone to oxidation on a subsequent entry into the intima®. A more
electronegative subfraction of LDL, called LDL(-) has been subfractionated by
high resolution ion exchange chromatrography (IE-HPLC) and seems to
represent circulating minimally modified LDL in plasma®.

The recognition that inflammation is the main feature of atherosclerotic
disease has led to a series of studies reporting high prevalence of
atherosclerosis in chronic inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis
(RA) and systemic lupus erythematosus (SLE)" ®. There is a twofold increased
risk for myocardial infarction and stroke in patients with RA, with risk increasing
to nearly threefold in those who have the disease for 10 years or more®. This
increased morbidity and mortality due to atherosclerosis seems to depend not
only on traditional RF, that may be negatively affected by corticosteroid use.
Inflammatory mechanisms seem to be associated with worse cardiovascular
outcomes in these patients'® 2. Although some controversial results have been
published, another plausible mechanism for accelerated atherosclerosis in
these patients may be an increased level of OxLDL".
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Ankylosing spondylitis (AS) is a chronic rheumatic disease that
compromises mainly the spine and sacroiliac joints. Despite its inflammatory
origin like AR and SLE, it's not totally clear if atherosclerosis accounts for higher
mortality in these patients'*'®. As steroids are not commonly part of clinical
treatment of these patients, AS may be a better model to evaluate the role of
inflammation in atherosclerosis. In this study we evaluated subclinical
atherosclerosis (carotid intimal-media thickness — IMT) and plasma levels of
minimally modified LDL in patients with AS in comparison to controls.

Methods
Study population

In this cross-sectional study we enrolled 14 patients who fulfilled the
modified New York'® criteria for AS and 13 controls. Written informed consent
was obtained from all subjects and the research protocol was approved by the
Ethical Committee of the Catholic University of Parana. Essentials of diagnosis
of AS were inflammatory back pain(IBP) in young adults, generally worst in the
morning; progressive limitation of back motion and chest expansion; peripheral
arthritis; anterior uveitis; diagnostic radiographic changes in sacroiliac joints and
elevated erythrocyte sedimentation rate(ESR) or C reactive Protein(CRP).
Patients were recruited in the ADORE Association, a brazilian association of
rheumatic patients. Controls were enrolled in a 1:1 ratio matched for age, sex
and CVD risk factors status. Subjects were questioned about lifestyle and
clinical information. Age, gender, BASDAI and BMI were recorded. Blood
samples were collected for the biochemical measurements of complete lipid
profile, fasting blood glucose, hematology evaluation, erythrocyte sedimentation
rate, C-reactive protein (CRP) and minimally modified LDL. Samples were
collected in the morning, after a fasting period of 10-12h; serum and plasma
were separated and frozen at -22°C. Cholesterol and triglyceride levels were
determined by fully enzymatic techniques. LDL cholesterol was calculated as
described by Friedwald formula. High sensitivity CRP was assessed by
turbidimetry methodology.

Minimally modified LDL
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The plasma LDL fraction is comprised of a heterogeneous population of
particles that varies with respect to charge'’, density, size, antioxidant content,
presence of apoproteins other than apoB and degree of oxidative modification'®.
Concentrations of minimally modified LDL in blood plasma were determined by
ELISA using an anti-LDL human monoclonal antibody (mAb3D1036). The
mMAb3D1036 recognizes an epitope formed due to slight loss of apo B100
secondary structure on minimally modified LDL particles. Microplates (EIA/RIA,
Costar, Cambridge, Mass., USA) were coated with 50uimAb3D1036 (1ug/well)
in carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.4,0.1M) and incubated overnight at 4°C.
Then, each microplate was washed 3 times with phosphate-buffered saline
(PBS; Tris-HCI 50mM and NaCl 150mM, pH 7.4) containing Tween 20 (0.5%)
and blocked with 5% nonfat dry milk for 2 hours at 37°C. The microplates were
washed again and incubated with 50pl plasma for 2 hours at 37°C. The plates
were washed and incubated with anti-LDL monoclonal antibody biotinylated for
2 hours at 37°C. After washing, the microplates were incubated with
streptavidin-HRP (horseradish peroxidase) conjugate (Rockland
Immunochemicals for Research, Gilbertville, Pa., USA) for 1 hour at 37°C.
Then, the HRP substrate solution (92.3 nM luminol, 0.9 mM p-iodophenol and
3.0 nM hydrogen peroxide) was added to each well. The chemilumenescence
intensity was determined immediately using a microplate reader (LumiCount;
Packard Bioscience, Meriden, Conn., USA). The calibration curve was made
with LDL obtained from human plasma. All samples and standards were run in
triplicate. The intraassay and interassay variations for this ELISA test were 8%
and 15%, respectively.

Carotid intima-media thickness assessment

Carotid IMT is associated with the risk of coronary artery disease, stroke
and myocardial infarction and predicts the progression of CVD'?. Measurement
of IMT was taken at the common distal carotid (1-2cm proximal to carotid
bifurcation), bilaterally in the bifurcation and in the internal carotid, as well as at
the origin of the right subclavian artery. During the analysis, the greatest right
and left carotid IMT values were considered, as well as the value measured at

the origin of the right subclavian artery. The right subclavian artery was easily
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evaluated since it is more superficial than the contra-lateral subclavian artery;
however, this does not denote advantages or technical limitations relative to the
carotid arteries. The measurement of the intima-media complex was performed
with a Siemens Sonoline Elegra® vascular ultrasonography equipment. A 7.5
mHz linear fransducer was used, with a frequency range of 7-9 mHz,
longitudinal section and B-mode images. Thickness measurement was
performed at the anterior or posterior artery wall, as the distance between two
echogenic lines corresponding to the lumen-intima and media-adventitia
interfaces of the artery wall.

Statistical analysis

All analyses were performed with GraphPad Prism (Version 3.02,
GraphPad Software Incorporated). Continuous variables are presented as
means z standard deviation, and categorical variables as number and
percentages. The two groups were compared using the Student t-test. Chi-
square statistics were used to assess differences between categorical
variables. Pearson's correlation analysis was used to test univariate relations.
Prediction of independent variables was obtained by stepwise, forward, multiple
regression model including potential confounders. A p value of <0.05 was
considered significant.

Results

Initially 33 subjects were screened for the study. Twenty seven of those
were found eligible and willing to participate. The baseline characteristics of
patients and controls are presented in Table 1. Subjects were predominantly
male, and mean age of the patients was 45.14 years + 8.99 vs 46.75 years +
8.40 of the controls (p=0.642). Systolic and diastolic blood pressure was similar
in both groups. Body mass index (kg/m?, was 25.60 + 5.02 for AS group and
28.34 £ 4.09 for controls (p=0.139). The abdominal circumference in patients
and controls, was respectively, 94.0 + 14.3 cm vs. 93.8 + 14.3 (p=0.976). As
expected, BASDAI was higher in AS patients than in controls ( 5,6 £ 1,2 vs 1.3
1+ 0,7; p=0.047). Prevalence of hypertension and diabetes were similar in both
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groups. Mean time of diagnosis was 12 years for the patients with AS. Only a

single patient was in use of corticosteroids. No patient was using anti-TNFs.

Biochemical parameters are presented in Table 2. Lipid profile was
similar in both groups, with no difference regarding total cholesterol, HDL
cholesterol, triglycerides and LDL cholesterol. Most inflammatory markers were
elevated patients with AS. Patients had higher levels of CRP (12.36 + 7.99 vs.
3.44; p=0.002) and total leukocyte count (9550 + 2256 vs. 6915 + 1721;
p=0.003). ESR did not differ significantly in both groups. Platelets count was
also higher in patients with AS (334.000 = 106.000 vs. 252.000 = 66.000;
p=0.028), as have been previously demonstrated in other rheumatic diseases®.
Although subjects were matched for diabetes, glucose level was higher in
control than in AS patients (9543 + 1053 vs. 109.1 + 13.33; p=0.009).
Minimally modified LDL did not differ significantly between patients with AS and
controls (14.03 £ 17.40 vs. 13.21 £ 10.21; p=0.88).

Data regarding carotid IMT is summarized in table 3. Regardless of the
location (internal, bifurcation or common carotid) and side (left or right) of the
artery where IMT was assessed, no difference was found between two groups.
As previously described, right subclavian was also evaluated and no difference

was found either.
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Discussion

Atherosclerosis is an inflammatory condition and inflammation
experienced in chronic immune diseases may confribute to accelerate
atherosclerosis in these situations?'. In this study, despite of active inflammation
as demonstrated by high CRP levels and BASDAI, patients with AS did not
show higher prevalence of sub-clinical atherosclerosis, as demonstrated by
carotid IMT. In the same way, circulating plasma levels of LDL(-), which
represents the fraction of LDL that is minimally modified, did not differ
significantly in both groups.

Our study is in accordance with a previous study that also demonstrated
lack of correlation between AS and increased IMT# In the study by Sari et al.,
young age of patients (mean age 37 years old) could have explained, at least in
part, the lack of correlation if inflammation was really assumed as an important
factor for atherosclerosis development. In the same study, a compromised
endothelial function, as demonstrated by impaired flow mediated dilation of
brachial artery, was also shown. This could be interpreted as an evidence that
maybe patients were evaluated in a very initial phase of atherosclerosis
development, since endothelial dysfunction precedes the morphological

changes in arterial wall*

. Whether age (mean 45 years old) was a limiting factor
in our study is not known. Considering patients with other rheumatological
conditions, not only IMT is already increased in fourth decade?*, but also the
length of disease (mean time of diagnosis in our population was 12 years) is a
determinant of thickening®. In a publication where IMT was also assessed in
patients with AS, only a trend towards increased thickness was seen. %
Simillary to our study, patients in control group had a slight worse metabolic
profile than patients in AS, specially glucose levels®. An interesting finding in
this study was that arterial stiffness, another marker of subclinical
atherosclerosis, was not modified by TNF-a inhibitors, suggesting that
modulation of inflammatory response has no effect on arterial wall injury®.

None of our patients were being treated with TNF-a inhibitors .

This was the first study to evaluate plasma levels of modified LDL in

patients with AS. Although elevated levels of oxidized LDL have been
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previously reported in patients with other autoimmune diseases?’, little has been
published regarding minimally modified LDL. These moieties are more prone to
be oxidized when into the subendothelial space, where most of oxidation
process occurs. Although not as pro-atherogenic as oxidized LDL, minimally
modified forms induce monocyte adhesion to endothelial cells and MCP-1

2. 29 The source of these

production, critical steps in early atherogenesis
minimally modified forms remains unclear; however, there are possible
sources™: oxidation of LDL in the arterial wall followed by egress into the
circulation, ingestion of oxidized fats and/or generation from postprandial
lipoprotein remnants or direct oxidation in blood plasma. Regardless of the
source, our findings do not support any role of inflammation in this initial
modification of LDL particle. Not only plasma levels were similar in AS and
control group, but also no correlation was found between minimally modified
LDL and CRP levels (data not shown). Whether the same concept can be
applied to oxidized LDL levels in patients with AS remains to be exploited. In
patients with SLE and RA, not only oxidized LDL, but also their autoantibodies
are associated to atherosclerosis®" %,

It's not clear why the results in patients with AS are consistently in the
opposite direction of studies with SLE and RA regarding atherosclerosis. It's
worth mentioning that corticosteroids treatment is always a confounding factor
in these studies. While commonly prescribed in patients with RA and SLE, this
not a first line treatment in AS. In our study, a single patient was in use of
prednisone. Mainly when used in high doses, corticosteroids have an important
detrimental effect on several cardiovascular risk factors. These effects can be in
part responsible for the accelerated atherosclerosis seen in patients with SLE
and RA** *_ Further studies including higher number of patients with AS taking

steroids could clarify this issue.

Two potential limitations of our study are the small number of patients
included and the fact that patients with more physical impairment, although
invited during screening phase, did not participate. Refusal was always justified
by difficulties in transportation. This is a frequent bias, reported also in studies
with RA and SLE. Once patients with worst clinical conditions were not
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included, we may have lost those with more complications, including

atherosclerosis due to their inflammatory condition.

In conclusion, despite active inflammation and higher disease activity,
there were no differences regarding plasma levels of minimally modified LDL
and carotid IMT assessed by ultrassonography between patients with AS and
controls. These findings are in accordance with previous studies in AS but in the
opposite direction of studies with other inflammatory diseases, namely SLE and
RA. Further studies are necessary to explore the role of inflammation per se as

an accelerating factor of atherosclerosis in patients with spondyloarthritis.
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Table 1. Clinical characteristics

Characteristics AS Control group

Age (years) 4514+8,99 46,75+8,40 0,642
Male(%) 78,57 76,92

Body mass index (kg.m'2) 25,60+5,02 28,34+4,09 0,139
Abdominal circumference (cm) 94+14,34 93,83+£14,31 0,976
DM (%) 7,14 7,70

Hyperlipidemia (%) 21,43 30,77

Diastolic blood pressure (mmHg) 78,93x12,12 76,6716,51 0,552
Hypertension (%) 21,43 30,77

BASDAI 56+12 1,307 0.0712
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Table 2. Biochemical parameters

Biochemical measurement AS Control group P

Cholesterol (mg/dl) 185,40+£34,88 221,60+59 46 0,080
HDL (mg/dl) 46,79+10,64 44 2511111 0,559
Tryglicerides (mg/dl) 131,20£66,53 196,40+£105,20 0,080
LDL (mg/dl) 112,10£29,10 140,70+47,80 0,099
OxLDL 14,03£17,40 13,21£10,21 0,880
Glucose (mg/dl) 95,43+10,53 108,10£13,33 0,009
Leukocytes 9550+£2256 6815+£1721 0,003
Platelets (x10%) 334+106 252166 0,028
ESR (mm) 21,64£15,01 15,64+12,42 0,285
CRP (mg/l) 12,36+7,99 3,45+4,81 0,002




Table 3. Doppler ultrasonography assessment of intima-media thickness (IMT) of left (L)

and right (R) carotid and right subclavian

Characteristics AS Control group P

Left common carotid (mm) 0,58+0,13 0,69+0,53 0,461
Left bifurcation (mm) 0,86+0,42 0,85+0,35 0,982
Left internal carotid (mm) 0,74+0,54 0,67+0,15 0,623
Right common carotid (mm) 0,55+0,16 0,55+0,12 0,944
Right bifurcation (mm) 0,82+0,37 0,80+0,42 0,889
Right internal carotid (mm) 0,79+0,53 0,70£0,45 0,652
Right subclavian (mm) 1,16x0,62 0,95+0,30 0,287
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A alta prevaléncia de mortalidade cardiovascular em portadores de EA tem
conduzido muitos pesquisadores a investigar possiveis fatores de risco associados a
maior atividade de doenca e que a0 mesmo tempo também possam estar envolvidos
com maior incidencia de doenca cardiovascular.

O risco cardiovascular em doengas auto-imunes é sabidamente multifatorial,
e entre os mecanismos envolvidos, a aterogénese acelerada causada pela resposta
inflamatéria sistémica parece ser um dos mais importantes. Apesar deste
mecanismo ter sido bem demonstrado em portadores de artrite reumatoide (AR) e de
lGpus eritematoso sistémico (LES), em portadores de Espondilite Anquilosante(EA)
h& resultados controversos obtidos em estudos clinicos, o que impossibilita uma
conclusdo definitiva até o presente momento, dos reais mecanismos envolvidos
neste grupo

O presente conjunto de artigos € uma producdo da linha de pesquisa de
Disfuncdo Endotelial e Aterosclerose e sua atividade de doenca na Espondilite
Anquilosante iniciada em 2006 na PUCPR por um grupo de pesquisadores com a
lideranca do aluno de doutoramento Dr Valderilio Feij6 Azevedo sob a orientacdo do
Dr Roberto Pecoits-Filho , coordenador do programa de Pés-Graduacédo da PUCPR.

Trés publica¢des foram o resultado parcial, sendo uma delas anexas e dois
estudos originais componentes do corpo desta tese.

Os estudos intitulados “IL-8 EM ASSOCIACAO COM ATIVIDADE DE
DOENCA EM PACIENTES COM ESPONDILITE ANQUILOSANTE SEM
TRATAMENTO COM AGENTES ANTI-TNF” e “AVALIACAO DA
ATEROSCLEROSE SUBCLINICA E NIVEIS PLASMATICOS DE LDL
MINIMAMENTE  MODIFICADA EM PACIENTES COM ESPONDILITE
ANQUILOSANTE E SUA CORRELACAO COM BASDAI” sdo os principais dos
estudos realizados.

Em ambos os estudos a proposicéo foi a de correlacionar conhecidos fatores
gue levam a disfuncdo cardiovascular com niveis de atividade de doenca avaliada

por parametros internacionais estabelecidos para portadores de Espondilite
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Anquilosante. A morbimortalidade da EA estd diretamente correlacionada &
mortalidade cardiovascular e muitos pacientes sem alteracbes cardiovasculares
clinicas ja podem apresentar disfuncao cardiaca.

Consideramos que nossos resultados, particularmente aquele obtido no
estudo de IL8- correlacionada a maior atividade de doenca e sabidamente também
biomarcador de disfuncdo do endotélio - é promissor no sentido de se fomentar a
ampliacdo de estudos clinicos nos quais marcadores inflamatérios e ao mesmo
tempo também de desenvolvimento de disfun¢cdo endotelial e de aterosclerose
possam ser avaliados e seus niveis correlacionados a altos indices de atividade de
doenca em portadores de Espondilite Anquilosante.

Acreditamos que ha possibilidade de se produzir evidencias mais robustas
de que a inibicdo precoce de IL8 ou mesmo a introducdo de tratamentos com
agentes anticitocinas diferentes dos anti-TNFs empregados até o momento, possam
além de proporcionar melhor de parametros clinicos axiais também aumentar a

sobrevida cardiovascular de espondiliticos.
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Abstract Ankylosing spondylitie (AS) & a sysgemic
inflammainry rheumatic disease charasterized primarily by
axial joint involvement, sacrodiite and various extrs-
anticular manifestations. High cardiovascular monality in
AS has led many researchers to investigate possible risk
factors inwvolved with candiovascular disease in these
patients. This review summarizes published data concem-
ing endothelial dysfunction and athemsclemsis in patients
with AS. The swthor discusses cument lmitations and
problems relaied o a beter assessment of these two pos-

sible changes in AS.
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Ankylosing spondylitis (AS) & a systemic inflammainry
rheumatic disease dharacterized primarly by axial joint
involvement, sacdliitiz and various extra-articulsr mani-
festations. |t & well recognized for cansing impained
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phoysical function and work disability in young men. Fur-
themaore, AS is associsted with increased cardiovasoular
maorbidity and montality when compared with the general
population [1]. This increased burden seems i be pre-
dominantly lnked i cardiovascular disesse (CVD) as
indicated by the published population studies based mainly
in Canada, Unied Kingdom and Finland [2-5]). Cardio-
vascular risk in awinimmune diseases is cleardy multfac-
torial, but among the mechanisms involved, acceleraied
atherogenesis cansed by fe sysemic  inflammatory
mesponse seems o be one of the most important, This
observation has been demonstrated in teumathoid artritis
(RA) and Sygemic Lupus Erythematosus SLE [6-8]). This
meview summanzes published data concerning endaothelial
dysfunction and atherosclerosis in AS. The aim of this
review is to discuss other atherogenic risk factors present in
patients with AS and the cument limittions to a heter
asnesament of early atherosclerosiz and  endothelial
activation.

AS amd atherosderosis

The pathogensis of atheroclemsis & closely melaed to
inflammaton, suoimmunity, chronic diseases, and dysli-
pidemia The role of lipoproteins and inflammatory cells in
atherosclerosis iz well defined [9], while fe contribution of
sutoimmune evens ame progressively gaining srength
since some stodies showed the presence of antibodies
against various antigens expressed in aterosclertic pla-
que [10, 11]. As an inflammatory disease, atherosclensis
heas been linked to systemic inflammation markers such as
C reactive protein {CRFP), fibrinogen and necently to bio-
markers such as cykines, chemokines, adhesion mole-
cules and proteases [12, 13]
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It is reasonable to accept that there is no grade A evi-
dence linking atherosclerosis to AS, since most studies are
cross sectional and involve small patient samples and
controls. Han et al. [14] proposed that the risk of athero-
sclerosis increased 1.5 times in a cohort of patients with AS
when compared to matching controls; however, prospec-
tive studies with long-term follow-up are clearly needed to
fully quantify the increased risk of atherosclerosis in this
patient group.

It is well known that disturbances in lipid profile can
predispose patients to atherosclerosis. A high level of high
density lipoprotein cholesterol (HDLc) generally has a
protective effect, particularly normal HDLc [15]. There is a
growing line of research indicating that pro-inflammatory
HDLc exerts a non-protective effect [ 16]. Increasing serum
levels of triglycerides and low density lipoproteins cho-
lesterol (LDLc) have been related to plaque formation, and
an atherogenic index represented by the ratio of total
cholesterol to HDLc was proposed in order to improve
prognoses for cardiovascular disease [15, 17]. Small stud-
ies evaluating lipoproteins in AS subjects have reported
lower total cholesterol [18] and lower HDLc [19], but these
earlier reports from nearly two decades ago did not address
potential confounders nor exam interactions with systemic
inflammation. Sattar et al. [20] analyzing cardiovascular
risk parameters in men with ankylosing spondylitis noted
that circulating cholesterol and LDLc concentrations were
lower and inversely correlated with IL-6 or CRP concen-
trations. The atherogenic index was also slightly elevated
in this same study. A reduction in HDLc was more fre-
quently found in AS subjects than in controls [20-22]. One
study showed that metabolic syndrome (MetS) was more
prevalent in AS than in controls; however, the authors did
not investigate the relationship between inflammation and
MetS [21]. Nurmohamed et al. reported higher disease
activity in patients with AS curiously associated with lower
lipid levels [22]. In this same study, the authors observed a
more atherogenic lipid profile related to HDL¢ concentra-
tion, decreasing twice as much as total cholesterol. How-
ever, it is still unclear whether or not a specific atherogenic
lipid profile is present in AS [21-24].

There is considerable evidence that inflammation can
deteriorate lipid profile [25, 26]. Particularly in patients
with RA, the inflammatory process that occurs on the
synovial membrane presents similarities to the process that
occurs on the vascular wall [9, 27]. Although atheroscle-
rosis is a very complex phenomenon, its key initiating
process appears to be the sub-endothelial retention of
apolipoprotein  B—containing lipoproteins [27]. Interest-
ingly, Marcora et al. reported preliminary evidence of
cachexia in nineteen male patients with long-standing AS
[28]. Further research is necessary to determine whether or
not these changes in metabolic status as well as promotion
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of accelerated loss of skeletal muscle and modifications in
BMI could indeed change the lipid profile and thus induce
atherosclerosis. In the chronic inflammatory response seen
in patients with RA with cachexia, CRP and IL-6 were
correlated negatively with lean body mass [29]. Some
prospective studies have suggested that even modest ele-
vations in IL-6 concentrations predict CHD independently
of traditional risk factors [30, 31]. In particular, IL-6 was
linked to dyslipidemia and endothelial dysfunction even in
non-inflammatory subjects [32].

Vascular integrity and endothelial activation in AS

Endothelial dysfunction should more appropriately be
considered as endothelial activation and represents a switch
from a quiescent phenotype toward one involving the host
defense response [33, 34]. It is characterized by an
imbalance between vasodilating and vasoconstricting fac-
tors generating activation of the apoptotic processes, vas-
cular remodeling and increased activity of vasoconstricting
factors, and pro-inflammatory and prothrombotic mediators
[33, 35, 37]. This dysfunction plays an important role in all
stages of atherosclerosis [36] and appears to independently
predict CHD events [37]. The study of endothelial function
in clinical research has emerged as an important end point
that complements measurement of circulating risk factors,
traditional cardiovascular clinical outcomes and imaging
techniques for structural arterial diseases burden, including
carotid intima-media thickness and intravascular ultra-
sound [34].

The present data indicate that vasa vasorum neovascu-
larization and atherosclerosis appear to be inseparably
linked, triggered and perpetuated by inflammatory reac-
tions within the vascular wall [38]. Vascular endothelial
growth factor (VEGF) is an endogenous regulator of
endothelial integrity and a potent angiogenic factor. It
plays a pivotal role in human RA and in animal models of
arthritis [39] and also plays a role in bone formation
[40]although a recent study conducted in patients with
spondylarthrites showed that spur formation and growth
affected by endochondral, intramembranous and chond-
roidal ossification, and also typical features of endochon-
dral ossification such as cell hypertrophy and florid
vascular invasion of a cellular calcified cartilage were not
conspicuous [41]. In a small study, plasma levels of VEGF
were elevated in patients with AS compared with controls
and although VEGF levels were significantly correlated
with BASMI score, the authors did not completely assess
disease activity [42]. Toussirot et al. reported that VEGF
levels were significantly higher in patients with spondyl-
arthrites (SpA) and RA than in controls. Serum levels of
VEGF were strongly correlated and involve in clinical and
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laboratory indices of disease activity in SpA [43]. More
than a decade ago, Weiss et al. proposed that high activity
of endothelial cell stimulating angiogenesis factor (ESAF)
found in AS could reflect the angiogenic process involved
in new bone formation. It is not known whether or not
ESAF plays a role in atherosclerosis process; however, the
authors proposed it as a new biological marker for disease
activity in patients with ankylosing spondylitis [44, 45].

Biomarkers and endothelial activation

Recent studies with small numbers of patients have
revealed disorders of the endothelium vasoregulating
function associated with disease activity related to an
increase in the number of circulating endothelial cells in
patients with high activity; however, exclusion criteria and
evaluating methods were not the same in all studies [46,
47]. Increased levels of circulating endothelial cells in
patients with atherosclerotic disease and vascular inflam-
mation suggest a direct relationship between the number of
these cells in the peripheral circulation and the extent of
endothelial injury [34]. These cells can be measured in the
circulation by both flow cytometry and a combination of
magnetic bead selection and fluorescent microscopy [48].

Endothelial cell activation leads to increased expression
of inflammatory cytokines and adhesion molecules that
triggers leukocyte adhesion and migration into the sub-
endothelial space. Many of these circulating markers
were evaluated in patients with AS (such as MCP-1, IL 6,
V-CAM, I-CAM, TNFz). As a result of biological and assay
availability and variability, some of these factors presented
conflicting results and currently are limited to clinical
research. Circulating TNFx is an important cytokine
involved in the pathogenesis of AS and its levels are
increased in patients with AS [49, 50]. TNFx also blocks
the activation of endothelial nitric oxide synthase (eNOS),
by interfering with Akt phosphorylation, which is essential
for flow-dependent and Acetylcholine (Ach)-dependent
vasodilatation [51]. Two studies suggested that TNFx and
IL-6 may contribute to the development of atherosclerosis
in AS [20, 52]; however, one study indicated that TNFx
levels in patients with AS were not different from that of
controls although IL-6 levels were higher in patients with
AS [53]. In addition, the authors did not find a correlation
between MCP-1, IL-6 or TNFx levels and clinical features
or arterial stiffness parameters.

Caliskan et al. reported that high circulating levels of
CRP and TNFa were positively correlated with coronary
flow reserve (CFR) [52]; however, it is known that circu-
lating levels of CRP and TNFux are associated with skin
microvascular dysfunction even in normal subjects
[54, 55].

Methods of clinical assessment/images techniques

As IMT of common carotid artery measured by high-
resolution ultrasonography has been considered a useful
index for identifying early stages of atherosclerosis [56],
some studies in AS have used this index in order to detect
sub-clinical atherosclerosis [21, 53, 57, 58]. These studies,
although well designed, showed results with discrepancies
and lack statistical power. Sari et al. evaluated 54 patients
with AS and 31 controls [58]. Flow-mediated dilatation and
endothelium-independent dilatation of the brachial artery
and intima-media thickness of the common carotid artery
were measured by ultrasonography. They did not detect
cormrelations between flow-mediated dilatation (FMD) and
age, sex, serum lipids, CRP, ESR, smoking habits and
disease activity scores but did report that intima-media
thickness (IMT) of the common carotid artery was posi-
tively correlated with age and BASMI score. They also did
not observe a significant difference in the prevalence of
IMT between the two groups. Although the effect of
smoking on endothelial function was not the focus of their
study, there was a high prevalence of smokers among
patients and controls. As smoking is strongly correlated
with endothelial dysfunction, the authors presented a sub-
group analysis comparing the two groups (smokers vs. non-
smokers) between the patients with AS regardless of their
disease status and reported only a slightly reduced FMD in
smokers [59]. Mathieu et al. demonstrated a trend toward
increased carotid IMT and arterial stiffness, markers of
sub-clinical atherosclerosis, but without significance [58].
Interestingly, the control group had a worse cardiovascular
profile with higher TC, higher glycemia and systolic blood
pressure and only the waist hip ratio (WHR) was higher in
the patient group. Curiously, some specific population
characteristics seen in patients’ groups and controls of Sari
et al. [57] (high prevalence of smokers in Turkey) and
Mathieu et al. [58] (high level of cardiovascular risk in
their region of France) influenced their results.

Caliskan et al. demonstrated reduced coronary flow
reserve (CFR) in patients with AS [52]. Reduced CFR
reflects coronary microvascular dysfunction and is associ-
ated with left ventricular diastolic dysfunction [60, 61].

Arterial wall elastic properties such as distensibility
coefficient (DC), stiffness index (beta) and incremental
elastic modulus (E;,.) of the carotid of patients with AS
were estimated in a study and there were no significant
differences compared to controls [53]. Recently, Nur-
mohamed et al. studying microvascular function in a small
group of patients measured by endothelium-dependent
vasodilation and skin capillary recruitment showed vascu-
lar dysfunction in the microcirculatory level [62]. These
patients were scheduled for etanercept treatment according
to the ASAS guidelines for anti-TNFao treatment [63] and
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they reported improvement in clinical and laboratorial
parameters as well as improvement in microvascular
function after TNFx blocking therapy.

Conclusion

Despite high cardiovascular mortality in patients with
AS, it i1s extremely important to recognize early athero-
sclerosis and also to recognize if AS alone is an isolated
risk factor to atherosclerosis. Few studies have investi-
gated the prevalence of conventional risk factors in AS,
and the patient profile of those who are prone to ath-
erosclerosis is not yet clear. Undoubtedly, studies
involving tests of endothelial function together with
structural measures are pivotal to evaluate the mecha-
nisms, triggering and progression of early arterial disease
in autoimmune disorders such as RA, LES and AS.
Some clinical results have revealed that intima-media
thickness measured by high-resolution ultrasonography
appears to be limited as a marker of early atherosclero-
sis, particularly in young individuals with AS. With
respect to biomarkers, the results of the published studies
have in general shown only mere associations. It is
reasonable to assume that the true value of biomarkers
will depend on further information regarding the quan-
titative relationship between endothelial dysfunction
measures in patients with AS and cardiovascular out-
comes. Clearly, the study sample size, particularly those
related to vascular dysfunction in an AS population, is
also a himiting factor to a better understanding by sci-
entific community of the possibility of endothelial acti-
vation by the disease itself.

It is known that patients with early AS will not perform
well according to the modified New York criteria. This
refers to the pivotal diagnostic criteria used to select
patients with AS for clinical studies; however, there is a
lack of suitable criteria for early diagnosis [64]. Conse-
quently, utilizing modified New York criteria to detect
early atherosclerosis or vascular dysfunction in patients
with AS would not be useful. Furthermore, the dependence
on radiographic changes implies that many patients will
still experience long delays before the diagnosis is made. A
protocol in the early pre-clinical phase of endothelial
dysfunction in AS or other spondylarthrites would indeed
result in better management and a greater benefit for the
patient.

Finally, further studies with larger patient samples are
urgently needed to clarify many questions concerning
endothelial activation and atherosclerosis related to AS.

Conflict of interest statement None.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto de pesquisa:
AVALIACAO DA LDL OXIDADA EM PACIENTES COM ESPONDILITE
ANQUILOSANTE

Instituic&o:

Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pesquisador Principal:

Dra. Fernanda Teles Ceccon — CRM 18388

Médica Cardiologista

Aluna do curso de Mestrado em Ciéncias da Saude da Pontificia Universidade
Catodlica do Parana (PUCPR)

Orientador:

Prof. Dr.José Rocha Faria Neto.

Doutor em Cardiologia pela Faculdade de Medicina da USP

P6s-Doutor em Aterosclerose pelo Cedars Sinai Medical Center (UCLA)
Professor Adjunto de Cardiologia da PUCPR

Este documento € um termo de consentimento livre e esclarecido. Ele informa
a vocé os objetivos, duracao, procedimentos, riscos e beneficios sobre o estudo de
pesquisa clinica no qual vocé esta sendo convidado a participar. Vocé precisa ler,
entender e assinar este termo de consentimento livre e esclarecido se concordar em
participar deste estudo.

Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa por ser portador de
Espondilite Anquilosante, uma doenca reumatolégica que afeta principalmente suas
articulagbes da coluna. Diversos estudos tém demonstrado que portadores de
algumas doencas reumatolégicas sdo mais susceptiveis a desenvolver

aterosclerose, a doenga que causa o “entupimento” das artérias do coragdo por
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placas de gordura. Uma das hip6teses para que isto ocorra € que a prépria
inflamacdo da doenca poderia tornar a molécula de colesterol ruim (LDL-colesterol)
mais agressiva, facilitando o seu acumulo nas artérias. Isto ocorreria por uma
modificacdo na estrutura da molécula do colesterol ruim, em um processo conhecido
como oxidagdo. NOs ndo sabemos se isto ocorre nos portadores de Espondilite
Anquilosante.

Neste estudo, avaliaremos os seus niveis de LDL oxidada em amostra de
sangue, e para avaliar se ha algum grau de comprometimento de suas artérias,
realizaremos um estudo das artérias carétidas (no pescoco) por ultra-sonografia, um
método néo invasivo e indolor, que consiste em passar um gel na pele possibilitando
gue os vasos aonde o sangue circula aparecam em uma tela. Seréo feitos também
exames de sangue para avaliacédo de perfil lipidico (“gordura do sangue”), glicemia
(“agucar do sangue”), provas de atividade inflamatdria (para medir o “grau de
inflamagao”) entre outros. Os riscos refentes aos procedimentos do estudo séao
minimos.Como realizaremos a dosagem em amostra de sangue, existe a
possibilidade de formacéo de hematomas no local da puncéo venosa e desconforto.
Serdo feitos todos os esforcos para que tudo seja realizado com o menor
desconforto possivel. Equipamento necessario e pessoal treinado estardo a
disposicéo.

E uma decisdo sua participar deste estudo. Vocé pode decidir parar a
gualguer momento, sem ocorréncia de danos ou perda de beneficios aos quais vocé
tenha direito. A participacdo neste estudo sera sem custos para vocé. Caso vocé
decida nao participar deste estudo, continuara a receber o atendimento padrdo que
gualquer paciente na sua condicdo receberia. Sua decisdo de nao participar ou
retirar-se do estudo ndo envolvera nenhuma penalidade ou perda dos beneficios aos

guais vocé tem direito, e ndo afetardo seu acesso ao atendimento médico.

Vocé tem direito de fazer perguntas relacionadas a este estudo a qualquer
momento. Quaisquer duvidas decorrentes da metodologia, questionario, realizacao
do exame, entrar em contato com a Dra. Fernanda Ceccon, pelo telefone (41) 9975-
3100. Os registros do estudo que o identificam serdo mantidos confidenciais
conforme exigido por lei. Vocé deve estar ciente e concordar que, conservando o
anonimato de cada individuo, os resultados dos exames poderdo ser publicados

e/ou apresentados em revistas, palestras e congressos.
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Compreendo a finalidade deste estudo. Foi permitido que eu fizesse perguntas
e minhas perguntas foram respondidas satisfatoriamente. Fui informado sobre quem
contatar se tiver perguntas adicionais. Li este consentimento e concordo em estar
neste estudo, com o entendimento que posso me retirar a qualquer momento. Fui

informado de que receberei uma cépia assinada deste formulario de consentimento.

Data:

Assinatura do participante e RG:

Nome do profissional obtendo o consentimento em letra de forma:

Assinatura do profissional obtendo o consentimento:
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa de disfuncéo endotelial em pacientes com Espondilite Anquilosante.

Investigador: Valderilio Feijo Azevedo

Local da Pesquisa: Ambulatério de Reumatologia (SAM 6) no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Paran&a

Rua Lamenha Lins 1110 ap. 11A
Reobucas- Curitiba- PR CEP 80250-020 cel: 041- 99853427

PROPOSITO DA INFORMACAO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada por um profissional de
saude agora denominado pesquisador. Para poder participar, € necessario que vocé leia este documento com
atencgdo. Ele pode conter palavras que vocé ndo entende. Por favor, peca aos responsaveis pelo estudo para
explicar qualquer palavra ou procedimento que vocé ndo entenda claramente.

O proposito deste documento é dar a vocé as informagdes sobre a pesquisa e, se assinado, dard a sua
permissao para participar no estudo. O documento descreve o objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais
riscos ou desconfortos caso queira participar. Vocé s6 deve participar do estudo se vocé quiser. Vocé pode se
recusar a participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento.

INTRODUCAQ

A patogénese da Aterosclerose esta intimamente correlacionada com inflamagéo, autoimunidade,
doencas crbnicas e dislipidemia. Sugere-se que alteracdes ateroscleroticas estdo envolvidas no aumento de
mortalidade por doenga cardiovascular em pacientes com EA, estando presente também um perfil lipidico
aterogénico e distdrbios na funcdo dos linfécitos T-Helper, acarretando disfuncdo endotelial e funcéo
microvascular coronariana defeituosas. Porém até o momento as evidéncias que explicam de maneira concreta a
relacdo de aterosclerose e EA ainda sédo fracas. Mesmo que perfil de pacientes portadores espondilite
anquilosante que estdo mais sujeitos a aterosclerose ainda néo esté esclarecido O diagndstico é baseado em
avaliacdes clinicas, de imagem e na andlise de fatores pro-inflamatdérios como as citocinas e moléculas de
adesao que estdo sabidamente relacionados ao dano endotelial.

PROPOSITO DO ESTUDO

Pesquisar disfuncéo endotelial e alteragBes vasculares em portadores de Espondilite Anquilosante para
melhor acompanhamento e tratamento dos pacientes.

SELECAQ

Participardo do estudo pacientes em acompanhamento no ambulatério de Reumatologia do Hospital de Clinicas
com o diagnoéstico confirmado de Espondilite Anquilosante. Serdo incluidos no estudo mesmos aqueles
pacientes que apresentarem outras doencas crénicas cardiovasculares.

PROCEDIMENTOS

A pesquisa sera realizada através da coleta de 5ml sanguineos , esse material serd examinado para a
pesquisa de moleculas de adesdo e fatores pré-einflamatérios sabidamente correlacionados a disfungao
endotelial. O procedimento é rapido e simples e praticamente livre de complicagfes.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA:

Sua decisdo em participar deste estudo é voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar no estudo. Uma vez que
vocé decidiu participar do estudo, vocé pode retirar seu consentimento e participacdo a qualquer momento. Se
vocé decidir ndo continuar no estudo e retirar sua participagcdo, vocé ndo sera punido ou perdera qualquer
beneficio ao qual vocé tem direito.
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CUSTOS
N&o havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no estudo.

PAGAMENTO PELA PARTICIPACAO
Sua participacao é voluntaria, portanto vocé néo serd pago por sua participa¢do neste estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E ACESSO AOS REGISTROS:

O Investigador responsavel pelo estudo e equipe ira coletar informag8es sobre vocé. Em todos esses registros
um cdbdigo substituird seu nome. Todos os dados coletados serdo mantidos de forma confidencial. Os dados
coletados ser&o usados para a avaliagéo do estudo, membros das Autoridades de Sadde ou do Comité de Etica,
podem revisar os dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em publicagdes cientificas sobre o
assunto pesquisado. Porém, sua identidade néo ser4 revelada em qualquer circunstancia.

Vocé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questdo mais adiante com seu médico do
estudo.

CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiver (em) alguma divida com relagdo ao estudo, direitos do paciente, ou no caso de
danos relacionados ao estudo, vocé deve contatar o Investigador do estudo ou sua equipe VALDERILIO FEIJO
AZEVEDO/ 99853427 . Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé pode
contatar Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana, pelo telefone: 3360-1896. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento
cientificos e ndo cientificos que realizam a revisdo ética inicial e continuada do estudo de pesquisa para manté-lo
seguro e proteger seus direitos.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste documento.
Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar, € que eu posso interromper minha participacéo a qualquer
momento sem dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para o
propdsito acima descrito

Eu entendi a informacdo apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para fazer
perguntas e todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma copia assinada e datada deste Documento de Consentimento Informado.

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DATA

NOME DO RESPONSAVEL ASSINATURA DATA
(Se menor ou incapacitado)

NOME DO INVESTIGADOR DATA
(Pessoa que aplicou o TCLE) ASSINATURA
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E.AVALIACAO DO PACIENTE COM ESPONDILITE ANQUILOSANTE

Critérios do ESSG (Grupo Europeu de Estudo das Espondiloartropatias)

Grupo A

1. Dor vertebral inflamatéria. (*)
2. Sinovite assimétrica (atual ou anterior). (**)
3. Sinovite predominante em membros inferiores. (**)

Grupo B

1. Familiares de 1° ou 2° grau com espondilite anquilosante, psoriase, uveite anterior, artrite
reativa ou doenca inflamatoria intestinal.

2. Psoriase atual ou anterior, diagnosticada por médico.

3. Doenca de Crohn ou colite ulcerativa atual ou anterior, diagnosticada por médico e
confirmada por exame de imagem ou endoscopia.

4. Uretrite ndo gonocdcica ou cervicite no més anterior a artrite.

5. Diarréia aguda no més anterior a artrite.

6. Dor alternante em nadega (atual ou anterior).

7. Entesopatia (dor espontanea - atual ou anterior- ou a palpacéo em insercéo do tendao de
Aquiles ou fascia plantar).

8. Sacroiliite: bilateral grau 2-4 ou unilateral grau 3-4 segundo convencao 0 = normal, 1 =
possivel, 2 = minima, 3 = moderada, 4 = anquilose.

(*) Dor vertebral inflamatéria: hist6ria ou presenca de dor em regido lombar, dorsal ou cervical, com pelo
menos 4 das seguintes caracteristicas:

(a) idade de inicio da dor antes dos 45 anos de idade.

(b) inicio insidioso.

(c) melhora com exercicio.

(d) rigidez matinal.

(e) duragdo minima de 3 meses.

(**) Dactilite pode ser considerada artrite, e monoartrite pode ser considerada artrite assimétrica
(segundo comunicacdo pessoal de Dougados — 30/01/04).

O paciente cumpre os critérios se apresenta: 1 ou mais critérios do grupo A E 1 ou mais critérios do grupo
B.

[Dougados M, van der Linden S, Juhlin R, Amor B, Calin A, Cats A, Dijkmans B, Olivieri I, Pasero G,
Veys E, Zeidler H. The European Spondyloarthropathy Study Group Preliminary Criteria for the
Classification of Spondyloarthropathy. Arthritis Rheum 1991; 34 (10): 1218-27].
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Mobilidade da coluna vertebral

Distancia occipicio-parede

Calcanhares e, se possivel, escapulas contra a parede. Medir a distancia em cm (com margem
de erro de + 0,1 cm) desde a regido occipital até a parede durante 0 maximo esfor¢o para tocar
a cabeca na parede sem mover o queixo além de sua posi¢do normal.

Teste de Schober modificado

Este teste é realizado assinalando um ponto sobre a apdfise espinhosa de L5 (a primeira
apofise que se encontra abaixo da linha projetada ao nivel da parte superior da crista iliaca,
embora 0 ponto exato ndo seja indispensavel). Marca-se um segundo ponto 10 cm acima do
primeiro com o paciente ereto em posicdo neutra. O paciente deve flexionar o tronco o
méaximo possivel sem flexionar os joelhos e mede-se 0 quanto aumentou. Normalmente é
maior do que 5 cm.

Flexéo lateral da coluna

O paciente estara de pé tdo proximo da parede quanto possivel ao nivel dos ombros. Mede-se
em cm a distancia entre o 3° dedo e o solo. Pede-se ao paciente que incline lateralmente o
tronco mantendo os ombros no mesmo plano e sem flexionar os joelhos nem erguer os
calcanhares. Faz-se nova medicdo e calcula-se a diferenga entre ambas. Repetem-se os
movimentos laterais uma vez e o resultado é a média das duas medidas (margem de erro + 0,1
cm).

Expansibilidade toracica

Diferenca em cm entre expiracdo maxima e inspiracdo maxima, medida ao nivel do quarto
espaco intercostal em homens e imediatamente abaixo dos seios nas mulheres (margem de
erro + 0,1 cm). Duas medidas, valendo o melhor desempenho.

Rotacéo cervical

Medido com gonidmetro. Coloca-se o gonidémetro centralmente sobre a cabega estando o
paciente em posicdo supina. Pede-se ao paciente que gire a cabeca 0 maximo possivel para a
direita e para a esquerda. A média de ambos é o resultado final em graus.



102

Contagem articular: niumero de articulagdes inflamadas (marcar x)

e dolorosas (marcar +)
Articulacdes incluidas:

esternoclaviculares

acromioclaviculares

temporomandibulares

ombros, cotovelos, punhos

coxofemorais, joelhos, tornozelos

10 metacarpofalangeanas

10 interfalangeanas proximais das maos - 8 interfalangeanas distais das maos
10 metatarsofalangeanas - 10 interfalangeanas proximais dos pés

8 interfalangeanas distais dos pés
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indice MASES (Maastricht Ankylosing Spondylitis Enthesitis Score)

Locais marcados no manequin:

12 condrocostal direita/esquerda

72 condrocostal direita/esquerda

crista iliaca direita/esquerda

espinha iliaca antero-superior direita/esquerda

processo espinhoso L5

espinha iliaca postero-superior direita/esquerda
insercdo do tenddo de Aquiles direita/esquerda

NookrwnpE

[Heuft-Dorenbosch L, Spoorenberg A, van Tubergen A,

Landewe R, van der Tempel H, Mielants H,

Dougados M, van der Heijde D. Assessment of enthesitis in ankylosing spondylitis. Ann Rheum Dis

2003; 62(2): 127-32]



Avaliacao radiolégica da coluna vertebral e coxofemurais: BASRI
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Articulagdes sacroiliacas (Critérios de New York)

Pontos Grau Descricdo
0 0- Normal Sem alteraces
1 I- Possivel Sem anormalidades especificas
2 Il- Leve Indefini¢éo dos limites da articulagdo e minima esclerose ou erosfes
3 I11- Moderada Esclerose definida, erosdes e inicio de pontes dsseas ou sinostoses
4 IV- Grave Fuséo articular ou anquilose

AP e lateral da coluna lombar e lateral da coluna cervical

Pontos Grau Descricdo
0 0- Normal Sem alteracBes
1 I- Possivel Sem anormalidades especificas
2 Il- Leve Qualquer nimero de erosdes, quadraturas, escleroses com ou sem
sindesmofitos em < 2 vértebras
3 I11- Moderada Sindesmofitos em > 3 vértebras com ou sem fusdo
comprometendo 2 vértebras
4 IV- Grave Fusdo comprometendo > 3 vértebras
Coxofemorais
Pontos Grau Descricdo
0 0- Normal Sem alteracBes
1 I- Possivel Diminuicéo focal do espago articular
2 Il- Leve Diminuicéo global do espago articular > 2 mm
3 I11- Moderada Diminuicdo do espaco articular < 2 mm ou aposicdo de 0sso com
0sso com<1cm
4 IV- Grave Deformidade do 0sso ou aposi¢do 0sso com 0ss0 > 1cm

Aumentar os graus | e 11 em 1 ponto se 2 ou 3 das seguintes alteragBes nos 0ssos estdo presentes:
erosdes, ostedfitos ou protrusao.
BASRI - coluna = BASRI (sacroiliacas) + BASRI (AP e lateral da coluna lombar) + BASRI (lateral da

coluna cervical). Maximo = 12.

BASRI - total = BASRI —coluna + BASRI (coxofemurais). Maximo= 16.
The Bath Ankylosing Spondylitis Radiology Index (BASRI). Arthritis Rheum 1998; 41(12): 2263-70.
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Avaliacao da atividade da doenca

BASDAI ( Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index)
E um indice combinado que avalia em uma escala de 0 a 10:

A- Fadiga

B- Dor axial

C- Comprometimento articular periférico
D- Entesopatia

E- Rigidez matinal

F- Duragdo da rigidez matinal

BASDAI - 0 = sem atividade, 10 = atividade méxima

[Calin A, Nakache JP, Gueguen M, Zeidler H, Mielants H, Dougados M. Defining disease activity in
ankylosing spondylitis: is a combination of variables (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Index) an appropriate instrument? J Rheumatol 1999; 38(9): 878-82].

Avaliacdo da capacidade fisica
BASFI ( Bath Ankylosing Spondylitis Function Index)

E a media de 10 questdes (em escala de 0 a 10) das quais 8 estdo relacionadas com a
capacidade fisica do paciente e 2 se referem a capacidade de realizar atividades na vida
cotidiana.

[Calin A, Garrett S, Whitelock H, et al. A new approach to defining functional ability in ankylosing
spondylitis: the development of the Bath Ankylosing Spondylitis Function Index. J Rheumatol 1994;
21: 2281-5]

Avaliacéo da dor

Dor vertebral noturna
Dor na coluna experimentada pelo paciente a noite durante a Gltima semana.
0 = sem dor; 10 = dor muito intensa.

Dor vertebral total

Dor na coluna experimentada pelo paciente ( dia e noite ) durante a Ultima semana.
0 =sem dor; 10 = dor muito intensa.

O BASDAI contém 3 itens que avaliam a dor: item B mede o grau global de dor cervical,
dorsal e lombar; o item C refere-se ao grau global de dor/edema em outras articulagfes e o
item D esta relacionado com o grau de desconforto que o paciente sente nas zonas
dolorosas a palpacéo.
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Avaliacao da qualidade de vida

ASQoL
Instrumento especifico para avaliar a qualidade de vida em pacientes com espondilite
anquilosante. Consta de 18 itens baseados nas afirmacdes dos pacientes sobre seu estado.

[Doward LC, Spoorenberg A, Cook AS, Whalley D, et al. Development of the ASQoL : a quality of life
instrument specific to ankilosing spondylitis. Ann Rheum Dis 2003; 62(1): 20-6].

Short-Format Health Survey-12

O SF-12 é a versdo reduzida do questionario de Saude SF-36. A partir dos 12 itens sdo
construidas 2 pontuac6es: a medida referente ao componente fisico (minima = 6 e maxima
= 20) e a mental (minima = 6 e maxima = 27). Valores mais altos indicam melhor
qualidade de vida.

[Ware JE et al. A 12-1tem Short-Forma Health Survey. Construction of scales and preliminary tests
of reliabilty and validity. Med Care 1996; 34(3): 220-33]

Critérios de melhora e remisséo.
Melhora clinica € definida como uma melhora relativa de pelo menos 20% e absoluta de
pelo menos 10 unidades ( em uma escala de 10 a 100 mm ) em 3 dos seguintes dominios:

1. Avaliacdo global da doenca pelo paciente em escala visual analdgica (EVA) de 0 a
100, sendo 0 = ausente e 100 = muito intensa.

2. Avaliacdo da dor pelo paciente em EVA de 0 a 100 mm.

3. Avaliacédo da capacidade fisica com o indice BASFI (0 a 100 mm).

4. Avaliacdo da inflamagédo (0 = ausente, 100 = muito intensa) medida pela média dos
itens do BASDAI relacionados com rigidez matinal.

e auséncia de piora no dominio restante.

Piora clinica é considerada quando ocorre uma queda percentual igual ou superior a 20%
ou 10 unidades em uma escala de 0 a 100 mm.

Remissédo clinica é considerada se ha um valor inferior a 20 mm em escala de 0 a 100 mm
nos quatro dominios anteriores.

[Anderson JJ et al. Ankylosing Spondylitis Assessment Group Preliminary Definition of Short-Term
Improvement in Ankylosing Spondyitis. Arthritis Rheum 2001, 44 (8): 1876-86]
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1. ARQUIVO DE DADOS DE ESPONDILITE ANQUILOSANTE

DATA: [T [ [T 12 VISITA: [ REVISAO: [

CENTRO: Cole a etiqueta

MEDICO INVESTIGADOR:

DADOS DO PACIENTE

TELEFONE:
CELULAR: TELEFONE DE UM FAMILIAR:
sexo: M []F [] pATA DE NAscIMENTO: ||| L[] LI]]]

TRABALHA: NAO ] sim [] Emcasa []  PROFISSAO:

INCAPACIDADE LABORAL: 0) ndo 1) transitoria 2) parcial 3) total

COR []1)Branca [ ]2)Negra []3)Parda[] 4) Amarela [ ] 5)Outra []

EXERCICIO FiSICO: NAO D SIM D Horas por semana
ANO* DOS PRIMEIROS SINAIS/SINTOMAS DE SpA (aparelho locomotor ): [ T T]

INDICAR QUAL (pode marcar mais de um): 1) lombalgial ] 2) dor nadegas ]
3) cervicalgia [] 4) coxalgia []5) artrite deMMII[] 6) artrite de MMSS[]
7) entesite[ ] 8) dactilite[]

ANO* DO PRIMEIRO EPISODIO DE AFECCAO EXTRA-ARTICULAR: (*se é
desconhecido=9999)

1) uveite T T 1] 2) doenca inflamatoria intestinal [T 1] 3)psoriase [T 1] 4) uretritt [T ]

CRITERIOS DO ESSG** (marque com um X) MANIFESTACOES ASSOCIADAS (marque com
um X)

/Anterior ou atual sim [? |lAnteriores ou atuais (com diagndstico) sim |?
1A- dor axial inflamatéria** 1- irite/uveite anterior

2A- sinovite assimétrica ou 2- dactilite

predominantemente em MMI|I 3- pustulose palmo-plantar

1B- historia familiar positiva 4- acne conglobata

2B- psoriase 5- balanite

3B- doenca inflamatéria intestinal 6- prostatite

4B- uretrite, cervicite, diarréia no més 7- comprometimento cardiaco

anterior a artrite 8- comprometimento renal

5B- dor alternante nas nadegas 9- comprometimento do sistema nervoso
6B- entesopatia 10- comprometimento pulmonar

7B- sacroiliite 11- comprometimento ungueal




