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RESUMO

Introducao: A proteina oligomérica da matriz da cartilagem (COMP) é uma glicoproteina
ndo-coldgena, pentamérica, pertencente a familia das trombospondinas (TSPs). Participa de
processos da estruturacdo da matriz extracelular, mobilidade celular e organizacdo do
citoesqueleto. A expressdo da COMP foi evidenciada na cartilagem e humor vitreo, e também
em células musculares lisas e mesenquimais, incluindo sinovidcitos e fibroblastos da derme.
A COMP atua na estruturacio da cartilagem ao interagir com fibrilas de coldgenos I e II. O
processo de cicatrizagdo pds-infarto agudo do miocérdio (IAM), por sua vez, inclui alto teor
de coldgeno tipo I e preservacdo da matriz extracelular, sendo possivel a participagdo da
COMP nesta circunstancia.

Objetivo: Verificar se niveis séricos de COMP, quando alterados, associam-se a presenca de
doencas reumdticas prevalentes (artrite reumatdide, osteoartrite) e de infarto agudo do
miocardio (IAM).

Pacientes e Métodos: Neste estudo de caso-controle, os casos consistiram de pacientes com
artrite reumatdide (AR), osteoartrite (OA) e IAM. Os pacientes com AR e OA foram
selecionados a partir de base de dados e biobanco autorizado com diagndstico confirmado
segundo os critérios do Colégio Americano de Reumatologia. Os pacientes com IAM foram
selecionados a partir de base de dados e biobanco autorizado, sendo o diagndstico
previamente confirmado por cardiologistas de acordo com critérios tradicionais. O grupo-
controle consistiu de doadores de sangue selecionados consecutivamente, sem queixas
reumaticas ou cardiovasculares na anamnese efetuada pelo hemoterapeuta. A COMP foi
dosada quantitativamente por imunoensaio enzimdtico. Um nivel de significancia de 5% foi
considerado para valores P. Para estimar o grau de associagdo entre niveis de COMP e
doencga, razdes de chances (“odds ratios”, OR) foram calculadas. A comparacdo entre os
grupos foi realizada com andlise de variancia. O desempenho diagndstico da COMP nos
grupos estudados foi apresentado através da sensibilidade, especificidade e razdo de
verossimilhanga (“likelihood ratio”, LR).

Resultados: Foram estudados 269 individuos (100 controles, 63 com AR, 40 com OA e 66
com IAM). A média de idade nos grupos foi: controle = 48+6 anos; AR = 54+14 anos, OA =
6519 anos e IAM = 58+10 anos (P<0,05 para os grupos IAM e OA em relacdo ao grupo

controle e P>0,05 para o grupo AR em relagdo ao grupo controle). O sexo feminino



predominou nos grupos AR e OA, e o masculino nos grupos controle e IAM. A maioria dos
individuos com AR e OA tinham menos de 10 anos de doenca.

Os niveis médios de COMP ajustados para idade e sexo nos grupos controle, AR, OA e IAM
foram respectivamente 7,3+0,5, 12,940,7, 13,1£1,1 e 3,0+0,6, com diferenca significativa
de todos os grupos de casos em relacdo ao grupo-controle (P<0,01). O ponto de corte que
melhor discriminou os grupos AR e OA foi 12 U/L. Para o grupo IAM, o ponto de corte mais
discriminativo foi 4 U/L.

O desempenho da COMP na AR evidenciou especificidade de 95% (I1C95% 88,7-98,4) e
sensibilidade de 47,6% (1C95% 34,9-60,6). Quanto a probabilidade de desfecho AR, o LR
positivo foi moderado (9,5, 1C95% 3,9-23,3). Niveis de COMP acima de 12 U/L se
associaram fortemente a presenca de AR (OR 17,3, IC95% 5,7-55,7).

O desempenho da COMP na OA evidenciou especificidade de 95% (IC95% 88,7-98,4), e
sensibilidade de 37,5% (1C95% 22,7-54,2). O LR positivo foi moderado (7,5, IC95% 2,9-
19,3). Niveis de COMP acima de 12U/L se associaram fortemente a presenca do desfecho OA
(OR 11,4, IC95% 3,4-40,2).

O desempenho da COMP no IAM evidenciou especificidade de 82% (IC95% 73-89,0) e
sensibilidade de 66,7% (IC95% 54-77,8). O LR positivo foi baixo (3,7, IC95% 2.,4-5,8).
Niveis de COMP abaixo de 4 U/L se associaram fortemente a ocorréncia de IAM (OR 9,1,
IC95% 4,2-20,1).

Conclusoes: Niveis de COMP superiores a 12 U/L se associaram fortemente a AR e OA, e
conferiram alta especificidade no diagndstico dessas doengas. Niveis de COMP inferiores a 4
U/L se associaram definidamente com IAM, e conferiram moderada especificidade. Niveis
de COMP superiores a 12U/L cursaram com moderada probabilidade de desfecho AR e OA.
Como um todo, alteracdes nos niveis séricos de COMP, usando-se os referidos pontos de

corte, discriminaram pacientes com AR, OA e IAM de controles sadios.

Palavras-chave: Proteina oligomérica da matriz da cartilagem, COMP, trombospondina-5,

artrite reumatdide, osteoartrite, infarto agudo do miocardio.



ABSTRACT

Introduction: The cartilage oligomeric matrix protein (COMP) is a non-collagen, pentameric
glycoprotein belonging to the thrombospondin family (TSPs). The COMP is involved in the
structuration process of extracellular matrix, cell mobility and cytoskeletal organization.
COMP expression has been proved in cartilage and vitreous humor, but also in smooth muscle
and mesenquimal cells, including synoviocytes and dermal fibroblasts. COMP takes place in
the structuration of cartilage by interacting with collagen I and II myofibrils. The post
myocardial infarction cicatrization process, in turn, includes high expression of type I
collagen and preservation of extracellular matrix, being possible a role for COMP in this
circumstance.

Objective: To evaluate if serum COMP levels, when altered, associate to the presence of
prevalent rheumatic diseases (rheumatoid arthritis, osteoarthritis) and acute myocardial
infarction (AMI).

Patients and Methods: In this case-control study, cases comprised patients with rheumatoid
arthritis (RA), osteoarthritis (OA) and AMI. Patients with RA and OA were selected by
database and authorized biobank with confirmed diagnosis according to the American College
of Rheumatology criteria. Patients with AMI were selected also by database and authorized
biobank, being diagnosis previously confirmed by Cardiologist according to classical criteria.
The control group comprised blood donors consecutively selected, without rheumatic or
cardiovascular complains in interview proceded by the Haemotherapeut. COMP was
quantitatively assessed by immunoenzymatic assay. A 5% significance leve was considered
for P values. To estimate the grade of association of COMP levels with disease, odds ratios
(OR) were calculated. Comparison of groups was accomplished by variance analysis.
Diagnostic performance of COMP in the groups was obtained by calculating sensitivity,
specificity, and likelihood ratios (LR).

Results: Two-hundred and sixty-nine individuals were studied (100 controls, 63 with RA, 40
with OA, and 66 with AMI). The mean age in the groups were: controls = 48+ 6 years; RA =
54+14 years; OA = 6549 years and AMI = 58+10 years (P<0.05 for the AMI and OA groups
compared to controls, and P>0.05 for the RA group compared to controls). The female gender
predominated in the RA and OA groups, and the male gender in the control and AMI groups.
The majority of individuals with RA and OA had disease for less than 10 years.



The mean COMP levels adjusted for age and sex in the control, RA, OA and AMI groups
were respectively 7.3+0.5, 12.9+0.7, 13.1+1.1 and 3.0+0.6 U/L, being the difference of
each group significant as compared to controls (P<0.01). The cut-off which better
discriminated the RA and OA groups was 12 U/L. For the AMI group, the most
discriminative cut-off was 4 U/L.

The performance of COMP levels for RA showed specifity of 95% (IC95% 88.7-98.4) and
sensitivity of 47.6% (IC95% 34.9-60.6). As to the probability of RA, the positive LR was
moderate (9.5, IC95% 3.9-23.3). Levels of COMP above 12 U/L strongly associated to the
presence of RA (OR 17.3, 1C95% 5.7-55.7).

The performance of COMP levels for OA showed specificity of 95% (1C95% 88.7-98.4) and
sensitivity of 37.5% (IC95% 22.7-54.2). The positive LR was moderate (7.5, IC95% 2.9-
19.3). Levels of COMP above 12U/L strongly associated to the presence of OA (OR 11.4,
IC95% 3.4-40.2).

The performance of COMP levels for AMI showed specificity of 82% (1C95% 73-8.0) and
sensitivity of 66.7% (IC95% 54-77.8). The positive LR was low (3.7, 1C95% 2.4-5.8). Levels
of COMP below 4 U/L strongly associated to the presence of AMI (OR 9.1, IC95% 4.2-20.1).
Conclusions: Levels of COMP above 12 U/L strongly associated to RA and OA, and yielded
high specificity for diagnosing these diseases. Levels of COMP below 4 U/L definely
associated to AMI, and yielded a moderate specificity. Levels of COMP above 12 U/L
indicated moderate probability of RA and OA. As a whole, abnormal COMP serum levels,
utilizing the referred cut-off, discriminated patients with RA, OA and AMI in comparison to

the control group.

Keywords: Cartilage oligomeric matrix protein (COMP, thrombospondin-5, rheumatoid

arthritis, osteoarthritis, acute myocardial infraction.
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1 INTRODUCAO

O tratamento precoce da artrite reumatdide (AR) pode melhorar o progndstico da
doenca. Assim, é de suma importancia saber o mais precocemente possivel se a doenga terd
evolucdo branda ou severa (Jintti et al., 2000; Scott, 2000). A avaliacdo radiolégica
permanece a pedra angular no acompanhamento da terapéutica em AR, mas tem
desvantagem importante: grande defasagem de tempo para mostrar alteragdes apds a
intervengdo terapéutica. Isto tem resultado em uma intensa busca por preditores de desfecho
na AR. A necessidade de melhor monitoramento das decisdes clinicas e os aspectos de custo-
beneficio, especialmente alto para novos agentes biol6gicos, como os inibidores do TNF-a
justificam essa busca (den Broeder et al., 2002).

Sdo muitos os fatores progndsticos associados a AR avaliados através de estudos
clinicos, laboratoriais, radioldgicos, genéticos e s6cio-demograficos. O valor preditivo destes
marcadores prognésticos € baixo e inconsistente por uma série de razdes, como, por exemplo,
o critério de sele¢do de pacientes, tempo de seguimento e medida do desfecho. Além disso, o
tratamento mais efetivo da AR atingido recentemente pode modificar o valor preditivo dos
marcadores progndsticos (Jéntti et al., 2000).

Assim como a AR, a osteoartrite (OA) € uma doenca articular comum nas populagcdes
estudadas. Atualmente a doenca é diagnosticada através de critérios clinicos e/ou
radiogréficos que permitem detectar a doenca apenas em estdgios avangados. Um achado
importante no processo € a alteracdo do balanco normal entre a sintese e a degradacao das
macromoléculas da matriz na cartilagem articular e osso subcondral. Também na OA, a
quantificagdo sérica de macromoléculas tecido-especificas ou fragmentos oferece uma
ferramenta promissora para o estudo dos mecanismos patogénicos de dano tecidual (Petersson
et al.,1998a).

Neste cendrio, surgiu a proteina oligomérica da matriz da cartilagem (COMP), uma
proteina ndo coldgena pertencente a familia das trombospondinas (TSPs), importante na
estruturacdo da cartilagem. Entre as vantagens potenciais da COMP como marcador biolégico
da artrite estd sua abunddncia na cartilagem articular. Para o desenvolvimento de um
marcador da cartilagem € critica a compreensao de sua distribuicdo em outras fontes além do
tecido articular (Di Cesare et al.,1997).

A COMP € uma proteina da matriz extracelular da cartilagem. Uma propriedade

comum das proteinas de matriz extracelular € a sua alta expressdo durante a embriogénese,
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caindo apds o nascimento e reaparecendo em altos niveis durante o crescimento tumoral e
apds injdria tecidual, indicando um importante papel dessas proteinas na migracdo e
proliferacdo de células malignas, cicatrizacdo de ferimentos e remodelagem da matriz
extracelular. Essas proteinas podem regular a funcao celular (Schellings et al., 2004).

A presenca da COMP somente no tecido articular foi questionada nos estudos de
Riessen e colaboradores, que a encontraram expressa por células musculares lisas vasculares
humanas de artérias normais, ateroscleréticas e restendticas (Riessen et al., 2001). Xiao e
colaboradores a encontraram expressa em hepatocarcinoma, mas nao em figado normal ou
cirrético (Xiao et al., 2004).

Assim, cabe avaliar se, estando o mRNA da COMP expresso em placa aterosclerdtica,
a proteina € secretada e € passivel de deteccdo soroldgica. Ela é importante fator de confusao
em caso de coexisténcia de doenca articular e aterosclerdtica sendo utilizada como marcador
de dano articular.

Além disso, o papel das trombospondinas na cicatrizacdo e remodelamento do tecido
cardiaco merece atencdo especial. A relevancia do processo de remodelamento apds o infarto
do miocardio na sobrevida do paciente estd bem documentada. A excessiva dilatagdo
ventricular aumenta a mortalidade (Nian et al., 2004). A remodelagem da matriz extracelular
cardiaca durante e apds o infarto do miocdrdio € uma tentativa de restaurar a mecanica da drea
infartada a distensdo (Jugdutt, 2003a).

Durante os primeiros dias apds o infarto o processo patoldégico dominante ¢é
inflamacdo e necrose. A fase necrdtica inicia-se em poucas horas, quando o tecido no local do
infarto comega a enrigecer, € termina quando o nimero de fibroblastos e a quantidade de novo
coldgeno comecam a aumentar rapidamente no infarto cicatrizado (aproximadamente 7 dias
apds o infarto em humanos). O mecanismo de infarto durante este periodo critico € ainda
pouco compreendido (Holmes et al., 2005).

Experimento em modelo animal evidenciou que mais de 90% de ratos que nao
expressavam a trombospondina-2 morriam apds o infarto do miocardio devido a ruptura
cardiaca, o que sugere que as trombospondinas sdo necessdrias para manter uma estrutura
cardiaca normal e fun¢do apds injuria miocdrdica (Cleutjens et al.,1999).

As alteracOes pods-infarto e propriedades dos midcitos ativos na matriz extracelular
estdo sendo investigadas. No entanto, pouca atencdo vem sendo dada a ligacdo dos midcitos a
outros componentes € a organizacdo da matriz extracelular (Holmes et al., 2005). A
remodelagem da matriz extracelular de coldgeno tem um importante papel na reestruturacdo

do ventriculo esquerdo, onde a ruptura ou composi¢cdo defeituosa da matriz extracelular
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promove dilatacdo e ruptura do ventriculo (Jungdutt, 2003a). A funcdo da COMP na
regulacdo e montagem das fibrilas, bem como na manutencdo da rede de coldgeno articular
(Rosenberg et al., 1998) é conhecida, no entanto, sua presenca em outros tecidos suscita
interesse. Em particular, de avaliar seu comportamento na estruturacdo das fibras de coldgeno
na fase de cicatrizag¢do do infarto.

O estudo do comportamento do 5° membro da familia das trombospondinas, a COMP,
foi viabilizado devido a existéncia de grupo de pacientes com clinica bem definida (doenca
reumdtica prevalente e infarto agudo do miocardio) e biobanco disponivel. A verificagdo do
ponto de corte em um grupo de individuos sauddveis foi necessiria ao conhecimento dos

niveis fisiol6gicos da COMP.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Matriz Extracelular

A matriz extracelular (ECM) tem um papel crucial na forma, migracio, proliferacéo,
diferenciacio e muitas outras funcdes celulares altamente especializadas (Lahav, 1993). E
uma sélida rede de proteinas secretadas pelas proprias células ligando os meios intra e
extracelulares insolubilizando-as no espacgo extracelular por ligagdes cruzadas (Adams, 2002;
Michel, 2003). A ressolubilizacdo ocorre pela acdo de enzimas proteoliticas (Michel, 2003).

A composigdo e estrutura da matriz extracelular diferem de tecido a tecido, podendo
sofrer continuas mudancas no mesmo tecido e, assim, efeitos temporais e espaciais nas células
que estdo em contato com ele. Existe uma continua alca de retroalimenta¢do que governa o
comportamento celular e a composicdo da matriz (Lahav, 1993; Maurer et al.,1996).

O contato célula-matriz liga os meios intra e extracelulares, sendo fundamental para
células e tecidos de organismos multicelulares, e essencial na fisiologia tecidual normal
(Adams, 2002). Para as células aderentes, o ancoramento a matriz é condi¢do necessdria para
a sobrevida (Michel, 2003).

Na matriz extracelular, a multivaléncia ¢ muito importante devido a necessidade de
interacOes com receptores da superficie celular e outras proteinas (Engel, 2004; Guo et al.,
1998). A anormalidade no contato célula-matriz pode levar a doencas cronicas, o que torna
fundamental a compreensdo do papel biolégico da adesdo e motilidade celular na satde e na
doenga (Adams, 2002).

As proteinas da matriz extracelular compreendem uma grande variedade de proteinas
que ligam o célcio. Os dominios que ligam cdlcio e as proteinas servem para fungdes de
estocagem de cdlcio, fons envolvidos na estabilizacdo da estrutura ou participando na catélise
enzimatica (Lahav, 1993; Maurer et al.,1996). Nesse contexto, os condrdcitos, células
musculares lisas e fibroblastos estdo relacionados pela caracteristica de serem responsaveis
pelo contato da célula a matriz tecidual contratil (Adams, 2002). Uma matriz extracelular bem
organizada € necessdria também para manter a resisténcia e organizacdo do tecido cardiaco e
estd envolvida na comunicagdo entre diferentes células cardiacas (Schellings et al., 2004).

H4 completa correlacdo entre sintese, ligacdo a membrana de proteinas produzidas

endogenamente e secretadas, e o ataque das células as superficies cobertas com
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trombospondinas (TSPs). A sintese ativa de TSPs pelas células ¢ um requerimento necessario
a ligacdo e ataque a proteina pela célula (Lahav, 1993).

O turnover tecidual normal pode ser visto como um balanco entre degradacdo e sintese
de macromoléculas que constituem a matriz extracelular. Este processo € altamente regulado
por enzimas proteoliticas, as metaloproteinases da matriz (MMPs), e seus inibidores (TIMPs),
os inibidores teciduais das MMPs em vdrios niveis, incluindo sintese, secrecdo, ativacdo e
inibicdo. A destruicdo do tecido ocorre quando a degradacdo mediada pelas proteinases
excede a sintese, processo altamente influenciado por citocinas e fatores de crescimento que
estimulam a sintese da matriz bem como a produgdo de proteinases e/ou seus inibidores
endogenos. A degradacdo da matriz extracelular pode ser crucial para o processo de
cicatrizagdo (Rowan, 2001; Cleutjens et al., 1995).

Muitas das proteinas de matriz extracelular mostram uma aumentada expressdo no
coracao em resposta a injuria ou estresse, o que sugere uma fungdo vital dessas proteinas na
cicatrizagdo do ferimento e remodelamento ventricular. Essas proteinas de matriz celular
podem alterar o remodelamento cardiaco de diferentes formas. Primeiro, elas podem iniciar o
desprendimento entre os cardiomidcitos e a matriz extracelular. Segundo, as proteinas de
matriz extracelular podem diminuir ou aumentar em funcdo das proteinases envolvidas no
remodelamento cardiaco e suas fun¢des em diferentes doengas cardiacas (Schellings et al.,
2004).

Experimento com ratos nulos quanto a presenga de proteinas de matriz celular mostrou
que esses animais sobreviviam a embriogénese, contudo, mostravam uma resposta alterada a
cicatrizagcdo, com alteracdes na resposta inflamatdria, angiogénese, fibrilogénese do colageno
ou deposicdo a matriz (Schellings et al., 2004).

A matriz cardiaca ¢ uma elaborada rede de proteinas interconectadas, incluindo
colageno, elastina e fibronectina, interagindo com integrinas e adesdo focal de quinases a
jun¢do célula-matriz. A degradacdo do coldgeno e producdo pds-infarto constitui alteracdo
protéica dominante na matriz miocdrdica. As citocinas t€ém um importante papel na regulagcdo
da deposi¢do do coldgeno, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF), fator de crescimento e
transformagdo beta (TGF-f3) e osteopontina (Nian et al., 2004). A matriz extracelular tem um
papel critico tanto no remodelamento precoce quanto tardio pds-infarto do miocardio
(Jugdutt, 2006).

A cartilagem articular consiste de condrdcitos alojados em uma matriz estruturada. As
principais macromoléculas sdo proteoglicanas e coldgeno tipo II. O desequilibrio entre a

quebra da matriz da cartilagem e diminuicio na sintese de seus componentes pelos
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condrdcitos resulta na destruicao da cartilagem na AR. A ativacdo de citocinas (interleucina 1
(IL-1), TNF, interleucina 17 (IL-17), oncostatinas) estimula os condrdcitos a liberar proteases
destrutivas que levam a perda de proteoglicanas e destruicdo dos feixes de coldgeno. Duas
dessas macromoléculas da cartilagem detectaveis no liquido sinovial € no soro sdo agrecam e

a proteina oligomérica da matriz da cartilagem (COMP) (Skoumal et al., 2003).

2.2 Tombospondinas

2.2.1 Conceito

As trombospondinas (TSPs) foram descritas primeiramente em 1971 e acreditava-se
serem um componente das plaquetas. As TSPs sdo uma familia de glicoproteinas homdlogas
com distribuicao varidvel, com capacidade de ligar fons cdlcio (Adams, 2004; Lahav, 1993).
O aspecto estrutural é semelhante a um bouquet de flores, onde o dominio “coiled-coil” prove
o ponto de conexao entre os trés bracos das TSPs 1 e 2, ou 5 bracos das TSPs 3, 4 e 5. Esta
estrutura € quem provavelmente promova a interacdo multivalente dos dominios
carboxiterminais com os receptores celulares de maneira semelhante a interacao de Clq com
as imunoglobulinas (Engel et al.,, 2004). Os varios sitios de ataque possuem diferentes
afinidades a superficie celular (Figuras 1 e 2) (Lahav, 1993).

Todos os membros da familia do gene das trombospondinas s@o similares em termos
de seqiiéncia de aminodcidos do dominio tipo 3 e carboxiterminal. Cada proteina membro da
familia das TSPs tem uma seqiiéncia de aminodcidos na por¢do 5 final que € distinta ou,
como no caso da COMP, estd faltando totalmente. As regides varidveis sdo adequadas
unicamente a interagdes com tipos celulares especificos, e as regides conservadas cumprem
uma fungdo que é comum a todos os tipos de células. A TSP1 possui a capacidade de modular
a migracdo, crescimento e proliferacdo celular. Estimula a proliferacdo de células musculares
lisas e inibe o crescimento de células endoteliais (Newton et al., 1994).

Todos os membros da familia das TSPs (1,2,3,4 e 5) ligam célcio e participam do ataque
celular (Adams e Lawler 2004). Estdo envolvidos no crescimento, proliferacdo (angiogénese),
mobilidade (Majack et al., 1988; Taraboletti et al.,1987; Adams e Lawler 2004) e organizacdo

do citoesqueleto celular (Lahav, 1993). A modulacdo da proliferacdo celular com efeitos
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indiretos na sua funcdo € realizada através da regulacdo de proteases extracelulares e ativagcdo
ou inibicdo de citocinas e fatores de crescimento (Adams e Lawler 2004).

As TSPs participam dos processos inflamatdrios (Mansfield et al., 1990), hemostaticos
e cicatrizacdo de ferimentos (Murphy-Ullrich et al.,, 1992; Lahav, 1993). Na doenca, ha
relatos da participagdo das TSPs no cancer tanto como suporte quanto inibicdo a metdstase

(Lahav, 1993).

NTD Coiled- vWFC Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 GCT
coil (TSR, properdina)  (EGF-like) (Ligagéo Ca?)
i“»IS Subgrupo A
@ Trimeros:
TSP-1, TSP-2
,,,,,,, Subgrupo B
Pentadmeros:

7777777 TSP-3, TSP-4, TSP-5/(COMP, Ciona TSP-B

E ] Inseto TSPs

TSP CARBOXITERMINAL

v
RGD/KGD
(Subgrupo B) ovB3 RFYVVMWK
albps G047
Ligagao Calcio
Ligagao a ECM
Catepsina, ligagédo da elastase (TSP-1) _ (TSP-4,5)

Indugao de protrusoes de fascina
Ligagao GP1b, ataque bacteriolégico
(TSP-1)

ECF: Fator de crescimento epidermal

Figura 1 - Modelo esquemdtico da arquitetura dos dominios dos subgrupos A e B das
trombospondinas.

Em versdao aumentada o dominio carboxiterminal conservado. O dominio EGF indica o
dominio de ligacdo ao célcio. NTD, dominio aminoterminal. GTC, término carboxiglobular.
Adaptado de Adams, 2004.
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Subgrupo A
& i
Dominio NTD O PC Tipo1 Tipo 2 Tipo 3 CTD Trimero
Decorina  Oligomerizagao Colageno IV fons calcio CcD47 N -
Fibrinogénio Fibronectina Catepsina 105/80kDa AT
B Sindecan Laminina Elastase G
Conecgdes HSP6 TGFB MMP-2 avp3, allbp3 c
moleculares Proteina relacionada CD 36, HSP6 Integrinas
ao receptor do LDL Plasminogénio
a3p1 ativada Fibrinogénio
Integrina B1integrinas
Ataque celular Ataque celular, Ataque celular,
Interagdes a matriz espalhamento, migragao, agregagao
B Regulagao de células endoteliais inibigdo de de plaquetas
Fungbes Inibigao de proliferagéo e protease proliferagéo de células
angiogénese, inducao de apoptose musculares lisas
ativacéo de células T
Subgrupo B
Il I
.L“ RGD! Pentamero
Dominio NTD (0] Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 CTD N L
a 1
) Colagenos |, Il c./ B ¢
Oligomerizagao lons célcio (CTSP e COMP)
Conecgdes Vitaminas Ae D Colageno IX (COMP)
moleculares Laminina, fibronectina
e matrilina (TSP-4)
B Seqiiestro de Ataque celular Organizagao da matriz
Fungbes moléculas hidrofébicas e ataque celular
Figura 2 - Diagrama esquemdtico da organizacio molecular das subunidades das

trombospondinas e suas propriedades.
Para os dominios: NTD, dominio aminoterminal; O, seqiiéncia de oligomerizagdo; PC, regido
homéloga ao procoldgeno; Tipos 1, 2 e 3, os trés tipos de unidades repetidas; CTD, dominio
carboxiterminal. Os desenhos e ligacdes bem organizadas e conservadas sdo mostrados nas
subunidades. Interagdes moleculares e fungdes que té€m sido descritas dentro das subunidades
sdo mostradas abaixo do desenho em cada dominio. Para o grupo A, a ligacdo do
plasminogénio, fibrinogénio e B1-integrinas de um modo geral tem sido localizada na regido

da haste central.

Adaptado de Adams, 2001.

2.2.2 COMP/TSP-5

A proteina oligomérica da matriz da cartilagem (COMP) é uma glicoproteina nao

coldgena pentamérica de 755 aminoacidos com peso molecular de 82.700 daltons, 2460 pares

de bases e um tnico quadro de leitura do nucleotideo 26 a 2296. Como a hidroxiprolina ndo

pode ser encontrada, a COMP nado contém regido caracteristica do coldgeno (Hedbom et al.,
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1992). O homopolimero € composto por cinco subunidades idénticas ligadas por pontes
dissulfeto (Oldberg et al., 1992). Cada mondmero € composto de um dominio aminoterminal
rico em cisteina, quatro dominios semelhantes ao fator de crescimento da epiderme (EGF), 8
repeticdes tipo calmodulina e um dominio globular carboxiterminal. O dominio rico em
cisteina € responsdvel pela montagem dos mondmeros em pentdmeros através de pontes
dissulfeto intercadeia. A oligomerizacdo através da formacdo de feixes por alfa-hélices €
comum em muitas proteinas. A mesma estrutura da COMP ocorre nas TSPs 3 e 4. A porcao
carboxiterminal é homdloga as trombospondinas (TSPs) e pode estar envolvida na ligacdo a
células, como condrdcitos e proteinas na matriz extracelular (figura 2) (Malashkevich et
al.,1996; Hedbom et al.,1992; Oldberg et al., 1992).

A anélise do cDNA da COMP revelou uma proteina estruturalmente relacionada as
trombospondinas, carecendo em torno de 40% dos residuos de aminoacidos aminoterminais.
A similaridade € mais pronunciada no dominio carboxiterminal € no dominio tipo 3, regido da
molécula que representa uma série continua de sitios de ligacdo ao cdlcio, onde
aproximadamente 60% dos residuos estdo localizados em posi¢cdes homdlogas. A regido tipo
2 é 41% idéntica e a COMP contém uma repeticdo extra, comparado as trombospondinas
(Figuras 1 e 2). A sequéncia da COMP humana descrita por Newton e colaboradores € 90%
idéntica a seqiiéncia da COMP de ratos. Similaridade comparada a identidade entre as TSPs 1
humana (94%) e de ratos (89,3%) (Newton et al.,1994). Os clones humanos, bovinos e de
rato apresentaram identidade na COMP de 83%, 84% e 95% respectivamente (Fang et al.,
2000).

A similaridade entre a COMP e as trombospondinas sugere que evoluiram de um gene
ancestral comum e realizam fun¢des ora similares e ora distintas entre si. A comparagdo das
seqiiéncias de aminodcidos nos dominios 2 ¢ 3 da COMP com a das trombospondinas
mostrou que a COMP é o produto de um tnico gene localizado no cromossomo 19, uma
banda de 8 quilobases (Oldberg et al., 1992; Newton et al., 1994; Di Cesare et al., 1994).

Williams e colaboradores realizaram estudo em 160 gémeos homozigéticos e 349
dizigéticos onde observaram uma correlacdo nos niveis séricos de COMP de 0,72 (IC95%:
065 a 0,80) e 0,47 (1C95%: 0,39 a 0,55) respectivamente, o que equivale a uma estimativa de
hereditariedade de 40% (1C95%: 20 a 60%) (Williams et al., 2006).

O gene que codifica a COMP ¢é regulado positivamente tanto pelo hormdnio do
crescimento (GH) quanto pelo fator de crescimento insulina-/ike tipo I (IGF-I) em cultura
primdria de condrdcitos humanos (Bjarnason et al., 2004; Tian e Stogiannidis, 2006). In vitro

houve indugdo da sintese e secrecio da COMP em células sinoviais e condrocitos articulares
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em presenca do fator de crescimento e transformagao beta 1 (TGF-1) (Recklies et al., 1998).
Estudo com criangas pré-puberes de baixa estatura, tratadas com o hormoénio do crescimento
(GH), mostrou que a COMP sérica aumentava apds o inicio do tratamento (Bjarnason et al.,
2004).

Andlise em microscopia eletronica da COMP mostrou cinco unidades globulares
conectadas por finas hastes flexiveis a um dominio central (Morgelin et al., 1992). A estrutura
resultante € um poro que pode atuar como um canal i0nico (Malashkevich et al., 1996).
Somente dois locais polares interrompem a sequéncia hidrofébica do poro. Proximo a porcao
carboxiterminal um anel de glutaminas permite a ligacdo de fons cloreto. Proximo a por¢ao
aminoterminal estd localizado um anel de grupos hidroxila de treoninas (Guo et al.,1998). O
ancoramento da COMP a matriz da cartilagem é dependente de cétions divalentes, mostrando
dependéncia em concentracdo e composicio do seu ambiente idnico para ancoragem
(Morgelin et al.,1992; Kleerekoper et al., 2002).

A hidrofobicidade e geometria do canal no dominio “coiled coil* da COMP sugere
uma ligacdo para retindides, vitamina D3 e outros compostos hidrofébicos. Os retindides
(vitamina A) sdo importantes durante o desenvolvimento de 6rgdos e tecidos (atuam como
fatores de crescimento em muitos tipos celulares). A vitamina D3 € elemento chave ao célcio
e homeostasia dssea, tendo também funcao de regular a diferenciacio e proliferacdo celular
(Guo et al.,1998)

As mutacdes na COMP afetam ndo somente sua secre¢do, mas também a do coldgeno
tipo IX e matrilina-3 (MATN3), resultando em presen¢a diminuida das trés moléculas na
matriz. A organizagdo da matriz extracelular ndo pode ocorrer na auséncia de COMP,
coldgeno tipo IX e MATN3. A sintese dessas trés proteinas inicia-se a0 mesmo tempo e estao
localizadas em torno de condrécitos normais e na matriz extracelular (Hecht et al., 2005).

Até o momento, a evidéncia da expressdo da COMP fora do sistema esquelético é
limitada (Riessen et al., 2001).

O mRNA da COMP e a proteina foram detectados em osteoblastos da linghagem MG-
63 (Di Cesare et al., 2000) e expressio da COMP em todos os tipos de cartilagem, humor
vitreo nos olhos, tenddes, células musculares lisas vasculares (Svensson et al., 2002) e células
de virios tecidos incluindo sinoviécitos e fibroblastos da derme (Dodge et al.,1998). E
encontrada em ligamentos, menisco e sindvia (Di Cesare et al., 1994; Petersson et al.,1998b).
Oldberg e colaboradores observaram uma baixa expressao do mRNA da COMP em tecido

adrtico de ratos mas nio perseguiram esse achado posteriormente (Oldberg et al.,1992,
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Riessen et al., 2001). Em tecido de rato adulto, a COMP foi expressa também no coragdao
(Fang et al., 2000).

Através de técnicas de hibridizacdo in situ e imunohistoquimica, Xiao e colaboradores
encontraram superexpressao do mRNA da COMP e localizaram a proteina no citoplasma de
células de carcinoma hepatocelular (Xiao et al., 2004).

A COMP Interage com coldgeno tipos I e II (figura 3), procoldgeno I e II e fibronectina
de maneira dependente de cations divalentes, onde o zinco e o niquel, e ndo o célcio,
magnésio ou manganés, promovem a ligacdo. (Skoumal et al., 2003; Rosenberg et al., 1998;

Di Cesare et al., 2002). Liga-se também ao colageno tipo IX (Svensson et al., 2002).

Fator de crescimento
epidermal (EGF)

====_ Propeptideo aminoterminal
ms=* do colageno tipo |

Repeticao tipo 3 da TSP

Fibras de colageno

Figura 3 - Estrutura da COMP.
Adaptado de AnaMar Medical™, 2004.

2.2.3 Cinética da COMP

A liberacdo da COMP a partir de cartilagem articular ndo se restringe a uma forma de
doenca articular especifica. Sua concentracdo sérica pode refletir a liberacdo de todas as
cartilagens, podendo nio ser derivada somente das articulagGes (Saxne e Heinegard, 1992). O
aumento na expressdo da COMP em tecidos inflamatdrios sugere sua regulacio por citocinas
(D1 Cesare et al.,1999). O aumento nos niveis de COMP nos fluidos corporais pode ser

indicativo de sinovite bem como erosio articular acelerada (Recklies et al., 1998).
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Pouca informacao estd disponivel a respeito da eliminagdo da COMP na circulagdo
(Skoumal et al., 2003). Estudos em pacientes com AR e OA mostraram que a concentracao
sérica da COMP ¢ estavel durante o dia (Vilim et al., 2003; Andersson et al., 2006).

A diferencga entre os niveis circulantes da COMP e de proteoglicanas pode também ser
influenciada por diferentes taxas de eliminacdo. A COMP ¢ liberada da cartilagem tanto
durante o metabolismo normal da cartilagem quanto durante condi¢gdes patologicas. Durante
um dado tempo, parece haver quebra e nova sintese, com reparo tecidual. Desse modo o
aumento na liberacdo também refletiria a substituicio das moléculas perdidas. A COMP ¢é
liberada como um fragmento, mostrando que a quebra é um pré-requisito da liberagdo (Saxne
e Heinegard, 1992).

A liberagdo da COMP ocorre a uma taxa constante (Neidhart et al., 1997), com um
tempo de difusdo dos fragmentos ao sangue de 30 minutos ou menos € um retardo metabdlico
em torno de 5 a 6 horas (Miindermann et al., 2005). O tempo de meia vida € estimado em
torno de 7 horas. Isso significa que os altos niveis de COMP observados em certos grupos de
pacientes refletem um nivel muito alto de influxo da COMP proveniente dos tecidos para a
circulacdo (Andersson et al., 2006). Sua concentracdo dependerd do volume de liquido
sinovial (Neidhart et al., 1997) e seus niveis séricos sdo afetados por reguladores quimicos
(citocinas, metaloproteinases) ou fisicos, como, por exemplo, a drenagem linfitica e
atividades fisicas antes da coleta sanguinea. (Kersting et al., 2005; Miinderman et al., 2005)

Baixos niveis de COMP podem ser encontrados em estigios avancados das doencgas
articulares devido a elevada diminui¢do do espaco articular, a degradacdo prévia e a perda da
cartilagem ou uma dilui¢ao da proteina (Neidhart et al., 1997).

O nivel sérico dos marcadores teciduais depende ndo somente da liberacdo de
estruturas como 0sso e cartilagem, mas também da taxa de eliminacdo na cavidade articular e
linfonodos. Outro parametro € o ‘“clearance” sanguineo, que, por sua vez, depende de
ligacdo/degradagdo hepatica ou possivelmente filtragdo renal. O nivel sérico, assim,
representa uma medida integrada, refletindo liberag@o da cartilagem ou estruturas dsseas bem
como refletindo eliminacdo dos fragmentos no metabolismo (Petersson et al., 1998a).

Certas enzimas sdo responsdveis pela degradacdo da cartilagem, particularmente
proteinases serina, proteinases cisteina e metaloproteinases. Ainda estd sob investigacao se a
degradacdo ja ocorra dentro da matriz da cartilagem por proteinases sintetizadas por células
inflamatdrias do tecido sinovial (penetrando na cartilagem) ou por condrdcitos. O grau de
degradacdo e a extensdo da sinovite ¢ diferente na AR e na OA (e outras artrites

inflamatérias) (Neidhart et al.,1997)
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Até o momento a degradagdo da COMP purificada tem sido apresentada como sendo
conseqiiéncia da digestdo por varias metaloproteinases, incluindo a colagenase intersticial
(MMP-1), colagenase-3 (MMP-13), estromelisina-1(MMP-3), gelatinase-B (MMP-9), MMP-
19, enamelisina (MMP-20), e agrecanase-1(ADAMTS-4). Esses ensaios foram realizados
utilizando digestdo in vitro (Liu et al., 2006; Dickinson et al., 2003; Stracke et al., 2000).

Membros de desintegrina e metalloproteinase com desenho da familia das
trombospondinas (ADAMTS) clivam COMP. Dickinson e colaboradores demonstraram que a
COMP purificada foi clivada in vitro por ADAMTS-4, mas ndao por ADAMTS-1 ou -5.
(Dickinson et al., 2003).

ADAMTS-7 foi encontrada altamente expressa em tecidos musculo-esqueléticos,
regulada positivamente na cartilagem e sindvia de pacientes com artrite reumatdide.
ADAMTS-7 esta co-expressa em tecidos musculares e esqueléticos produtores de COMP,
com uma ampla distribui¢do tecidual. O dominio catalitico da ADMTS-7 digere a COMP de
uma forma dose, tempo e maneira dependente, requerendo 4 repeticdes carboxiterminais da
trombospondina. ADAMTS-7 € a primeira enzima encontrada que diretamente interage e

degrada a COMP (Liu et al., 2006)

2.2.4 Trombospondinas em individuos sauddveis

O nivel de trombospondinas nos fluidos corporais € muito baixo. A COMP nio esta
presente na superficie das células sanguineas in vivo (Lahav, 1993). Pode ser detectada em
pacientes com AR, artrite reativa, artrite cronica juvenil, OA e em individuos normais. A
COMP e/ou seus fragmentos sdo rapidamente detectdveis no soro de individuos sauddveis
mostrando que ha um residuo do metabolismo normal da cartilagem (Saxne e Heinegard,
1992).

Aumento no nivel de sérico da COMP foi relatado em resposta ao exercicio de corrida
vigorosa em adultos sauddveis, permanecendo elevados por até uma hora apds a conclusao do

exercicio (Neidhart et al., 2000).
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2.2.5 Secrecao patofisiolégica da COMP/TSP-5

Quando anormal, a COMP ¢ responsdvel por duas displasias esqueléticas humanas
autossOmicas dominantes que podem resultar de mutagdes: a pseudoacondroplasia (PSACH) e
a displasia epifiseal multipla (MED). Os individuos portadores apresentam pernas curtas com
face e inteligéncia normais. Além da baixa estatura, os pacientes com PSACH tém maos
curtas, elasticidade nos ligamentos e escoliose. A PSACH ¢ caracterizada radiograficamente
por anormalidades vertebrais e epifisiais (Briggs et al.,1995; Deere et al.,1999).

Mais de 40 mutacOes foram identificadas, contudo a relacdo genétipo-fendtipo ndo
estd bem delineada (Mabuchi et al., 2003). A maior parte das mutacdes no gene da COMP foi
identificada na repeticdo tipo calmodulina (CLR) (Unger e Hecht, 2001; Briggs e Chapman,
2002; Chen et al., 2000).

2.3 Artrite Reumatoide

2.3.1 Conceito

E uma doenca inflamatéria sistémica auto-imune heterogénea com envolvimento
poliarticular levando a dano irreversivel da cartilagem, com prognostico varidvel (Wolheim et
al., 1997; Peloschek et al., 2002; den Broeder et al., 2002).

E a forma mais prevalente de artrite cronica em todos os paises. Causa morte
prematura, sofrimento, transtornos sociais, aumento nos custos de saide e limitacdo na
empregabilidade (Wollheim,1996). O estudo de Li Xin e colaboradores aponta custos
indiretos estimados em $ 12.352,00 délares canadenses por pessoa por ano, decorrentes
principalmente devido a baixa produtividade, absenteismo e redu¢cdo no numero de horas
trabalhadas (Li, 2006).

A maioria dos estudos de prevaléncia, realizados no norte da Europa e EUA, estimam
uma prevaléncia de 0,5-1,1%. Estudos em paises do sul da Europa relatam uma prevaléncia de
0,3-0,7%. Em paises em desenvolvimento, os relatos descrevem prevaléncia entre 0,1 e 0,5%.

A taxa de incidéncia anual varia de 20 a 50 casos por 100.000 habitantes nos EUA e paises do
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norte europeu (Alamanos e Drosos, 2005). No Brasil a taxa de incidéncia estimada é de 0,5
por 100.000 habitantes por ano (Alamanos e Drosos, 2005) com prevaléncia de 0,46% (Senna
et al., 2004).

A patogénese da doenca estd associada a fatores genéticos e ambientais, sendo que
nenhum agente causal foi identificado (Wollheim, 1996). Fibroblastos sinoviais t€ém um papel
chave nesse processo, favorecendo um ambiente pré-inflamatério no tecido sinovial,
interagindo com o sistema imunoldgico e regulando a diferenciacio de mondcitos em
osteoclastos. A hiperplasia sinovial € outra caracteristica da AR, refletindo ndo somente
desequilibrio entre proliferacdo e apoptose, mas também migracdo das células no tecido
sinovial. Os fibroblastos ativados podem invadir a cartilagem e o 0sso. A ativacdo sinovial é
dirigida por citocinas como TNF-¢, IL-1,IL.-15,16,17,18,22,23, mas também por mecanismos
independentes de citocinas que envolvem o sistema imune inato (Figura 4) (Karouzakis et al.,

2006).
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Figura 4 - Vias envolvidas na inflamacao e destruicdo na articulacdo reumatdide.
Adaptado de Miiller-Ladner et al., 2005.
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2.3.2 Diagnostico

Os critérios revisados do Colégio Americano de Reumatologia (ACR — American
College of Rheumatology) (Anexo A) de 1987 sdo os critérios aceitos para o diagndstico e
classificacdo de AR (Arnett et al,, 1988). O enfoque multidisciplinar do diagndstico de
entidades artriticas é baseado na demonstracdo da sinovite através de métodos de imagem
(Larsen, 1995).

Na década passada houve os maiores avancos no tratamento da AR, onde a imagem
determina se os agentes individuais ou regimes terapéuticos estdo modificando
favoravelmente a estrutura das articulacdes acometidas (Hunter e Conaghan, 2006). A
radiografia convencional € insensivel as alteracdes precoces, mas permanece como padrio-
ouro para avaliar a progressao estrutural na AR ao longo do tempo (Hunter e Conaghan, 2006;

Larsen,1995).

2.3.3 Fatores de risco

H4 um consenso geral de que a AR é uma doenga multifatorial, resultando da
interacdo de fatores genéticos e ambientais associados a doenca. Entre eles estdo: fatores
genéticos (incidéncia e prevaléncia em populagdes e grupos étnicos), idade e género
(incidénciacia de AR maior em mulheres que homens, de 2:1 a 3:1), fumo (associa¢do dose
dependente), fatores socioecondmicos (influenciam o curso e o desfecho), agentes infecciosos
(estudos com Epstein Barr, rubéola), fatores hormonais (maior ocorréncia em mulheres),

nutricionais, etnia e raga (Alamanos e Drosos, 2005).

2.3.4 Marcadores

Os marcadores de AR podem ser divididos em especificos da doenga, nos marcadores

inflamatodrios e nos especificos do tecido afetado (tabela 1).
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2.3.4.1 Marcadores especificos da doenca

2.3.4.1.1 Fator reumato6ide

-

E o tnico auto-anticorpo incluido entre os critérios diagndsticos. Seu valor como
preditor de severidade de AR (Genevay et al.,, 2002), bem como ferramenta para avaliar a
atividade da doenca (Wollheim, 1996), € controverso.

Estudo realizado por Bas S e colaboradores afirma que esse marcador € util na pratica
clinica devido a sua boa sensibilidade (75% IC = 68% a 81%) e como marcador de lesdo
radioldgica severa, principalmente em pacientes com tempo de doenca superior a 12 anos
(Bas et al., 2002).

Scott situa o fator reumatéide (FR) como fator prognéstico de AR mais consistente,
com o subtipo IgA com melhor valor preditivo. Associado a presenca de anticorpos anti-
queratina ou anti-filagrina aumenta o valor de predicdo. A combinacdo de marcadores

genéticos ao FR ndo melhoraria o valor preditivo, permanecendo inconclusivo (Scott, 2000).

2.3.4.1.2 Anticorpos antifilagrina

O antigeno alvo identificado é uma pro-filagrina, abundante no epitélio bucal. A
presenca de anticorpos anti-filagrina (AFA) (anticorpos anti-queratina (AKA), anticorpos
anti-fator perinuclear (FAP)) estdo relacionados a pior progndstico e progressdo radiolégica
ao longo do tempo em estudos de acompanhamento por periodos superiores a 8 anos
(Wollheim,1996; Genevay et al., 2002; Bas et al., 2002). Os isotipos dominantes sdo 1gG e
IgA (Wollheim, 1996).

Os auto-anticorpos AFA, AKA e FAP se ligam a determinantes antigé€nicos que
contém um aminodcido citrulina (Schellekens et al.,, 1998) formado por modificacdo pds-
transcricional de residuos arginina pela aginina-peptidil desaminase (Tarcsa et al.,1996). Para
detectar esses auto-anticorpos, Schellekens e colaboradores desenvolveram um teste
imunoenzimdtico (ELISA), usando como antigeno uma variante ciclica do peptideo

citrulinado (CCP), peptideo esse derivado de uma seqiiéncia de filagrina humana (Schellekens
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et al.,1998). Em estudo posterior, 0 mesmo grupo mostrou que os anticorpos anti-CCP
(ELISA) eram extremamente especificos (98%) com sensibilidade razoavel (68%)
(Schellekens et al., 2000).

A sensibilidade de anticorpos anti-CCP na AR foi de 62% e especificidade de 97%
em estudo realizado por Silveira IG (tese de doutorado). Nesse mesmo estudo foi observada
sensilidade de 64% para o fator reumatdide (RF) e especificidade de 90%. Quando os
pacientes apresentavam positividade para ambos os testes a sensibilidade observada foi de

71% e especificidade de 99% (Silveira, 2005).

Tabela 1 - Alguns marcadores bioldgicos de possivel uso na avaliacao da atividade da
doenca na artrite reumatéide.

Tipo Fonte Marcadores
Linfécitos F‘ator‘reumatéide, anticorpos anti-
Especificos a doenga filagrina, anti-A2/RA33
Genéticos HLA DRBI, estado de sulfoxidacao
Proteina C reativa (CRP), seromucdide
Proteinas de fase aguda (alfal-glicoproteina 4cida),

haptoglobina, etc.

Interleucina-1 (IL-1), Fator de necrose

tumoral alfa (TNFa), Interleucina-6
Inflamatorios Citocinas/inibidores (IL-6), Interleucina-8 (IL-8), Receptor

de Interleucina-2 (IL-2R), Receptor

Antagonista de Interleucina-1 (IL-1RA)

Moléculas de adesao s1CAM-1,sVCAM-1
. L. Lactoferrina, citidina deaminase,
Ativacdo de granuldcitos .
calprotectina
Sindvia PIIINP, Neopterina, Ac. Hialur6nico

Epitopos do Agrecan, Fragmentos de
Cartilagem colageno tipo 11, COMP, Proteina da

Tecido-Especificos Matriz da Cartilagem (CMP)

Osteocalcina, Sialoproteina Ossea,

Osso Fragmentos de Coldgeno I

Adaptado de Wollheim,1996.
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2.3.4.2 Marcadores genéticos

Virios estudos confirmam uma forte associagdo entre susceptibilidade a doenca e a
presenca de uma seqiiéncia de aminodcidos conservada na regido hipervaridvel do alelo
DRBI1 suportando a hipétese do epitopo compartilhado. A presenga de uma lisina na posicao
71 na terceira regido hipervaridvel do DRB1 estd associada com FR positivo e doenca
progressiva, enquanto uma arginina na mesma posicao estd associada com soronegatividade e
doenca menos agressiva (Wollheim, 1996).

AR € uma doenca genética complexa comum, e, apesar do elemento genético
significativo, nenhum gene além do HLA-DRB1 mostrou-se claramente envolvido na doenca

(Newton et al., 2004; Wassmuth e Wagner, 2002).

2.3.4.3 Marcadores inflamatorios

A conexdo entre inflamacdo e o desenvolvimento de destruig@o articular ndo esta claro
em pacientes com artrite reumatdide e outras artropatias (Fex et al., 1996). A hipotese de que
inflamacdo e destruicao articular estdo estreitamente ligadas € suportada por dados recentes de
estudos de imagem por ressondncia magnética em articulacdes individuais em pacientes com
AR precoce (Wick et al., 2004). Conaghan e colaboradores demonstraram que em AR inicial
o dano dsseo ocorre proporcionalmente ao nivel da sinovite, mas ndo na sua auséncia
(Conaghan et al., 2003).

O fator de necrose tumoral alfa ¢ um mediador inflamatério critico na artrite
reumatdide, e assim, pode ser alvo de imunoterapia especifica (Elliott et al., 1994). A
associagdo entre inflamacdo e subsequente destruicao articular na AR foi questionada por van

der Berg e colaboradores (van der Berg, 2001).
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2.3.4.3.1 Proteinas de fase aguda

A proteina C reativa (PCR) é amplamente utilizada para monitorar a atividade da
doenca e resposta a terapia. Niveis que se mantém elevados de CRP mostram forte associagao
com dano articular progressivo na AR, mas seu valor preditivo nos casos individuais €
limitado (Wollheim, 1996). O tratamento com anti-TNF-¢f mostrou uma répida e sustentada

diminui¢do nas proteinas de fase aguda como a CRP (den Broeder et al., 2002).

2.3.5 COMP em AR

A COMP apresenta-se elevada no soro e liquido sinovial no inicio da AR rapidamente
progressiva e, ao contrdrio de outras moléculas da cartilagem, apresenta uma diminui¢do com
o tempo (Forslind et al., 1992; Mansson et al.,1995; den Broeder et al., 2002). Nos casos de
AR com evolucdo mais benigna, os niveis de COMP ndo se alteram (Forslind et al., 1992).

Pacientes com AR avancada tém baixa concentracdo de COMP comparada aos
quadros iniciais. Alteragdes avancadas nas articulacdes reduzem a massa total de cartilagem
(Saxne e Heinegard, 1992). Isoladamente, niveis elevados de COMP no inicio da doenga
mostraram ser o indicador mais valioso de prognéstico desfavoravel (Mansson et al., 1995).
Entretando, den Broeder e colaboradores afirmam que os niveis de COMP também podem
predizer pequeno dano articular. Tanto o nivel inicial de COMP (basal) quanto o tratamento
com anti-TNFo estdo independentemente associados com o desfecho radiolégico. Em
pacientes com desfecho radioldgico estavel os niveis séricos de moléculas de adesdo
intercelular (SICAM-1) permaneceram baixos e ndo mudaram (den Broeder et al., 2002).

Em pacientes tratados com agentes anti-TNFo, os niveis séricos de COMP ndao mudam
a curto prazo. Permanecem estdveis durante as 2 primeiras semanas caindo significativamente
2 anos apds o inicio do tratamento (den Broeder et al., 2002) com comportamento cinético
independente de fase aguda (Forslind et al.,1992; Fex et al., 1997).

Pacientes tratados com farmacos bloqueadores do TNFq, ndo apresentaram correlacao

entre niveis séricos de COMP e CRP em nenhum momento analisado. Esse estudo apresenta a
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COMP sérica como marcador potencial para avaliacdo tecidual dos efeitos das novas
modalidades de tratamento na AR (Crnkic et al., 2003).

Pacientes com média de 11 meses do inicio dos sintomas a entrada no estudo
apresentaram niveis de COMP significativamente maiores naqueles com destrui¢cdo precoce
do quadril, comparados ao grupo mais benigno, com menos erosdo. Ainda neste estudo, o
haplétipo HLA DRBI1 foi encontrado em 8/8 pacientes com destruicao no quadril e 5/8 dos
casos mais benignos (menos erosivos). Concluiram que os niveis de COMP eram um fator
preditor com maior poder informativo de doenca agressiva do que a tipagem HLA DRB1
(Wolheim et al.,1997).

Os niveis de COMP e do marcador de inflamacdo soroamiléide A (SAA) diminuiram
significativamente (P<0,04 e P<0,01 respectivamente) apds 6 meses de tratamento com o
farmaco anti-reumdtico modificador de doenca (DMARD) leflunomida, mostrando que a
terapia com este farmaco pode causar efeitos positivos na degradacdo e inflamagdo da
cartilagem, com reducdo na SAA e no ataque enzimdtico das metaloproteinases (MMPs)

(Kullich et al., 2006).

2.4 Osteoartrite

2.4.1 Conceito

A osteoartrite (OA) € a doenca articular mais freqiiente, sendo acompanhada de dor,
perda de agilidade, restrigdes na vida profissional e privada (Kullich W et al., 2003) e
caracterizada por destruicido progressiva da cartilagem articular e concomitantes mudangas no
osso subcondral (Howel, 1986; Brandt, 1986).

O estudo de Li Xin e colaboradores aponta custos indiretos estimados em $ 10.887,00
dolares canadenses por pessoa por ano, decorrentes principalmente da baixa produtividade,
absenteismo e reducdo no nimero de horas trabalhadas (Li et al., 2006).

Entre os Estados Unidos e Europa a prevaléncia de doenca sintomdtica no joelho € de
6% e quadril 3%. Tendo em vista que a OA € uma doenga cuja prevaléncia aumenta com a

idade, sua freqiiéncia no futuro aumentard proporcionalmente ao aumento da expectativa de
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vida (Hedbom e Hiuselmann, 2002). No Brasil a prevaléncia estimada € de 4,14% (Senna et
al., 2004).

OA pode ser definida por sintomas ou patologia. A patologia da OA envolve toda a
articulacdo no processo de doenca, que inclui perda focal e progressiva da cartilagem articular
hialina com concomitantes alteragdes no osso, incluindo o desenvolvimento de osteéfitos
marginais. As estruturas dos tecidos moles e em torno da articulacdo também sdo afetadas
(Hedbom e Hiuselmann, 2002).

A OA de quadril ¢ menos comum que a de joelho, com taxas de 3-5% na populacdo
idosa (Arden e Nevitt, 2006). A prevaléncia de OA (a partir de evidéncia radiolégica)
aumenta significativamente com a idade, chegando a 68% em mulheres e 58% em homens
com idade média maior ou igual a 65 anos (Cicuttini e Spector, 1995). A taxa de incidéncia é
1,7 vezes maior em mulheres que em homens (IC 95%: 1,0-2,5) e a forma progressiva da

doenca ligeiramente maior também (RR = 1,4; IC 95%: 0,8 — 2,5) (Felson et al., 1995).

2.4.2 Diagnostico

O critério diagndstico mais amplamente utilizado é o do Colégio Americano de
Reumatologia (American College of Rheumatology — ACR) (Altman et al.,1990; Altman et al.,
1991) (Anexo B).

Atualmente a doenca é diagnosticada através de critérios clinicos radiograficos que
permitem a definicdo da doenca somente em estagios avangados (Hunter e Conaghan, 2006).
A avaliagdo radiogréifica ¢ menos adequada para o diagndstico e progressdao da OA, pelo fato
de indicar alteracOes Osseas e sO indiretamente as alteragdes na cartilagem (Bauer et al.,
2006).

Avangos recentes no diagndstico por imagem da OA tém proporcionado avaliar a
causa da dor e as razdes para a progressdao da doenca. No entanto, os ensaios clinicos que
avaliam drogas modificadoras da doenga ainda utilizam a avaliacdo radiografica padronizada
para monitorar as alteracOes na estrutura da articulacdo. A ressondncia magnética estd
evoluindo rapidamente como método de monitoramento da estrutura articular. Com o tempo

tende a tornar-se o método de referéncia (Hunter e Conaghan, 2006).
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2.4.3 Fatores de risco

Os padroes epidemioldgicos da ocorréncia da OA fornecem indicios quanto a

patogenia da doenca.

2.4.3.1 Fatores de risco sistémicos

a)

b)

c)

d)

€)

Idade e género: aumento do risco relacionado a idade € visto em todas as articulacdes em
que ocorre OA (Arden e Nevitt, 2006). A prevaléncia de OA € maior em mulheres que em
homens (Felson et al., 1995)

Hormonios sexuais: aumento da incidéncia de OA em mulheres apds a menopausa.
Sessenta e quatro por cento (64 %) (Silman e Newman, 1996) das mulheres estudadas
tiveram o inicio dos sintomas na fase perimenopdusica ou dentro de 5 anos do inicio da
menopausa ou apos histerectomia (Nadkar et al., 1999).

Osteoporose e densidade mineral Jssea: estudos populacionais transversais tém
estabelecido que mulheres com OA de quadril ou joelho tém maior densidade mineral
dssea em sitios esqueléticos tanto proximos quanto distantes da articulacio com OA. A
relacdo entre status esquelético e OA € complexa e difere quanto ao papel no inicio e
curso de OA (Arden e Nevitt, 2006).

Etnicidade e raca: taxa de OA similar entre caucasianos e afroamericanos (Arden e
Nevitt, 2006).

Genética: multiplos genes estariam ligados a susceptibilidade a OA com influéncia
importante na expressao da doenga (Arden e Nevitt, 2006).

Nutrigcdo: a susceptibilidade a OA aumentaria com danos oxidativos a cartilagem e outros
tecidos articulares causados por radicais livres produzidos por condrécitos. Um aumento
de antioxidantes na dieta, como vitaminas C e E poderiam ter efeito protetor na OA

(Arden e Nevitt, 2006).
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2.4.3.2 Fatores de risco mecdnicos

a) Obesidade: ¢ o maior e melhor estabelecido fator de risco a OA de joelho. Precede o
desenvolvimento de OA no joelho em muitos anos. A perda de peso reduz o risco de
subseqiiente desenvolvimento de OA no joelho (Szoeke et al., 2006).

b) Dano agudo e carga articular repetitiva: fraturas e deslocamentos conferem um risco
muito alto de desenvolver OA posteriormente na articulacdo lesionada (Lequesne et al.,
1997).

¢) Deformidade articular: anormalidades congénitas que resultem em distribuicdo anormal
de carga nas articulagdes aumentam o risco de desenvolver OA na articulacdo afetada
(Arden e Nevitt, 2006).

d) Resisténcia muscular e fraqueza: maior for¢a de contracio muscular aumenta a carga
articular durante a atividade (Arden e Nevitt, 2006). A prética de alguns esportes de
campo como futebol, rugbi e esportes com raquetes (nivel dependente) podem ser causa

de OA, principalmente em quadril e joelhos. (Lequesne et al., 1997).

2.4.4 Marcadores de Osteoartrite

Um dos prementes problemas na pesquisa em OA é a definicdio do marcador
molecular que facilitard a determinacdo do progndstico do paciente e a necessidade de
tratamento (Otterness et al., 2001). Um tnico marcador pode ndo ser suficiente para
estabelecer o diagndstico (Otterness et al., 2000). Os biomarcadores sdo propostos em fun¢do
da maior disponibilidade e sensibilidade em relagdo aos testes de imagem, principalmente no
diagndstico precoce e progndstico da OA (Kong et al., 2006).

Medidas de imagem tais como radiografias ou ressonincia magnética e a visualizacdo
direta através de artroscopia podem refletir o estado patolégico avangado da OA, quando
feitas em diferentes tempos, separados suficientemente entre si, normalmente 6 e 24 meses
(Otterness et al., 2001).

Os marcadores podem ser medida direta da taxa de progressio da doenca, ao
fornecerem uma avaliacio do processo metabdlico em andamento na articulagdo. Devem

oferecer uma rédpida avaliagdo da atividade da doenca. H4 um grande nimero de marcadores
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potenciais associados ao metabolismo 6sseo ou da cartilagem para o monitoramento da
osteoartrite: sulfato de queratan, neopeptideo agrecan, osteocalcina, propeptideo C do
procoldgeno tipo II, sialoproteina Gssea, ligacdes cruzadas do coldgeno tipo hidroxilisil
piridina e lisil piridina, fragmentos do colageno tipo II, e COMP. Os marcadores relacionados
a inflamacao sdo: TGF-B1, proteina C reativa ultrassensivel, receptor tipo I e I do fator de
necrose tumoral (TNF-RI e TNF-RII), IL-6, &4cido hialur6nico e proteina catidnica
eosinofilica. (Otterness et al.,, 2001; Otterness e Swindell, 2003; Kong et al., 2006). Os
biomarcadores ainda estdo sendo pesquisados e estdo em processo de validacdo apropriada

para OA quanto ao seu papel prognoéstico (Kong et al., 2006).

2.4.5 COMP em Osteoartrite

A OA € um processo generalizado, onde o aumento nos niveis séricos de COMP
reflete o hipermetabolismo de muitas articulacdes (Sipe, 1995). Niveis séricos altos
discriminam bem entre individuos com ou sem envolvimento articular (Petersson et al.,
1998a).

Pacientes com OA avancada tém concentragdes de COMP em liquido sinovial maiores
do que pacientes com AR avangada, indicando diferengas no metabolismo da cartilagem entre
esses dois grupos. (Saxne e Heinegard, 1992).

Comparando com individuos com radiografia do joelho normal, foi relatado aumento
nos niveis séricos de COMP e sialoproteina ¢ssea (BSP) em individuos com dor cronica no
joelho durante o desenvolvimento de OA (Saxne e Heinegard, 1992). Resultados similares
foram encontrados para COMP em um estudo de progressdo radiografica de OA de joelho
estabelecida. Neste estudo, os niveis de COMP eram maiores em pacientes com ultrasom
dsseo positivo (Sharif et al., 1995).

A concentragdo sérica de COMP em pacientes com OA no estudo realizado por Saxne
mostrou-se dentro da faixa normal (Saxne e Heinegard, 1992).

Virios estudos tém avaliado o nivel sérico da COMP como marcador de progressao de
OA. Sharif e colaboradores e Petersson e colaboradores ndo encontraram correlagdo entre
niveis séricos basais de COMP e subseqiiente progressaio de OA durante estudo de
seguimento de 5 anos em pacientes com OA de joelho estabelecida e durante 3 anos de

seguimento em pacientes com OA inicial de joelho. Os dois estudos mostraram, contudo, uma
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significativa correlacdo entre a mudanca (aumento) no nivel sérico da COMP durante o
primeiro ano e durante intervalo de 3 anos respectivamente (Sharif et al., 1995; Petersson et
al., 1998b).

Conrozier e colaboradores encontraram uma significativa correlagdo entre os niveis
basais de COMP e a progressao radiografica de um ano, em pacientes com OA de quadril
estabelecida (Coronzier et al., 1998).

Vilim e colaboradores observaram correlacdo entre niveis séricos de COMP e
progressdo radiogrdfica em OA de joelho. Ao contrario dos dois estudos descritos
anteriormente em OA de joelho eles ndo observaram associa¢do entre alteragdo no nivel de
COMP sérica e progressdao. Em vez disso, os niveis basais de COMP e os niveis ao final do
estudo correlacionaram-se fortemente, indicando que a COMP pode distinguir pacientes que

terdo progressao daqueles que ndo progredirdao (Vilim et al., 2002)

2.5 Aterosclerose e Infarto Agudo do Miocardio

2.5.1 Fatores de risco do infarto agudo do miocdrdio

O infarto agudo do miocardio (IAM) € causado por obstru¢do de um ramo corondrio
por trombo (Downey e Cohen, 2006).

As doengas cardiovasculares sdo a causa mais comum de morte no mundo em homens
e mulheres, onde a doenga arterial coronariana (CAD) e derrame s@o as principais. O Brasil
estd passando por uma fase de transicdo, em que doencas degenerativas e infecciosas estdo
diminuindo, e doencas cardiovasculares tais como hipertensdo, derrame e cardiomiopatia
hipertensiva estao predominando em varias regides do pais. (Piegas et al., 2003).

O inicio da CAD e sua progressdo a IAM estd associada a presenca de fatores de
risco. A avaliacdo de fatores de risco para IAM no Brasil foi realizada no estudo AFIRMAR
(“Acute Myocardial Infarction Risk Factor Assessment in Brazil”). O estudo prospectivo foi
desenvolvido entre outubro de 1997 e novembro de 2000 com a participacdo de 104 hospitais
em 51 cidades (Piegas et al., 2003). Os fatores de risco independentes para IAM estdo

apontados na tabela 2.
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Tabela 2 - Fatores de risco independentes para infarto agudo do miocardio.

Fator de risco Exposicao Odds Ratio (OR)
Fumo > 5 cigarros por dia 4,90
< 5 cigarros por dia 2,07
Glicose > 126 mg/dL 2,82
Diabetes Mellitus 1,70
Perimetro cintura/quadril >0,94 2,45
0,90 a 0,94 1,52
Histéria familiar de CAD 2,29
100 a 120 mg/dL 2,10
LDL colesterol > 120 mg/ dLg 175
Hipertensado 2,09
Ingesta de dlcool até 2 dias por semana 0,75
3 — 7 dias por semana 0,60
Renda familiar R$600,00 a R$1.200,00 e educagio )9
superior ’
> R$1.200,00 e educagio superior 0,68

Adaptado de Piegas et al., 2003.

Os fatores de risco independentes no Brasil mostraram um padrdo de distribui¢dao
convencional (fumo, diabetes e obesidade central entre outros) com diferentes graus de
associacdo. Muitos desses fatores sdo de facil prevengao através de implantacdo de adequadas

politicas de satde (Piegas et al., 2003).

2.5.2 Patobiologia da matriz extracelular do tecido cardiaco

Em torno de 75% das células do coracdo sauddvel sdao ndo miociticas, o que inclui
fibroblastos (correspondem a 90 a 95% do total de células ndo miociticas). As células do
miocdrdio sdo sustentadas por uma matriz consistindo de uma rede de fibras
macromoleculares em uma organiza¢do tridimensional complexa que determina a integridade
estrutural e funcional do coracdo (Jugdutt, 2003a; Jugdutt, 2003b). O coldgeno € a principal
proteina estrutural da matriz. Dos muitos tipos de coldgeno existentes no tecido cardiaco, os
principais sdo os colagenos tipos I (aproximadamente 85% do total) e III (aproximadamente
11% do total), proteoglicanas e glicoproteinas (Jugdutt, 2003a; Radovan et al., 2006).

Em modelo animal, a isquemia do miocérdio induzida por oclusdo da artéria corondria
com subseqiiente infarto do miocardio leva a remodelagem morfolégica e bioquimica do

musculo cardiaco. Essas mudancas estdo localizadas tanto no compartimento miofibrilar
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quanto na matriz extracelular. O remodelamento apds o infarto do miocardio € um processo

complexo ainda em estudo (Radovan et al., 2000).

2.5.3 Formacdo da placa aterosclerotica

z

A doenca vascular aterosclerética € um processo difuso e progressivo com
apresentacao clinica e distribuicdo varidvel que depende da circulagdo regional envolvida. Os
fatores que podem influenciar essas diferengas incluem tamanho e estrutura da artéria afetada,
fluxo regional e local, alteracdes na microcirculacdo e dano final no 6rgao (Faxon et al,
2004).

Fundamentalmente, o processo de inflamacdo regula a aterosclerose (Libby, 2002;
Hansson, 2005). Particularmente, o macréfago emerge como mediador celular chave da
inflamac¢do no ateroma, e participa em todas as fases da aterogénese, incluindo inicio da lesdo,
progressdo e complicacdo. Inicialmente recrutadas a parede arterial como mondcitos, essas
células transforman-se em macrofagos teciduais. Uma vez residentes, os macréfagos ingerem
lipoproteinas oxidadas via receptor faxineiro multiligante, CD36 (‘“‘scavenger”),
transformando-se em células espumosas, contribuindo para a expansdo do ateroma. Alguns
macrofagos podem morrer dentro do ateroma via necrose e/ou apoptose, levando ao
desenvolvimento de um core lipidico paucicelular (Febbraio et al., 2001; Libby, 2002). Apds
a fagocitose dos lipidios, os macréfagos secretam proteases como catepsinas €
metaloproteinases que podem degradar a matriz extracelular comprometendo a capa fibrosa.
Os macréfagos também secretam vérias espécies reativas de oxigénio (por exemplo, produtos
das NAD[P]H oxidases ou mieloperoxidases), que podem modificar as lipoproteinas (Figura

5) (Libby, 2002).
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Figura 5 - Estdgios do desenvolvimento de uma placa aterosclerdtica.

Primeiro, o LDL penetra no subendotélio e € oxidado por macréfagos e células musculares
lisas (1 e 2). A liberacdo de fatores de crescimento e citocinas atrai mondcitos adicionais (3 e
4). O acdamulo de células espumosas e a proliferacdo das células musculares lisas resulta no
crescimento da placa (6,7 e 8).

Adaptado de Faxon et al., 2004.

A camada intima em adultos humanos geralmente contém células musculares lisas
dispersas dentro da matriz extracelular da intima. A lamina interna eldstica forma a barreira
entre a tdinica intima e a tunica média. Esta consiste de miultiplas camadas de células
musculares lisas, muito mais finamente acomodadas que na intima difusamente espessa, e
embebida em uma matriz rica em elastina bem como em coldgeno. No inicio da aterogénese,
ha o recrutamento de células inflamatdrias (Libby, 2002).

Hé a formagdo de um core rico em lipidios, com o aumento da artéria em direcao
abluminal para acomodar a expansdo da intima. Se as condi¢des inflamatérias prevalecem e
os fatores de risco como dislipidemia persistem, o core lipidico pode crescer, e proteinases
secretadas pelos leucdcitos ativados podem degradar a matriz extracelular, enquanto citocinas
pré-inflamatérias como o IFN-y podem limitar a sintese de novo coldgeno. Essas mudangas
podem afinar a capa fibrosa e deixa-la fridvel e suscetivel a ruptura. Quando a placa rompe, o
sangue coagula em contato com o fator tecidual. As plaquetas ativadas pela trombina geradas
da cascata da coagulagdo e pelo contato com o compartimento da intima levam a formagao de

trombo. Se o trombo oclui o vaso ocorre o infarto agudo do miocardio (Figura 6) (Libby,
2002).



48

intima Média

Células musculares lisas

Endotélio

Artéria o
normal N

Ateroma precoce g 1 .
[eve @

A \ '._A \ §
Placa estabilizada Cicatrizagéo da L
- pequeno pool lipidico placa rompida f L’ ) Artéria
-capa fibrosa grossa «redugéo do limen (\/ .
/ « limen estreito « intima fibrosa \ coronaria

Adventicia

L3

« intima fibrosa / — ) esquerda

Artéria £

—_—> coronria | Infarto agudo
Placa vulneravel o do miocardio
- capa fibrosa fina direita N
- grande pool lipidico
- muitas células in / Trombose

flamatorias em uma
Capa fibrosa placa rompida

Figura 6 - Esquema da evolu¢do de um ateroma.
Adaptado de Libby, 2002.

O receptor CD36, importante no processo aterogénico, foi identificado como uma
glicoproteina de membrana de plaquetas, até ser identificado como receptor para a
trombospondina-1 (TSP-1) (Adams, 1995). Desde entdo, o CD36 tem sido implicado em
multiplos processos biologicos que o definem como um receptor multiligante. Em termos
gerais, suas funcgdes sdo estabelecidas como aquelas que executam com ou sem TSP-1, mas
provavelmente esse receptor ligue outras proteinas, integrinas, proteinas do citoesqueleto e
moléculas sinalizadoras em suas diversas fun¢des (Febbraio et al., 2001).

O sitio de ligacdo da TSP-1 no CD36 estd contido dentro de uma seqii€ncia altamente
conservada nos membros da familia CD36. A repeticao tipo I da TSP-1 (figura 1) é o dominio
que contém a seqiiéncia que liga ao receptor CD36, também encontrada em muitas outras

proteinas (Febbraio et al., 2001), mas ausente na COMP.
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2.5.4 Cicatrizagdo do infarto

O miocérdio contém aproximadamente 20 milhdes de cardiomidcitos por grama de
tecido. Para causar faléncia cardiaca, um infarto necessita matar aproximadamente 25% do
ventriculo. Desse modo, o déficit na faléncia cardiaca induzida pelo infarto € da ordem de um
bilhdo de cardiomidcitos (Murry et al., 2006).

Ap6s a morte de cardiomidcitos, hd uma reacdo inflamatéria no primeiro dia apds o
infarto do miocardio (Willems et al., 1994) com migra¢do de neutréfilos e posteriormente de
mondcitos provenientes da circulagdo (Murry et al., 2006). As células estdo presentes 40
minutos apds a oclusdo coronariana experimental e hd significativa degradacdo do coldgeno
em 24 horas em modelo animal (ratos) (Willems et al.,1994). A expressdo de TNF-a, IL-1f3,
IL-6, TGF-B1 e TGF-B3 aumentam duas vezes em aproximadamente uma semana apds o
infarto (Yue et al., 1998). O aumento no nivel de citocinas estd relacionado a subseqiiente
deposicdo de colagenos tipo I e III, e o TGF-3 parece ter um papel ativo na regulagdo da
deposicdo de coldgeno (Deten et al., 2001).

Os processos de reparo do infarto do miocédrdio e de cicatrizacdo de ferimentos t€ém
muitos componentes comuns. Durante a fase proliferativa da cicatrizagdo, macréfagos
acumulam-se na drea infartada e regulam a formacgao do tecido, a vascularizacdo, liberacao de
fatores de crescimento, mediadores angiogé€nicos e proteases. Os macréfagos também estdo
envolvidos na supressdo da injiria inflamatdria, protecdo de midcitos e regeneracdo. A
inflamacdo e a sintese de coldgeno sdo importantes passos que afetam o reparo cardiaco apds
o infarto do miocardio. Pacientes infartados tratados com drogas antiinflamatorias apresentam
aumento na incidéncia de expansdo do miocdrdio, ruptura e morte (Leor et al., 2006)

Parte do processo de remodelamento apds o infarto do miocardio também envolve
a regeneracdo dos componentes perdidos do miocérdio, vasos sanguineos e componentes
celulares como os midcitos. O processo de remodelamento do ventriculo esquerdo é complexo
e dependente do tempo. O coracdo pode regenerar alguns desses componentes
espontaneamente e promover um remodelamento favordvel (Anversa e Nadal-Cinard, 2002;
Jugdutt, 2003a).

A estrutura normal do coldgeno desaparece durante a primeira semana apds o infarto.
A extensdo do dano ao coldgeno relaciona-se ao grau de extensdo do infarto (Whittaker et

al.,1991). As células inflamatodrias liberam proteases e contribuem para a remocao do tecido
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necrético. Os miofibroblastos promovem a reconstru¢do da nova rede de coldgeno. As acdes
dos miofibroblastos sdo sistemdticas e essenciais a organizacdo da formacgdo da cicatriz,
simultaneas as contragdes ritmicas do cora¢do. Apds vdrias semanas, uma sélida cicatriz esta
formada com uma estdvel estrutura de coldgeno com pequena celularidade, mas alguns
miofibroblastos permanecem no tecido cicatrizado (Figura 7) (Willems et al., 1994).

Estudo com a ativacdo de macréfagos ex vivo tem mostrado que essas células podem
ser benéficas no estdgio inicial da cicatrizacdo do infarto, mas deletéria durante a fase tardia
da formacdo da cicatriz e remodelamento do ventriculo esquerdo. Assim, o controle da
atividade dos macré6fagos parece ser essencial para o reparo e controle da fibrose excessiva

(Leor et al., 2006).
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Figura 7 - a-c: estigios de mitose em midcitos humanos. Metédfase (a), cariocinese (b) e
citocinese (c): fluorescéncia verde (iodeto de propidio).

Fluorescéncia vermelha reflete a miosina cardiaca. (d), alteragdes no crescimento de midcitos
no infarto agudo e crénico do miocardio.

Adaptado de Anversa e Nadal-Ginard, 2002.

2.5.5 COMP em Aterosclerose
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Até o estudo de Riessen e colaboradores, dos membros da familia das
trombospondinas, somente as TSP-1 e TSP-2 haviam sido investigadas e detectadas nos
tecidos vasculares (Riessen et al., 2001).

Originalmente, a TSP-1 foi isolada de alfa granulos de plaquetas. Estudos posteriores
revelaram que ela também estava expressa em uma série de outros tipos celulares, incluindo
células musculares lisas, células endoteliais, fibroblastos e macréfagos (Lahav 1993), artérias
humanas ateroscleréticas e restendticas (Riessen et al.,1998). Apds dano experimental em
artérias, o mRNA da TSP-1 foi regulado positivamente dentro de horas (Miano et al., 1993).
A TSP-2 ¢ similar a TSP-1 estruturalmente (figuras 1 e 2), com evidéncia de expressdo in
vivo em células endoteliais de vasos sanguineos normais bem como em células musculares
lisas de artérias aterosclerdticas (Reed et al., 1995).

Riessen e colaboradores mostraram que o quinto membro da familia das
trombospondinas, COMP, ¢ um componente da parede arterial humana, e produzida
predominantemente por células musculares lisas. A técnica de imunohistoquimica revelou a
COMP como um componente da parede arterial humana aterosclerética e restendtica
localizada em estreita proximidade as células musculares lisas e ndo na matriz extracelular
livre. A expressdao em células endoteliais foi abaixo do limiar de deteccdo (figura 8) (Riessen
et al.,2001). A expressdo do mRNA da COMP foi estimulada in vitro com soro ou TGF-$1 e
3, enquanto a maior expressdao da TSP-1 e 2 foi em meio livre de soro ndo aumentada por
fatores de crescimento. A COMP e a TSP-1 diferiram funcionalmente nos ensaios de ataque e
migracdo celular. As células musculares lisas ligaram-se as superficies cobertas com COMP e
entdo cobriram e organizaram as fibras de estresse. A ligacdo foi similar ao ataque a
fibronectina em termos de morfologia celular. O estudo demonstrou que a COMP pode
facilitar a migracdo das células musculares lisas tanto na camada média normal quanto na
parede aterosclerética primdria, diferindo em distribuicdo e propriedades funcionais em

relacdo a TSP-1. (Riessen et al., 2001).
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Figura 8 - Imunocoloracao de uma artéria mamadria interna.

A) COMP/TSP-5 indicada pela presenca da coloracdo marrom do cromogénio. B) Controle
negativo utilizando soro controle preimune (COMP/TSP-5) (barra = 50 wm).

Adaptado de Riessen et al., 2001.
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3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A) Os marcadores sorolégicos disponiveis para o acompanhamento de pacientes com
AR e OA ndo sdo de aceitacdo uniforme. A literatura recente tem sugerido a COMP como
marcador de atividade de doenca nestas duas entidades reumatoldgicas. A COMP, como

membro da familia das trombospondinas, € pouco estudada nestas circunstancias.

B) A COMP é uma proteina da matriz extracelular cuja fungdo é desconhecida. E
expressa no musculo liso de artérias e em células de varios tecidos, incluindo células
mesenquimais da derme. Até o momento ndo foi possivel identificar a origem tecidual do
biomarcador, impedindo uma honesta interpretacdo dos niveis séricos de COMP na avaliagcdo
da doenca articular. E ainda desconhecida a contribuicdo das diferentes linhagens celulares

para o resultante nivel sérico da proteina.

C) Na década passada, a pesquisa por marcadores plasmaticos de remodelamento
adverso do miocardio pds-IAM foi intensificada. Um marcador plasmatico capaz de

identificar o risco de remodelamento adverso pode trazer beneficios a estes pacientes.

D) A COMP € uma proteina conservada durante a evolucdo. Ha interesse na
investigacdo do seu nivel sérico em situagdo clinicas variadas. A avaliagdo dos niveis séricos
de COMP em doengas reumaticas, e sua eventual associacdo com estas entidades, poderd
fornecer dados relevantes na compreensdo do comportamento biologico da proteina. As
evidéncias apontando para a importancia da preservacdo da matriz extracelular durante a
cicatrizagdo pds-IAM reforcam o estudo dessa proteina de matriz extracelular também nesse

grupo de pacientes.
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3.1 HIPOTESE

3.1.1 Hipotese Conceitual

Alteragdes nos niveis séricos de COMP, se existentes, se associam a presenca de

doencgas reumdticas mais prevalentes (AR, OA) e de IAM.

3.1.2 Hipotese operacional

Alteragdes nos niveis séricos de COMP, se existentes, ndo se associam a presenca de

doengas reumdticas mais prevalentes (AR, OA) e de IAM.
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4 OBJETIVO

Verificar se niveis séricos de COMP, quando alterados, se associam a presenca de

doencgas reumdticas prevalentes (AR, OA) e de IAM.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento do Estudo

Caracteristica do estudo: estudo de caso-controles.

Varidvel principal (fator de exposigcdo): proteina oligomérica da matriz da cartilagem

(COMP).

Desfechos: doenca reumatica prevalente (AR/OA), IAM.

5.2 Populacao

O estudo foi realizado no Hospital Sdo Lucas da PUCRS. A populacdo foi selecionada
através da inclusdo de pacientes com diagndstico de AR, OA e IAM, além de individuos

sauddveis doadores de sangue.

5.2.1 Caracteristicas da Populagdo

Foram selecionados 63 pacientes com diagnéstico confirmado de AR e 40 pacientes
com diagndstico de OA cadastrados no estudo “Probabilidade de artrite reumatdide a partir da
testagem para fator reumatdide e anticorpos antipeptideo citrulinado ciclico” com amostras
disponiveis mantidas em condicdes adequadas de armazenagem.

Para avaliacdo do perfil da COMP em infarto agudo do miocdrdio (IAM) foram
selecionados 66 pacientes com diagndstico confirmado, cadastrados no estudo “Anticorpos
antibeta2-glicoproteina I como fator de risco para infarto agudo do miocardio” com amostras

biolégicas disponiveis em condi¢des adequadas de armazenagem.
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A populacdio de controles normais foi constituida de 100 individuos saudéveis
doadores de sangue do Banco de Sangue do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Os doadores de
sangue com idade igual ou superior a 40 anos foram alocados consecutivamente. Os dados
foram obtidos através do questiondrio de pré-triagem (Anexo C) e base de dados (Anexo D).
No momento da entrevista, o médico hemoterapeuta incluiu anamnese referente a presenca ou
histéria de doencas reumdticas articulares e nao articulares e/ou presenga de doenca
coronariana. Os doadores com anamnese positiva foram excluidos. Os doadores de sangue
tiveram um tempo de espera minimo de 30 minutos até a coleta da aliquota se sangue para

analise.

5.2.2 Critérios de Inclusdo e Exclusao

Os critérios de inclusdo foram os seguintes:

Artrite Reumatoéide

- adultos com idade igual ou acima de 18 anos;

- 0 diagndstico de AR ocorreu no minimo 6 meses antes da entrada no estudo;

- pacientes com diagndstico clinico de AR (Anexo A: Critérios de Classificacdo da

artrite reumatdide do Colégio Americano de Reumatologia de 1988) (Arnett et.al., 1988).

Osteoartrite

- pacientes com diagndstico clinico de OA (Anexo B: Critérios de classificagdo de
osteoartrite do Colégio Americano de Reumatologia de 1990 e 1991) (Altman R et.al., 1990;
Altman et.al., 1991).

Infarto Agudo do Miocérdio

- 0 diagnostico de infarto agudo do miocdrdio foi realizado por cardiologistas com
base na histéria clinica, alteragdes eletrocardiograficas e testes laboratoriais confirmando
necrose do miocardio (Seventh Report of the Joint National Commitee on the Prevention,
Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Pressure - INC7, 2003).

- pacientes maiores de 16 anos com infarto agudo do miocédrdio, que foram admitidos

no Hospital Sdo Lucas da PUCRS nos primeiros 7 dias do inicio dos sintomas.
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Grupo-Controle

- doadores de sangue (aptos) do Banco de Sangue do Hospital Sao Lucas da PUCRS
(Anexo C: questiondrio pré-triagem clinica para doagdo de sangue).

- sem queixas reumdticas ou cardiovasculares (anamnese realizada pelo médico

hemoterapeuta durante a entrevista pré-doacao).

Os critérios de exclusdo consistiram de:

- amostras séricas com indicios de contamina¢ao bacteriana ou fingica;

Artrite Reumatdide/Osteoartrite

- pacientes com outra doencga do tecido conjuntivo que ndo AR ou OA;

Infarto Agudo do Miocérdio

- endocardite infecciosa;

- neoplasias (atuais ou passadas);

- infec¢d@o pelo virus da imunodeficiéncia humana ou Treponema pallidum;

- presenca de trombose de causa hereditaria conhecida;

- diagnostico prévio de sindrome do anticorpo antifosfolipidio ou outra doenca do

tecido conjuntivo.

Grupo Controle
- queixa reumdtica e/ou cardiovascular;

- idade inferior a 40 anos.

5.3 Local

O presente estudo foi realizado a partir da coleta de dados e amostras de individuos
sauddveis, doadores de sangue do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, e da andlise das fichas

clinicas e materiais de biobancos autorizados dos seguintes pesquisadores:
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- Profa. Dra. Inés Guimaraes da Silveira: “Probabilidade de artrite reumatéide a partir
da testagem para fator reumatdide e anticorpos antipeptideo citrulinado ciclico”. Individuos
com diagndstico de artrite reumatdide e artrite.

- Prof. Dr. Henrique Staub: “Anticorpos antibeta2-glicoproteina I como fator de risco
para infarto agudo do miocédrdio”. Individuos com diagndstico de infarto agudo do miocérdio.

Os termos de autorizacdo dos pesquisadores e procedimentos relacionados a
utilizacdo de dados e material biolégico foram apresentados no projeto de pesquisa aprovado
pela Comissdao Coordenadora do Programa de P6s-Graduagdo em Medicina e Ciéncias da

Saude (Anexo E) e pelo CEP-PUCRS oficio 923/05 (Anexo F).

5.4 Periodo de Tempo

A coleta de dados do estudo teve duragdo total de 8 meses.

O periodo de inclusdo dos pacientes com AR e OA transcorreu no periodo de 15 de
abril até 15 de outubro de 2003. O material biolégico foi mantido em biobanco a -70° C (sem
ciclos de congelamento e descongelamento).

O periodo de inclusdo dos pacientes com infarto agudo do miocédrdio foi de julho de
2001 a agosto de 2002. O material biolégico foi mantido em biobanco a -70° C (sem ciclos de
congelamento e descongelamento).

O periodo de coleta de dados e amostras de doadores de sangue aptos a doagdo foi
de 1° de outubro a 27 de dezembro de 2005. O material foi mantido em biobanco a -20° C até

o momento da dosagem (tempo inferior a 6 meses apds a coleta da amostra).

5.5 Metodologia

5.5.1 Dosagem da COMP

A testagem da COMP/TSP-5 foi realizada utilizando o sistema COMP ELISA
AnaMar™ (Uppsala, Suécia) utilizando-se agitador IKA-Schiittler MTS (Alemanha),
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lavadora ELX50 (Biotek Instruments Inc., EUA) e leitora de microplacas ELX800 (Biotek
Instruments Inc., EUA).

O sistema COMP ELISA AnaMar™ ¢ um imunoensaio em fase s6lida baseado na
técnica de sanduiche direto em que dois anticorpos monoclonais sdo dirigidos contra
determinantes antigénicos separados na molécula da COMP. Durante a incubagdo, a COMP
na amostra reage com os anticorpos anti-COMP marcados com peroxidase e anticorpos anti-
COMP ligados a placa de microtitulagdo. Um utnico passo de lavagem remove os anticorpos
marcados com enzima ndo ligados. O conjugado ligado € detectado por uma reacdo com
3,37,5,5 tetrametilbenzidina. Esta reacdo € bloqueada pela adicdo de um &4cido dando um
ponto final colorimétrico lido espectrofotometricamente a 450 nm. O limite de detec¢do do
sistema utilizado € < 0,1 U/L e o coeficiente de variacdo interensaio < 5%. A andlise foi
realizada conforme instru¢gdes do fabricante com curvas de calibracdo (padroes de COMP
humana) e dois soros controle incluidos em cada microplaca. Efeito gancho para altas doses

(High Hook Effect) nao foi descrito até 200 U/L (AnaMar Medical ™ , 2004).

Performance da COMP/TSP-5 proposta pelo fabricante (AnaMar Medical™)

Valores esperados em doadores de sangue

78 -
72 | n=256
female=117, 20-73 years
66 | male=139, 19-73 years
, 60 1 x=10,6
54 median = 10,4

95th % = 15,1

4 ] 8 10 12 14 16 18 20
COMP U/I

Figura 9 - Curva de distribui¢ao normal dos doadores de sangue avaliados por AnaMar™
(AnaMar Medical ™ | 2004).
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5.6 Controle do Erro Sistematico

5.6.1 Vieses de selecdo

O controle dos vieses de selecdo foi efetuado pela estrita definicio de casos pelos
pesquisadores colaboradores quanto aos critérios diagndsticos de AR, OA ou IAM. O grupo-
controle foi entrevistado e selecionado pela equipe (3 hemoterapeutas envolvidos) do Servigo
de Hemoterapia do Banco de Sangue do Hospital Sdo Lucas atenta a anamnese especial de
exclusdo para o estudo. Tanto casos quanto controles provenientes do mesmo centro tercidrio.

A utilizacdo de amostras de biobanco é sabidamente uma fonte de erro pontencial. No
entando, os biobancos e bases de dados que originaram os grupos casos foram montados

cuidadosamente pelas equipes envolvidas e as amostras armazenadas adequadamente.

5.6.2 Vieses de afericdo

Os vieses de afericao foram evitados, a principio, a partir da selecdo de casos com
desfecho bem definido e amostras armazenadas adequadamente. Dessa forma, ndao houve
problemas de memorizacao (“recall’”’). Os controles foram selecionados consecutivamente
dentro de procedimento padrao por equipe técnica capacitada.

Os cuidados com a armazenagem e selecdo de amostras (sem evidéncias de hemdlise,
lipemia, ictericia ou contaminacdo bacteriana) contribuiram para a fidedignidade das dosagens
da COMP.

As anélises foram realizadas conforme instru¢des do fabricante, com realizacdo de
curva de calibracdo em duplicata a cada bateria realizada. Soros controles de dois niveis (alto
e baixo) foram corridos também a cada bateria para validar e monitorar o coeficiente de

variacdo interensaio.
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5.6.3 Vieses de confusdo

Os vieses de confusdo foram evitados pelo delineamento (estudo de caso-controles) de
acordo com o objetivo proposto pelo estudo e andlise estatistica adequada.
A abordagem da influéncia da cinética da COMP bem como de possiveis interferentes

analiticos sera feita na discussdo.

5.7 Analise Estatistica

Os dados continuos foram descritos por média e desvio-padrio, enquanto que para as
varidveis categoricas foi utilizada a freqiiéncia absoluta e o percentual.

Para as comparagOes das varidveis quantitativas com distribuicdo gaussiana entre mais
de 2 grupos usou-se andlise de variancia (ANOVA) e, aquelas envolvendo somente dois
grupos optou-se pelo teste ¢ de Student. Para a avaliacdo do efeito de confusdo de idade/sexo e
obten¢do de médias ajustadas da COMP para esses fatores, usamos um modelo de andlise de
covariancia seguido de teste de post hoc de Sidak para localizacdo de diferencas.

Para avaliar o desempenho diagndstico dos testes foram calculados os likelihood ratio
(razdo de verossimilhanga) e seus respectivos intervalos de confianca de 95%. Em situacdes
nas quais ndo foi possivel obter-se o LR devido a frequéncias nulas, foi utilizada a anotacdo
“nd” (n2o determindvel). A tabela 3 mostra os critérios de interpretacdo dos LR utilizada no

estudo.
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Tabela 3 - Forca relativa do likelihood ratio (razao de verossimilhanca).

Likelihood ratio ~
" - Interpretacio
10 <0,1 Grande variacdo do pré-teste para o pds teste.
5al0 0,1 20,2 Moderada variacdo do pré-teste para o pds-teste.
2as 0,2a0,5 Pequena, mas algumas vezes importante, variacdo na
probabilidade.
la2 0,5al Pequena, raramente importante, variagdo na probabilidade.
1 1 Probabilidade pré-teste = probabilidade pds teste.

Adaptado de Deeks e Altman, 2004.

O nivel de significancia adotado foi de alfa = 0,05. Foram utilizados os programas
MEDCALC for Windows (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium) e SPSS for Windows,
versdao 11.5 (SPSS Inc., Chicago, EUA) para a execucdo da andlise dos dados.

A forca de associacdo entre niveis de COMP e doengca reumdtica (artrite ou
osteoartrite) e infarto agudo do miocardio foi avaliada através de “odds ratio” (razdo de
chances) e seus respectivos intervalos de confianca.

Abaixo (tabela 4), a escala para avaliacdo e interpretacdo da magnitude da forca de

associacdo odds ratio (OR) proposta por Hopkins utilizada em nosso estudo.

Tabela 4 - Forca de associacio do odds ratio.

Associaciao Odds Ratio (OR)
Trivial 1,0al14
Pequena 1,5a34
Moderada 3,5a8,9
Grande 9,01 a31,9
Muito Grande 32,0 a359,0
Quase Perfeita 360,0 a

Adaptado de Hopkins, 2000.

Devido ao desenho do nosso estudo e tamanho amostral, ndo avaliamos a prevaléncia

de doenca na populagdo local. A prevaléncia utilizada para o cédlculo dos valores preditivos
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estd indicada abaixo de cada tabela. A probabilidade individual (subject probability) modifica

o valor preditivo (VP).

5.8 Etica

O estudo foi realizado em conformidade com as resolucdes do Conselho Nacional de
Saiide. O projeto deste estudo foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (Oficio n°. 923/05-CEP, Anexo F)

O estudo utilizou amostras cadastradas em biobancos e os dados capturados das bases
de dados dos projetos citados e/ou revisdo de prontudrios. Tendo em vista o fato de até o
presente momento a literatura ndo indicar alteracdes na conduta médica em face dos niveis de
COMP, foi solicitada a dispensa de apresentacdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Os resultados das dosagens de COMP foram fornecidos aos pesquisadores

responsaveis pelas bases de dados, procedimento aprovado pelo CEP/PUCRS.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinico demograficas da amostra analisada

Nosso estudo compreendeu a andlise do soro de 269 individuos provenientes de
solicitagdes do ambulatério de reumatologia, emergéncia e internacdo do Hospital Sdo Lucas
da PUCRS. Os individuos saudaveis (grupo-controle) eram doadores de sangue do mesmo
hospital.

A tabela 5 demonstra que foram alocadas mais mulheres com AR e OA, enquanto a
amostra com IAM abrangeu maior nimero de individuos do sexo masculino. A amostra
reproduziu a prevaléncia das doencas estudadas entre os sexos (tabela 5).

Em nosso meio a maioria dos doadores de sangue sdo jovens. A selecdo de doadores
com idade > 40 anos foi realizada a fim de haver uma aproximacdo a faixa etdria dos grupos
casos. Pacientes com IAM e OA tiveram média de idade significativamente superior a do
grupo-controle. Nao houve diferenca significativa quando se comparou média de idade de

pacientes com AR e grupo-controle.

Tabela 5 - Caracteristicas da amostra analisada.

Grupo Sexo Feminino (n) P Idade (anos) P
Controle n = 100 45 (45%) - 4846 -
AR n =63 51 (81%) <0,05 54+14 > 0,05
OAn=40 35 (88%) <0,05 65+9 < 0,05
IAM n = 66 20 (30%) <0,05 58+10 < 0,05

n: nimero de individuos

Os dados s@o apresentados com contagem (percentual) e média + desvio padrao.
P: significancia estatistica. Teste qui quadrado.

Os valores de P referem-se aos grupos caso em relagdo ao grupo controle

AR: artrite reumaté6ide; OA: osteoartrite; ITAM: infarto agudo do miocardio.

Na andlise intragrupos, ndo houve diferenca entre as médias de idade de homens e
mulheres. Entre os grupos, as médias de idade de mulheres do grupo controle e AR diferiram

signficativamente (P<0,05) em relagdo as mulheres dos grupos OA e IAM. A média etaria dos
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homens dos grupos casos foi significativamente maior em relagdo ao grupo controle (P<0,05)
(tabela 6).

Tabela 6 - Caracteristicas da amostra analisada (média etaria por sexo).

Controle AR OA IAM
n=100 n=63 n= 40 n=66
Feminino 48+6@ 53£15@  65+8® 61£11®
Idade (anos)
Masculino 49+6 59+13®  62+14® 57+10®
P 0,54 0,19 0,54 0,12

Os dados sdo apresentados com média e média + desvio padrao.

P: significincia estatistica. Entre os grupos diagnésticos as letras indices ndo coincidentes representam
diferencas estatisticamente significativas (P< 0,05) em teste post-hoc (Tukey).

AR: artrite reumaté6ide; OA: osteoartrite; ITAM: infarto agudo do miocardio.

n: nimero de individuos

A tabela 7 estratifica tempo de doengca em pacientes com AR e OA. A maioria dos
pacientes com OA (40%) cursavam com 5-10 anos de doenga. A distribuicao desta varidvel
em pacientes com AR foi mais homogénea (aproximadamente um quarto dos pacientes para

cada estratificacdao de tempo de doenca).

Tabela 7 - Tempo de doenca nos grupos com doenca reumatica prevalente: osteoartrite
(OA) e artrite reumatoide (AR).

Tempo de doenca OAn=40 AR n =63
(anos) n’/ % % corrigido n’/ % 9o corrigido
<2 anos 10 25%) - (33,3%) 16 (25%) - (28%)
2 |—5 anos 6 (15%) - (20%) 11 (17,5%) - (19%)
5 |— 10 anos 12 (30%) - (40%) 15 (24%) - (26%)
> 10 anos 2 (5%) - (6,7%) 15 (24%) - (26%)
Sem dado disponivel 10 25%) - - 6 (9,5%) - -

Os dados s@o apresentados com contagem e percentual.

|- Indica intervalos fechados a esquerda e abertos a direita.

% corrigido: percentual corrigido tomando como base o nimero de bservacdes disponiveis.
n°: nimero de individuos

OA: osteoartrite; AR: artrite reumatéide

Entre os pacientes com IAM, somente 15,2% haviam tido infarto prévio. A presenca
de dislipidemia e tabagismo foi equitativa (cerca da metade dos pacientes). Diabete mellitus

foi diagnosticado em aproximadamente um quarto dos pacientes com IAM (tabela 8)
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Tabela 8 - Caracteristicas do grupo com infarto agudo do miocardio (IAM).

Dislipidemia Diabetes IAM prévio Tabagismo
n =66 mellitus
n° (%) n° (%) n° (%) n° (%)
Sim 31 (47,0%) 18 (27,3%) 10 (15,2%) 37 (56,1%)

Os dados sdo apresentados com contagem (n°) e percentual (%).
n: nimero de individuos.
IAM: infarto agudo do miocéardio.

6.2 Performance da COMP nos Controles Saudaveis Analisados

O teste de normalidade da COMP (Q/Q test) mostrou sobreposi¢dao de curvas entre
normal esperada e valor observado em teste de qui quadrado.
A média de COMP nos 100 controles normais doadores de sangue foi de 6,9 U/L com

desvio padrao de 3,0 (IC95%: 6,3 a 7,5) (Tabela 9) (Figura 10).

Tabela 9 - Freqiiéncia de COMP no grupo controle.

COMP (U/L) n° %
oF1 2 2
112 4 4
213 2 2
3 4 10 10
415 7 7
516 14 14
6|7 16 16
718 10 10
819 10 10
910 5 5
10 11 10 10
11 F12 5 5
121413 5 5

Total 100 100%

|—: intervalo aberto a direita;-l : intervalo aberto a esquerda
n: nimero; %: percentual
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20 -

Niveis de COMP U/L

Frequéncias

Figura 10 - Histograma de frequéncias de COMP no grupo controle

6.3 Desempenho da COMP/TSP-5 nos grupos estudados

Em grafico boxplot sdo apresentados os valores de COMP nos grupos analisados. As
médias de COMP diferiram significativamente (P < 0,05) em todos o0s grupos caso em

relacdo ao grupo controle (Figura 11).



69

35 [ 8
30 [

25 [

COMPI/TSP-5 (U/L)

10 | a o

Controle AR OA IAM
N 100 63 40 66
média 6.9 12.6 11.6 34
DP 3,0 5.7 8.0 1.9
minimo 0.0 4.6 0.3 2,0
maximo 13.2 35.5 33.6 9.9

As médias de COMP diferiram significativamente (P<0,05) em todos os grupos analisados em rela¢do ao grupo
controle.

Figura 11 - Valores de COMP (U/L) apresentados em graficos de boxplot seguidos de
estatisticas descritivas para a comparacdo de quatro grupos de individuos: controle, artrite
reumatoide (AR), osteoartrite (OA) e infarto agudo do miocérdio (IAM).

6.4 Comportamento da COMP/TSP-5 nos grupos caso em relacao ao grupo controle

Analisamos o comportamento dos valores médios totais e por género de COMP para
cada grupo caso em relacdao ao grupo controle. O modelo estatistico utilizado foi o teste de
Post-hoc (Tukey ou SIDAK) para comparag¢des multiplas, representado nas tabelas 10,11 e 12
cada grupo de casos em relacdo ao grupo-controle. O valor de COMP ajustada para sexo e

idade esta apresentado em cada tabela.



70

Diferentemente do ocorrido nos grupos de casos, os niveis de COMP foram
significativamente maiores em homens do que em mulheres dentro do grupo-controle.

No grupo AR ndo houve diferenga nos niveis de COMP entre homens e mulheres. A
comparagcdo com o grupo controle mostrou que tanto as médias ndo ajustadas quanto as

ajustadas para sexo e idade diferiram significativamente (P<0,05)(Tabela 10).

Tabela 10 - Niveis de COMP (U/L) no grupo controle comparado ao grupo AR
Controle AR

n = 100 n=63 P
Medidas ndo ajustadas” 6,9+3,0 12,6%5,7 < 0,001
Homens 7,4+2.9 . 3) 13,6+3,0 . 3)
Mulheres 6,243.0 P=0,05 12,4+6,0 P=0,50
Medidas apés ajuste (total)’®  7,3+0,5 12,9+0,7 < 0,001

n: nimero de individuos; P: diferenca estatistica;

D+ os dados sdo apresentados com média + desvio padrio. Teste post-hoc (Tukey)

@ ajuste obtido em modelo de andlise de covaridncia com ajuste para idade e sexo. Valores representados como
média * erro padrdo. Teste post-hoc (SIDAK)

@ teste t de Student

AR: artrite reumatéide

No grupo OA apesar das médias de COMP diferirem entre homens e mulheres ndo
houve significincia estatistica, o que pode ser devido ao pequeno nimero de individuos do
sexo masculino alocados no grupo.

Entre grupos controle e OA as médias de COMP nao ajustadas ou ajustadas para sexo

e idade diferiram significativamente (P<0,05) (Tabela 11).
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Tabela 11 - Niveis de COMP (U/L) grupo controle comparado ao grupo OA

Controle OA p
n =100 n=40
Medidas ndo ajustadas” 6,9+3,0 11,6%8,6 < 0,001
Homens 7,4+2.9 3) 16,6+6,4 3)
P=0,05 P=0,14
Mulheres 6,2+3,0 10,948,1
Medidas apds ajuste (total)(z) 7,3+0,5 13,1+1,1 < 0,001

n: nimero de individuos; P: significincia estatistica

'+ o5 dados sdo apresentados com média + desvio padrio. Teste post-hoc (Tukey )

@ ajuste obtido em modelo de andlise de covaridncia com ajuste para idade e sexo. Valores representados como
média * erro padrdo. Teste post-hoc (SIDAK)

@ teste t de Student.

OA: osteoartrite

Nao houve diferenga entre os niveis médios de COMP entre homens € mulheres no
grupo IAM. Entre grupos controle e IAM, as médias de COMP sem ajuste ou ajustadas para

sexo e idade apresentaram diferencgas estatisticamente significativas (P<0,05) (Tabela 12).

Tabela 12 - Niveis de COMP (U/L) no grupo controle comparado ao grupo IAM
Controle IAM

n = 100 n = 66 P
Medidas ndo ajustadas” 6,9+3,0 3,4+1,9 < 0,001
Homens 7,4+2.9 3 3,6+2.0 3
P=0,05 ¥ P=0,26 ¥
Mulheres 6,2+3,0 3,4+1,9
Medidas apés ajuste (total)’®  7,3+0,5 3,0+0,6 < 0,001

n: nimero de individuos; P: significincia estatistica

' Os dados sio apresentados com média + desvio padrio. Teste de post-hoc (Tukey)

@ Ajuste obtido em modelo de andlise de covarifncia com ajuste para idade e sexo. Valores representados
como média + erro padrdo. Teste de post-hoc (SIDAK)

@ Teste t de Student

IAM: infarto agudo do miocérdio

6.5 Likelihood ratio (Razao de verossimilhanca)

Categorizamos os niveis de COMP observados na amostra analisada calculando o

likelihood ratio (LR). ApOs testar vdrios niveis, verificamos que o ponto de corte de 12U/L
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melhor discriminou doenga reumatica prevalente (AR e OA) e 4 U/L melhor discriminou
IAM. Niveis intermedidrios ndo modificaram a probabilidade de doenca (tabela 13).
O LR mostra que niveis de COMP superiores a 12 U/L sao sugestivos de AR ou OA,

enquanto no grupo com IAM sdo os niveis inferiores a 4 U/L.

Tabela 13 - Likelihood ratios (LR) dos diversos grupos diagndsticos em relacao ao grupo
controle para diferentes niveis de COMP.

COMP (UL) nilz3 1C95% n(:é“) 1C95% nlf\ﬁdﬁ 1C95%
<4 <0,01 nd 042 0,13 a 45 3,7 24258
4 F12,0 068 0,53a0,88 0,71 0532096 043  0,3a0,6
>12,0 9,5 3,9223,26 7.5 29a402  <0,1 nd

n: nimero de individuos

|- Indica intervalos fechados a esquerda e abertos a direita.

IC95%: intervalo de confianca de 95%;

nd: ndo determindvel

AR: artrite reumaté6ide; OA: osteoartrite; ITAM: infarto agudo do miocérdio

Utilizando a anédlise de covariancia verificamos que ndo havia efeito de confusio
substancial de idade e sexo nas diferencas observadas entre os grupos. Assim, entende-se que
os likelihood ratios apresentados ndo estdo confundidos por sexo e idade.

Os niveis inferiores a 4 U/L mostraram-se caracteristicos do grupo acometido por IAM

na amostra analisada.

6.6 Desempenho da COMP nos Grupos Analisados

Nao houve possibilidade de estratificagdo dos LRs por sexo para cada grupo devido ao
tamanho amostral dos grupos analisados.

O OR de 17,3 evidencia forte associacdo entre niveis de COMP maiores ou iguais a
12U/L e AR. O LR+ indicou ser 9,5 vezes mais provavel um resultado de COMP igual ou
superior a 12 U/L em individuos com AR que em individuos sem AR. O LR-(0,55) mostra
pequena (raramente importante) variacdo pré-teste para pos-teste nos niveis inferiores a 12

U/L. O ponto de corte escolhido evidenciou baixa sensibilidade (47,6%) e alta especificidade
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(95%) no diagndstico de AR. Ao considerarmos uma probabilidade pré-teste com base na taxa

de prevaléncia apresentada no estudo COPCORD (Community Oriented Program for the

Control of Rheumatic Diseases: studies of rheumatic diseases in the developing world

(Muirden, 2005)) de 0,46% (Senna et al., 2004), a probabilidade pds-teste (VPP) fica em

torno de 4,2%. Um menos o VPN indica a probabilidade de doenga frente a um teste negativo

de 0,3% (tabela 14).

Tabela 14 - Desempenho da COMP no diagnéstico da AR

Caracteristica do teste Com AR Sem AR (Controles)
> 12 U/L 30 5
< 12U/L 33 95
Sensibilidade 47,6% (1C95%: 34,9 a 60,6)
Especificidade 95,0% (1C95%: 88,7 a 98,4)

Probabilidade Pés-Teste (VPP)
1-VPN

OR

LR+

LR-

4,2%** (1C95%: 1,41 a 14,9)
0,3%** (I1C95%: 0,4 a 0,2)
17,3 AC95%: 5,7a 55,7)

9,5 IC95%: 3,9 a 23,3)

0,55 1C95%: 0,43 a 0,70)

** Prevaléncia 0,46% de AR (Senna et al., 2004)

AR: artrite reumatéide; OR: odds ratio; LR: likelihood ratio; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo

negativo
1C95%: intervalo de confianca de 95%
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O OR de 11,4 indica grande associacdo entre niveis iguais ou superiores a 12 U/L e
OA.

O LR+ indicou ser 7,5 vezes mais provdvel um resultado de COMP maior ou igual a
12 U/L em OA que em individuos sem OA. O LR- (0,66) mostra pequena (raramente
importante) variagdo pré-teste para pds-teste nos niveis inferiores a 12 U/L. Assim como em
AR, o ponto de corte de 12U/L evidenciou baixa sensibilidade (37,5%) e alta especificidade
(95%) diagnostica em OA. Ao considerarmos a probabilidade pré-teste com base na taxa de
prevaléncia apresentada no estudo COPCORD (Community Oriented Program for the Control
of Rheumatic Diseases: studies of rheumatic diseases in the developing world (Muirden,
2005)) de 4,14% (Senna et al., 2004), a probabilidade pds-teste (VPP) fica em 24,5% (tabela
15). Um menos o valor preditivo negativo indica uma probabilidade de doenca frente a um

teste negativo de 3% (tabela 15) para a prevaléncia testada.

Tabela 15 - Desempenho da COMP no diagnéstico da OA

Caracteristica do teste Com OA Sem OA (Controles)
> 12 U/L 15 5
< 12U/L 25 95
Sensibilidade 37,5% (1C95%: 22,7a 54,2)
Especificidade 95,0% (1C95%: 88,7 a 98,4)
Probabilidade Pos-Teste (VPP) 24.5%** (1C95%: 8 a 59,4)
1 - VPN 3%** (1C95%: 3,6 a 2,0)
OR 11,4 AC95%: 3,4 a 40,2)
LR+ 7,5 (IC95%: 2,9 a 19,3)
LR- 0,66 (IC95%: 0,52 a 0,84)

** Prevaléncia 4,14% OA (Senna et al., 2004)

OA: osteoartrite

1C95%: intervalo de confianca de 95%

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; OR: odds ratio; LR: likelihood ratio
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No grupo IAM, o OR de 9,1 indica grande associacdo entre niveis de COMP <4 U/L e
infarto agudo do miocérdio.

O LR+ indica ser 3,7 vezes mais provdavel um resultado de COMP inferior a 4 U/L em
IAM que em ndo infartados. O LR- (0,4) mostra que € menos provavel encontrar um resultado
> 4 U/L (negativo para infarto no nosso estudo) em IAM quando comparados aos nao
infartados. A sensibilidade (66,7%) foi baixa e a especificidade (82%) ao ponto de corte
escolhido foi moderada.

Utilizamos para célculo de valor preditivo positivo um valor de prevaléncia de 15%
basedo no GRACE Srudy (Global Registry of Acute Coronary Events, 1998). A probabilidade
pos-teste VPP fica em torno de 39,5%. Um menos o VPN indica uma probabilidade de doenca

frente a um teste negativo de 7% (tabela 16).

Tabela 16 - Desempenho da COMP no diagnostico do IAM

Caracteristica do teste Com IAM Sem IAM (Controles)
<4 U/L 44 18

>4 U/L 22 82
Sensibilidade 66,7% (1C95%: 54,0 a 77,8%)
Especificidade 82,0% (1C95%:73,0 a 89,0%)
Probabilidade P4s-Teste (VPP) 39,5%** (1C95%: 26,1 a 55,5%)
1 — VPN (Valor Preditivo Negativo) 7% **(1C95%: 10,1 a 4,2%)

OR 9,1 IC95%: 4,2 a 20,1)

LR + 3,7 IC95%: 2,4 a 5,8)

LR - 0,4 (IC95%: 0,63 a 0,25)

*##% Prevaléncia IAM: 15% para IAM no Brasil (Global Registry of Acute Coronary Events, 1998)
VPP: valor preditivo positivo: VPN: valor preditivo negativo; OR: odds ratio; LR: likelihood ratio
IC95%: intervalo de confianca de 95%

IAM: infarto agudo do miocérdio
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7 DISCUSSAO

Nosso estudo explora a possibilidade da COMP se associar a AR, OA e [AM. A
decisdo pelo delineamento de caso-controle, modalidade de investigacdo retrospectiva, deveu-
se a op¢do de averiguarmos o comportamento da proteina em individuos com desfechos ja
definidos. Sabidamente, estudos de caso-controle sdo adequados a situacdes onde o haja a
presenca e definicdo estrita de uma doenca e onde fator de exposi¢do nao seja raro (Mortimer
e Borenstein, 2006).

Desta forma, nossa andlise estatistica ndo incluiu cdlculo de incidéncias ou
prevaléncias. A estimativa da razdo de chances (OR) aferiu se o impacto dos niveis alterados
de COMP foi maior nos casos (AR, OA e IAM) do que nos controles.

A performance diagndstica da COMP nos grupos estudados estd apresentada através
da sensibilidade, especificidade (caracteristicas do teste que permanecem constantes em
diferentes populacOes analisadas) (Gallagher, 1998), e valores preditivos. Em face da
vulnerabilidade dos valores preditivos, pois sdo numericamente instiveis e dependentes da
prevaléncia da doenca (Gallagher, 1998), optamos por apresenti-los frente a prevaléncias
descritas na literatura e focar a andlise utilizando razdes de verossimilhancga, ou likelihood
ratios (LR).

O LR utiliza a estabilidade da sensibilidade e da especificidade (Gallagher, 1998), e
refina o célculo de probabilidade de doenca a partir de estratificacdo de niveis da varidvel de
exposicdo (Grimes e Schulz, 2005). E uma medida semiquantitativa que indica o quanto um
procedimento diagndstico modifica a probabilidade de doenca (Halkin et al., 1998).

O LR indica a probabilidade que determinada testagem positiva se associe a individuos
com a doenca, comparativamente a probabilidade de o0 mesmo resultado ocorrer em pessoas
sem a doenca (Gallagher, 1998; Deeks e Altman, 2004). Idealmente, resultados anormais
deveriam ser mais tipicos em individuos doentes que nos ndao-doentes (alto LR), e resultados
normais serem mais freqiientes em individuos ndo-doentes do que com doencga (baixo LR).
LRs préximos a unidade tém pequeno efeito em decisdes diagndsticas (Grimes e Schulz,
2005). Acreditamos que a inclusdo da aferi¢do de cdlculo de LR possa ter contribuido para a
compreensdo do comportamento biolégico da COMP nos nossos grupos de pacientes, como
comentaremos adiante.

Virios grupos tém estudado a COMP como marcador prognéstico de lesdo articular

precoce. Para avaliacdo progndstica nosso grupo de pesquisa tem em andamento o estudo
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“Marcadores de Progressao e Atividade na Artrite Reumatdide: Fator Reumatdide, Proteina C
Reativa, Velocidade de Hemossedimentacao e Proteina Oligomérica da Matriz da Cartilagem.
Estudo de seguimento de dois anos” (Anexo G), onde buscamos verificar se os niveis de
COMP marcam precocemente lesdo articular em AR.

Mesmo com vérios estudos apontando o papel prognéstico da COMP em AR e OA,
seu uso ainda ndo € corrente, permanecendo sob questionamento no “Food and Drug
Administration” (FDA) Americano.

Pouco se sabe sobre o papel do quinto membro da familia das trombospondinas. H4
um questionamento quanto a especificidade articular da COMP, principalmente pelo fato de
pertencer a importante e amplo grupo de proteinas de matriz extracelular (TSPs).

Neste estudo, a avaliacdo dos niveis séricos de COMP como teste diagndstico serve
para mensurar seu comportamento em trés situacdes clinicas: uma inflamatéria (AR), uma

degradativa (OA) e outra aterosclerética (IAM).

7.1 Possiveis interferentes analiticos: influéncia da cinética da COMP nos niveis séricos

Andersson e colaboradores demonstraram diminui¢do nos niveis séricos de COMP em
pacientes com AR e OA durante o sono noturno, com o pico inferior dos niveis as 5 horas da
manha. Durante o dia, a concentracdo sérica da COMP ndo variou em pacientes com AR ou
OA. Dessa forma, ndo parece haver necessidade de padronizacio do momento da coleta
sanguinea (Andersson et al., 2006). A utilizacdo de materiais de biobancos ndo caracterizou
viés cinético no nosso estudo, a principio.

No estudo de Miindermann e colaboradores, o nivel basal da COMP em individuos
sauddveis imediatamente antes do exercicio de caminhada por 30 minutos foi de 9,98 + 3,38
U/L. A dosagem utilizou o mesmo sistema diagnéstico adotado em nosso estudo (AnaMar
Medical™). As mulheres apresentaram concentragdo média de COMP significativamente
inferior aos homens (6,72+1,55U/L; 11,59+2,35U/L). No nosso estudo o nivel médio de
COMP nas mulheres no grupo controle foi de 6,2+3,0 e nos homens 7,4+2.9, achado também
de significncia. A amostra analisada por Miindermann foi pequena, 5 mulheres e 5 homens; a
média de idade (31,9+5,9) foi inferior a populagcdo sauddvel avaliada no nosso estudo (média
48 anos). Os autores concluiram que atividades simples, como caminhar por 30 minutos pode

elevar os niveis de COMP em média 9,7% (Miindermann et al., 2005). Os controles saudaveis
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alocados em nosso estudo tiveram um tempo de espera minimo de 30 minutos antes da coleta
da amostra sanguinea.

O simples percurso da residéncia até o local da coleta para testagem do sangue pode
representar uma parte da atividade didria de caminhada em individuos com AR ou OA
(Miindermann et al., 2005). Desse modo, a falta de controle da atividade fisica antes da coleta
da amostra sanguinea pode alterar a concentracao da COMP.

Miindermann e colaboradores sugerem que a elevacdo imediata na concentracdo da
COMP apds 30 minutos de exercicio e durante uma corrida vigorosa reflete aumento da
difusdo dos fragmentos de COMP da cartilagem para a circulagdo devido a carga articular
fisiolégica ciclica na articulacdo. Contudo, atividades didrias como caminhadas estimulam a
remodelagem da cartilagem em individuos normais em vez de iniciar a sua degradacdo
(Miindermann et al., 2005).

E possivel que o efeito da caminhada até o local da coleta sanguinea nos pacientes
com AR e OA seja um viés no uso da COMP na prética clinica. Os pacientes com AR e OA e
controles alocados no nosso estudo realizaram coleta de amostra sanguinea no Hospital Sao
Lucas da PUCRS, onde o tempo de espera entre cadastro e pungdo € de no minimo 30
minutos (dados ndo publicados, observacdo da pesquisadora). O achado estd em
concordancia com as recomendagdes de Miinderman e colaboradores (Miindermann et al.,
2005). De fato, ndao h4 estudos que avaliem o efeito da marcha nos niveis séricos de COMP
em pacientes com doenca reumadtica estabelecida.

Kersting e colaboradores analisaram a relacio entre a alteracdo nos niveis séricos de
COMP decorrente de carga articular do joelho durante corrida e a diminuicdo do volume da
cartilagem articular em atletas. Os niveis de COMP antes do exercicio foram
significativamente menores em mulheres comparados aos homens (6,11 + 2,31 U/L e 9,03 +
2,72 U/L respectivamente, P = 0,0286) (Kersting et al., 2005).

No nosso estudo, apesar das médias de COMP entre homens e mulheres terem diferido
em todos os grupos, as diferencas nao foram estatisticamente significativas (excecao ao grupo

controle, P=0,05).



79

7.2 Possiveis interferentes analiticos: reatividade cruzada com a TSP-1

Embora a familia das trombospondinas exiba a por¢do carboxiterminal idéntica, o
estudo realizado por Neidhart e colaboradores ndao evidenciou reatividade cruzada de
anticorpos policlonais com a trombospondina humana 1 (TSP-1) recombinante ou
interferéncia de fator reumatdide. Neste mesmo estudo, Neidhart e colaboradores ndo
demonstraram nenhuma diferenca entre homens e mulheres (Neidhart et al.,, 1997). Dessa
forma, os anticorpos utilizados nos sistemas diagndsticos para a dosagem da COMP parecem
ndo se ligar cruzadamente a TSP-1 e ndo sofrer influéncia do fator reumatdide (interferente

comum nos testes de ELISA para anticorpos) em amostras de pacientes com AR.

7.3 Possiveis interferentes analiticos: fragmentos de COMP e anticorpos de captura no

sistema diagnéstico (“kit”)

O papel exato da COMP na regulacdo no metabolismo do tecido articular ndo esta
totalmente compreendido, mas entende-se que a COMP intacta e os fragmentos de COMP
alcancam o liquido sinovial e migram para a circulacdo sanguinea através da capsula articular.
O kit de ELISA utilizado em nosso estudo nio € capaz de diferenciar entre as vdrias formas de
fragmentos da COMP (Kersting et al., 2005). No entanto, o fato do sistema de detec¢do da
COMP pelo sistema ELISA AnaMar™ basear-se em dois anticorpos monoclonais contra
determinantes antigénicos diferentes melhora sua performance e sensibilidade.

Jordan JM e colaboradores avaliaram a diferenca na deteccdo da COMP sérica
utilizando ELISA com um anticorpo monoclonal (17-C10) ou dois anticorpos monoclonais
(17-C10 e 16-F12), obtendo melhor desempenho do segundo (Jordan et al., 2003).

O anticorpo monoclonal 16-F12 (anticorpo de captura) reconhece o dominio
aminoterminal enquanto o anticorpo 17-C10 reconhece o dominio EGF-like. Esses anticorpos
ndao competem pela ligacdo com a COMP (Vilim V 2002). O anticorpo 12-C4 reconhece o
dominio carboxiterminal (Vilim et al., 2003).

O sistema COMP ELISA AnaMar™ utiliza anticorpos monoclonais de captura e
revelacdo contra seqiiéncias diferentes na molécula da COMP. Apés contato com o fabricante

ndo recebemos a confirmag¢do de que os dois anticorpos monoclonais sejam os mesmos
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descritos por Jordan e colaboradores. Acreditamos, porém, que a AnaMar™ provavelmente
empregue a tecnologia 17-C10 e 16-F12, visto que os grupos de pesquisa suecos (local de
origem da empresa) sdo referéncias nos estudos de marcadores tecido-especificos em doencas

reumaticas.

7.4 Fatores de Confusao

Clark AG e colaboradores, analisando o nivel sérico de COMP de 143 individuos com
indicios radiograficos de OA e 148 controles (individuos sem indicio radiogrifico de OA) por
ELISA (anticorpo 17-C10), observaram que o nivel sérico médio de COMP no grupo controle
em populacdo ndao afetada aumenta com a idade, fendmeno particularmente observado em
mulheres (Clark et al., 1999)

Jordan e colaboradores e Mundermann e colaboradores descreveram valores de COMP
mais altos em homens caucasianos comparativamente a mulheres, bem como uma correlacdo
positiva com o indice de massa corporal (Jordan et al., 2003; Muendermann et al., 2005). O
estudo de Jordan e colaboradores faz parte do estudo prospectivo do “The Johnston County
Osteoarthritis Project “ que avalia a ocorréncia e progressdao de OA de joelho e quadril em
uma populagdo rural multiétnica do estado americano da Carolina do Norte. Nesse estudo, no
qual 379 afroamericanos e 390 caucasianos foram avaliados, a associa¢c@o entre 0 LnCOMP e
idade foi demonstrada. A forca da associacdo estatistica entre o LnCOMP e idade nao foi
afetada pelo ajuste para achados radiolégicos, indice de massa corporal, altura, grupo étnico,
sexo ou outras articulacdes sintomdticas. Depreende-se entdo que outros fatores nao
examinados previamente devam ser responsaveis pela associagdo (Jordan et al., 2003).

Mazzuca e colaboradores, ao estudarem 132 individuos em coorte que analisa fatores
de risco para OA tibiofemural, relataram OR para alteracdes radiogréaficas precoces em OA de
joelho 3 vezes maior em afroamericamos comparativamente a caucasianos. O achado de
Mazzuca e colaboradores divergiu em relacdo ao de Jordan e colaboradores (‘“The Johnston
County Osteoarthritis Project ). As diferencas raciais em relacdo a presenca de OA podem
estar relfetindo uma maior densidade dssea observada em negros em relagdo a outras racas.
Altos niveis de densidade dssea foram associados a um aumento no risco de incidéncia de OA

de joelho (Mazzuca et al., 2006).
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No nosso estudo, a diferenca entre niveis de COMP entre homens e mulheres foi
significante (P=0,05) no grupo controles, mas ndo nos pacientes com AR, OA e IAM. Nao
dispomos de detalhamento quanto a raga dos 269 individuos alocados no nosso estudo nos
diversos grupos. No entando, foi notério o predominio de caucasianos. O ajuste para idade e
sexo favoreceu a diferenca entre as médias nos trés grupos casos em relacdo ao grupo
controle.

Em um estudo envolvendo 48 pacientes com OA sintomatica de joelho (Kellgren-
Lawrence (KL) graus I-1II) Vilim e colaboradores observaram que somente a idade afetou os
niveis de COMP. Outros potenciais fatores de confusdo (género, indice de massa corporal,
duragdo da OA, niveis de PCR, grau de K-L e presenca de sinovite na entrada do estudo e OA
em articulacdes menores) ndo tiveram um efeito significativo (Vilim et al., 2002). Se niveis
séricos de COMP estdo associados com o metabolismo da glicose, composi¢cdo corporal,
status hormonal, densidade Ossea e outros fatores associados ao indice de massa corporal,
ainda ndo estd esclarecido (Jordan et al., 2003). Desse modo, entendemos que ao nao
realizarmos ajustes para os fatores de confusdo descritos acima, ndo tivemos prejuizos
relevantes em nossas observacoes.

Sharif e colaboradores, em coorte de pacientes com OA de joelho, consideraram idade,
género e indice de massa corporal como fatores de confusdo. Apds ajuste, as diferengas entre
0s grupos permaneciam significativas, o que sugere que o aumento na concentracio de COMP
observada no grupo com OA tibiofemural € real e ndo artefatual (Sharif et al., 2006). No
nosso estudo o ajuste para sexo e idade gerou resultados semelhantes aos de Sharif e
colaboradores. Salientamos que estes resultados foram observados em todos os grupos por nés
estudados (AR, OA e IAM).

Nao dispusemos do indice de massa corporal do grupo OA no momento da coleta (por
se tratar de andlise em biobanco), mas entendemos que a utilizagdo de dado obtido em

prontudrio seria um fator de confusdo mais considerdvel.

7.5 COMP no Grupo Controle

A média de COMP nos 100 controles normais (doadores de sangue) foi de 6,9 U/L
com desvio padrao de 3,0 (IC95%: 6,3 a 7,5). O fabricante do sistema diagndstico utilizado,

COMP ELISA AnaMar™ encontrou média de COMP de 10,6 U/L em 256 doadores de
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sangue suecos analisados (117 mulheres e 139 homens), com faixa etdria variando dos 19 aos
73 anos. No Brasil, a idade limite superior para doag@o de sangue é de 65 anos.

O assessor estatistico, cegado quando ao ponto de corte proposto pelo fabricante, apds
categorizacdo dos niveis de COMP nos controles saudaveis avaliou como 12 U/L o valor que
melhor discriminava individuos controle daqueles com doengas reumadticas prevalentes.
Havendo reproducdo literal do valor proposto pelo fabricante a partir do qual haveria risco de
dano articular (AnaMar™ COMP ELISA, 2004). O grupo-controle utilizado pelo fabricante
na padronizacdo do ensaio também era de doadores de sangue, mas de diferente origem

populacional.

7.6 COMP em Artrite Reumatoéide (AR)

O moderno tratamento da AR estd mudando em direcdo a terapia agressiva anti-
reumdtica na fase inicial da doenga, o que faz com que testes diagndsticos com alta
especificidade sejam desejaveis (Schellekens et al., 2000). No nosso estudo a dosagem da
COMP mostrou excelente especificidade no ponto de corte estabelecido de 12U/L, em
concordancia com a premissa de Schellekens e colaboradores.

O LR+ mostrou que € 9,5 vezes mais provavel um nivel de COMP > 12 U/L em um
paciente com AR do que em um sem AR. O LR- indica que a chance de um resultado <12
U/L ser encontrado em um paciente com AR é de 0,55.

Nosso ponto de corte para AR mostrou forte associacdo entre niveis superiores a 12
U/L e AR (OR=17,3), baixa sensibilidade (47,6%), porém excelente especificidade (95%). A
probabilidade pds-teste calculada (VPP) com base em prevaléncia de 0,46% foi baixa (4,2%).
Um odds pré-teste baseado na probabilidade individual de AR pode melhorar o VPP.

A especificidade da COMP em relacdo a outras doengas do coldgeno foi descrita por
Skoumal e colaboradores, que apds avaliar os niveis de COMP em pacientes com AR, artrite
psoridtica, artrite reativa, sindrome de Raynaud, escleroderma, lupus eritematoso sistémico,
vasculite e Sindrome de Sjoegren descreveram a COMP como um marcador altamente
especifico para processos degradativos da cartilagem (Skoumal et al., 2004).

Comparativamente a controles saudaveis, os niveis séricos de COMP dos pacientes
com AR se mostraram significativamente elevados (P<0,001), achado similar ao estudo de

Neidhart e colaboradores. Esses autores avaliaram niveis séricos da proteina em 35 controles
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(COMP 1,7 £ 1,4 pg/mL) e em 41 individuos com AR (COMP 7,2 + 3,7ug/mL)(P<0,05)
(Neidhart et al., 1997).

Wislowska e Jablonska ao compararem niveis de COMP em 30 pacientes com AR
(97% mulheres) e 30 com OA (86% mulheres), o nivel médio de COMP na AR foi de
10,443,6U/L (achados em OA serdo abordados na se¢cdo OA da discussdo). O grupo AR tinha
uma média de idade de 60 anos e tempo médio de doenga de 14 anos (2 a 46 anos). Houve
correlacdo de nivel de COMP com idade dos pacientes com AR (P<0,005) e escore de
atividade de doenca (P<0,01). Niveis alterados de COMP constituiram varidvel de
significincia independente do estdgio de doenca, nimero de articulagdes afetadas, duracao da
rigidez matinal, dura¢do da doenca ou titulo no teste de Waaler Rose (Wislowska e Jablonska,
2005a).

No nosso estudo, a média ndo ajustada de COMP no grupo AR foi de 12,6 U/L,
achado muito pré6ximo ao encontrado por Skoumal e colaboradores. Nosso grupo AR ¢é
composto de 81% de mulheres; 66,6% cursaram com menos de 10 anos de doenca. As
caracteristicas do nosso grupo AR em termos de proporcao no nimero de mulheres, tempo de
doenca e niveis médios de COMP sdo muito semelhantes aquelas que outros grupos tém
descrito (Wislowska e Jablonska, 2005a; Skoumal et al., 2003; Neidhart et al., 1997).

Skoumal e colaboradores descreveram correlacdo positiva (P=,007;r=0,34) entre os
niveis basais de COMP e deterioracao da cartilagem articular avaliadas pelo escore de Larsen
em um grupo de 62 pacientes com AR acompanhados por 5 anos. Os niveis de COMP no
grupo variaram de 5,2 a 29,7 U/L, com média de 11,7 U/L. A diferenca entre os niveis séricos
de COMP da 1% e 5% visita ndo foi significativa (P<0,16). Ainda nesse estudo, uma baixa
correlagdo de niveis de COMP com niveis de PCR (P<0,03; r=0,27) e VSG (P< 0,01;
r=0,32) foi relatada. Apdés um periodo de observacdo de dois anos foi evidenciada uma
diferenca significativa (P<0,05) na progressao do escore delta de Larsen em relacdo aos niveis
séricos de COMP no momento de entrada (“baseline”) no estudo: niveis séricos baixos
(grupo 1: COMP 8,5 + 0,6 U/L; escore delta Larsen 2 anos: 8,1 =+ 11,2), intermedirios
(grupo 2: COMP 10,6 + 0,8 U/L; escore delta Larsen 2 anos: 10,3 + 9,8) e altos (grupo 3:
COMP 15,0 = 1,5 U/L; escore delta Larsen 2 anos: 17,1 + 10,6) (Skoumal et al., 2003). No
nosso estudo os 63 pacientes com AR apresentaram nivel sérico médio de COMP de 12,6 +
5,7 U/L com uma variacao de 4,6 a 35,5 U/L. O dado foi significativo em relacdo a controles
sadios (P<0,001). Quarenta e sete por cento (47,6%) dos pacientes com AR apresentavam

niveis de COMP > 12 U/L. O LR+ 9,5 foi indicativo de moderada probabilidade de desfecho
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AR para niveis de COMP acima de 12U/L. Niveis de COMP acima de 12 U/L se associaram
fortemente a presenca de AR, como indica o OR de 17,3.

Skoumal e colaboradores, em um grupo de 12 pacientes com AR (idade média de
57anos) e 5 com artrite reativa (idade média de 42 anos), avaliaram a influéncia de tratamento
intravenoso com esterdides nos niveis de COMP. O tratamento intravenoso com esterdides
em pacientes com AR levou a uma significativa diminui¢do nos niveis de COMP. A COMP
parece ser um marcador util para monitoramento de resposta terapéutica em pacientes com
AR (Skoumal et.al., 2006).

Ao avaliar alteracdes no turnover da cartilagem apds tratamento intra-articular com
glicocorticéides em pacientes com AR, (individuos que permaneciam em repouso apos
injecdo do medicamento comparados aos que ndo permaneciam em repouso), Weitoft e
colaboradores reportaram niveis basais de COMP de 13,5+39U/L e 12,7+4,5U/L
respectivamente. Apds tratamento, o nivel de COMP diminuiu significativamente (P<0,01)
em ambos os grupos. A reducdo persistiu por duas semanas, sendo mais pronunciada no grupo
com repouso. O tratamento que reduza somente a inflamagdo sem influenciar a patologia da
cartilagem nao influencia o nivel de COMP (Weitoft et.al., 2005).

Estudos recentes indicam que a terapia bioldgica anti-TNF com adalimumab tem
efeito positivo no desfecho radiol6gico da AR. Esta intervengdo tem também efeitos rapidos
nos marcadores biolégicos da cartilagem, de turnover sinovial e de ativacdo endotelial de fase
aguda, mas ndo nos niveis de COMP. O achado fortalece a importancia da COMP como um
marcador seletivo da cartilagem. Apesar do tratamento sustentado anti-TNF-o, somente niveis
basais de COMP e, em menor extensiao de SICAM-1, foram progndsticos do curso radiolégico
(den Broeder et.al., 2002).

Em nosso estudo, ndo avaliamos marcadores de fase aguda nos pacientes com AR, ou
a progressao radioldgica destes pacientes. Nao foi objetivo do nosso estudo verificar o efeito
farmacoterapéutico nos niveis de COMP. Os pacientes com AR estudados permaneceram com

0 esquema terapéutico habitual durante o periodo de coleta.

7.7 COMP em Osteoartrite (OA)

Ha um foco na pesquisa e desenvolvimento de indicadores mais sensiveis de OA para

utilizar “junto com” ou “em substituicdo a” tradicional ferramenta radiogréfica. Estudos
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preliminares sugerem que tanto os novos biomarcadores quanto a andlise de imagem por
ressondncia magnética sdo sensiveis para alteragdes iniciais na OA. Os biomarcadores sdao
definidos com o objetivo de indicar um processo biolégico normal, patolégico ou a resposta a
intervengdo terapéutica (Bauer et.al., 2006).

O ponto de corte que melhor diferenciou os individuos dos grupos de casos dos
controles sauddveis (12 U/L) conferiu baixa sensibilidade a COMP no diagnéstico de OA
(37,5%), porém uma excelente especificidade (95%). A probabilidade pos-teste (VPP) com
base em uma prevaléncia de 4,14% foi de 24,5%. Houve uma forte associa¢do entre niveis de
COMP superiores a 12U/L e OA (OR=11,4). No nosso estudo, o ponto de corte escolhido nao
modifica substancialmente a probabilidade pré-teste para pds-teste, no entanto, exibiu
excelente capacidade de exclusdo de individuos ndo doentes.

A sensibilidade e a especificidade, embora medidas independentes da prevaléncia da
doencga, ndo sdo uteis para determinar a probabilidade com que um teste negativo ou positivo
indicaria individuos com ou sem OA. O LR+ indica quantas vezes € mais provdavel um teste
positivo (>12U/L) indicar a doenca em questdo. No nosso estudo o LR+ de 7,5 mostrou que o
teste possui moderada variagdo da possibilidade pré-teste de OA para pds-teste.

Como odds pré-teste utilizamos um dado de prevaléncia citado na literatura. Levando
em consideragdo a probabilidade pré-teste individual (“subject probability”), observamos que
o ponto de corte sugerido no nosso estudo pode ser ferramenta util na caracterizacdo de
quadro de OA.

No nosso estudo, os niveis séricos de COMP no grupo OA mostraram-se
significativamente elevados em relacdo ao grupo controle saudavel (P<0,001). A média etaria
desses pacientes também foi significativamente maior que os individuos saudaveis (P<0,01).
A média de COMP nos homens foi superior a das mulheres, porém sem significincia
estatistica (P=0,14), o que pode ser decorrente da diferenca no nimero de homens em relagao
ao nimero de mulheres com OA alocados no estudo. Desse modo, ndo foi possivel realizar
uma andlise estratificada por sexo. Apds ajuste para idade e sexo, a diferenca em relacdo ao
grupo controle manteve a significancia (P<0,01), com o ajuste favorecendo a diferenca entre
as médias.

Sharif e colaboradores, em coorte de pacientes com OA de joelhos, relataram nivel
basal de COMP ajustado para idade, sexo e indice de massa corporal de 12,99 U/L (12,4 a
13,6) em pacientes com OA tibiofemural e 10,78 (10,1 a 11,4) com OA patelofemural
(P=0,001) (Sharif et.al., 2006). Em nosso estudo os niveis de COMP ajustados para idade e
sexo foram de 13,1+1,1 U/L.
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Como relatado em outros estudos, o soro de pacientes com OA ou AR ou outras
formas de artrite inflamatdria mostram COMP sérica elevada comparada aos controles (Saxne
et.al., 1993; Sharif et.al., 1995; Forslind et.al., 1992). Clark e colaboradores também
encontraram niveis séricos de COMP significativamente mais altos no grupo com OA em
relacdo ao grupo controle (P=0,0093), e também ndo observaram diferenca significativa nos
niveis séricos de COMP por género (Clark et.al., 1999).

Dragomir e colaboradores avaliaram niveis séricos de COMP em pacientes com sinais
e sintomas de OA e em pacientes sem evidéncia radiografica de OA de joelho ou quadril.
Verificaram que o LnCOMP se correlacionou positivamente com a idade (r=0,35;P<0,01)
mas ndo com o indice de massa corporal (r=0,03; P=0,691) ou género (P=0,326). Os dados
assim permaneceram ap0s andlise multivariada, de onde se depreende que a COMP pode ser
um marcador util de patologia pré-radiografica, em particular de quadril (Dragomir et.al.,
2002).

Garnero e colaboradores, analisando uma série de marcadores bioquimicos do
turnover da cartilagem em pacientes com OA, confirmaram niveis de COMP maiores que em
controles pareados por idade (P<0,0001) (Garnero et.al., 2001).

Kumm e colaboradores observaram significativa diferenca (P=0,0001) nos niveis de
COMP de 59 homens e 99 mulheres com OA (12,0 U/L e 9,8U/L respectivamente) avaliados.
Segundo os autores, a varidvel género deveria ser mais valorizada quando se estuda niveis
séricos de COMP (Kumm et.al., 2006).

Meulenbelt I e colaboradores reportaram incidéncia familiar considerdvel de niveis
altos de COMP e N-telopeptideo do coldgeno tipo ITA, sugerindo que esses marcadores
possam estar sob influéncia genética na OA (Meulenbelt et al., 2006).

Um estudo realizado em 160 gémeos homozigéticos e 349 dizigbticos concluiu que
fatores hereditarios influenciam os niveis séricos de COMP. No entanto, os fatores genéticos
parecem operar em um estdgio inicial nas vias etiolégicas que influenciam o desenvolvimento
de OA radiologicamente detectdvel (Williams et al., 2006)

Mazieres e colaboradores procuraram identificar quais marcadores poderiam ser
preditores de progressdo da doenga artrosica. Os autores avaliaram 333 pacientes com
deterioracdo funcional intensa (espacgo articular < 2mm). Nesse grupo, o nivel basal médio de
COMP foi de 10,7+2,7 U/L. O risco relativo do biomarcador em influenciar a progressao da
doenca (andlise univariada apds ajuste para idade, sexo, indice de massa corporal e
tratamento) foi baixo (0,826, IC95% 0,613-1,112) para COMP > 11,4 U/L. O telopeptideo de

ligacdo cruzada carboxiterminal do coldgeno tipo II urindrio (uCTXII) e o acido hialurénico
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sérico se mostraram melhores preditores de progressao estrutural de OA de quadril (Mazicres
et al., 2005).

Wislowska e Jablonska, em estudo que comparava COMP de 30 pacientes com lupus
eritematoso sistémico € 30 com OA de joelho encontraram niveis médios de 11,3+3,7 e
10,442, 7U/L respectivamente (P>0,05). Nao observaram correlagcdo entre niveis de COMP e
idade, duracdo da doenca e valores de outros testes laboratoriais (como velocidade de
eritrossedimentacdo, hemoglobina, eritrécitos, leucdcitos, plaquetas, fosfatase alcalina,
proteina, célcio e fosforo) (Wislowska e Jablonska, 2005b). O grupo OA estudado por
Wislowska e Jablonska é composto por 86% de mulheres com média de idade de 67 anos e
com tempo médio de doenca de 9 anos. Nosso grupo OA, semelhantemente, ¢ composto por
88% de mulheres com idade média de 65 anos e 70% dos pacientes com tempo de doenca
disponivel tinham menos de 10 anos de evolugdo.

No nosso estudo, o ajuste para idade e sexo favoreceu ainda mais a diferenca
observada, com um grupo OA mais velho e constituido por um maior nimero de mulheres. A
dosagem de COMP mostra ter uma boa reprodutibilidade, com vdrios grupos em diferentes
locais do mundo observando niveis de COMP bastante semelhantes.

A influéncia da idade nos niveis de COMP em pacientes com OA certamente merece

avaliagdo em séries maiores.

7.8 COMP em Infarto Agudo do Miocardio (IAM)

O ponto de corte para COMP que melhor diferenciou individuos com [AM de
controles saudaveis foi 4 U/L em nosso estudo. Houve forte associacdo (OR=9,1) entre niveis
de COMP inferiores a 4 U/L e IAM. O ponto de corte adotado mostrou sensibilidade razoédvel
(66,7%), especificidade moderada (82%) e probabilidade pds-teste baixa (39,5%),
considerando prevaléncia de 15%. Confirmamos nossa hipétese conceitual. Os niveis séricos
da COMP sido alterados em pacientes com IAM comparativamente a controles sadios, porém
significativamente inferiores.

O LR+ de 3,7 mostra que o nivel de COMP < 4/L pode ocasionalmente ser importante
na avaliacdo diagnéstica. A chance de observarmos um resultado < 4 U/L € 3,7 vezes maior
em um infartado do que em um ndo-infartado, considerando-se que os infartados com doenca

reumdtica foram excluidos do estudo. A probabilidade de doenca frente a um teste negativo
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(1-VPN) no ponto de corte escolhido para IAM € de apenas 7% (considerando prevaléncia de
15%).

De interesse, Miindermann e colaboradores observaram uma alteracdo fisioldgica
média da COMP de 9,7% devido a exercicio (Miindermann et.al., 2005). Levando-se em
consideracdo o fato de pacientes infartados estarem em repouso, os niveis de COMP
continuariam significativamente diminuidos em relacdo aos controles sauddveis, o que
demonstra que o achado ndo se deve ao repouso e sim a um papel fisiolégico que a COMP
esteja executando nesses pacientes.

O ajuste para sexo e idade ndo s6 manteve a significincia (P<0,01) como a favoreceu,
aumentando a diferenca entre as médias. Muitas das macromoléculas da cartilagem ndo sio
restritas a esse tecido e estdo presentes em outros locais onde exercem fungdes similares
(Svensson et.al., 2001). Nao postulamos que a COMP represente ferramenta diagndstica para
IAM. No entanto, o achado merece consideracdes referentes ao possivel papel que esse
membro da familia das trombospondinas possa estar desempenhando no evento IAM. A
funcdo normal da COMP/TSP-5 no tecido conjuntivo permanece controversa (Chen et.al.,
2005).

O reparo cardiaco apds o IAM ¢€ iniciado pela inducao de inflama¢do aguda (Willems
et.al.,, 1994). Apés o infarto e o extravasamento de proteinas plasmdticas ha a formacdo de
uma matriz fibrilar provisoria que suporta a migracao e a infiltracdo de células inflamatorias
(Dobaczewski et.al., 2006).

Apés, hd a lise da matriz proviséria por enzimas proteoliticas, passo crucial na
cicatrizagdo do infarto, seguida de ripida reposi¢cdo de matriz derivada de células, contendo
fibronectina e acido aracdonico depositadas por fibroblastos. Em ratos nao reperfundidos esse
processo ocorre em 4 a 7 dias apds o infarto. A fibronectina controla e organiza a composi¢ao
da matriz extracelular pela regulacdo da deposicdo do coldgeno tipo I e trombospondinas
(Dobaczewski et.al.,, 2006; Sottile e Hocking, 2002) Uma das propriedades da COMP ¢
interagir com a fibronectina. O acimulo de coldgeno € suporte mecanico do miocérdio
injuriado. (Dobaczewski et.al., 2006)

A marginagdo de leucdcitos contribui para a remog¢do do tecido necrético através da
liberacdo de enzimas proteoliticas e producdo de mediadores fibrogé€nicos e angiogénicos,
importantes para a formacao do tecido cicatricial, o que gera a fase proliferativa da reparagdo
pos-infarto (Willems et.al., 1994; Frangosiannis et.al., 2000; Frangosiannis et.al., 2005).

Nesse estdgio do processo de reparo, a angiogénese € um evento proeminente, € é

acompanhada pela proliferacdo de fibroblastos fenotipicamente modulados capazes de
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produzir grandes quantidades de proteinas de matriz extracelular (Willems et.al., 1994;
Frangosiannis et.al., 2000; Frangosiannis et.al., 2005).

Nessa fase, o contetdo celular do infarto diminui, as estruturas vasculares regridem e
as fibras de coldgeno se ligam cruzadamente, levando a formagdo de uma cicatriz composta
de densos feixes de coldgeno (principalmente I e III) (Frangosiannis et.al., 2005). Rosenberg
e colaboradores demonstraram que a COMP € uma proteina que atua na formacao das fibrilas
de coldgeno tipo I e II. Assim, uma das funcdes da COMP € influenciar na organizacdo das
fibrilas coldgenas, contribuindo para a estruturacao e fun¢do tecidual (Rosenberg et.al., 1998).

O coldgeno tipo I é o coldgeno mais abundante. E encontrado na pele, ossos, tenddes e
muitos outros tecidos (Svensson et.al., 2001). Aproximadamente 85% do coliageno
miocdrdico € tipo 1 (Jugdutt, 2003a). Assim sendo, postulamos que os niveis baixos
(inferiores aos fisiologicos) da COMP em IAM observados no nosso estudo possam indicar a
participacdo ativa da proteina na cicatrizacdo da area infartada.

Um aumento na formacdo de ligagdes cruzadas na rede de coligeno (uma das
propriedades da COMP) contribui para a distens@o tensional do tecido cardiaco (Michel et.al.,
2003).

O estudo de Rissen e colaboradores sugeriu que a COMP pode facilitar a migragdo das
células musculares lisas tanto na média normal quanto na parede aterosclerdtica primaria, e
que suas propriedades diferem em distribui¢do e funcdo comparativamente a TSP-1 (Riessen
et.al., 2001).

Frangogiannis e colaboradores sugerem que a zona de bordo do infarto pode ser capaz
de modular o processo de cicatrizagdo através de seu conteido unico de matriz extracelular. A
expressdo seletiva de TSP-1 na zona de bordo do infarto pode servir como barreira, limitando
a expansdo de tecido de granulacdo e protegendo o miocardio ndo-infartado da remodelagem
fibrotica. A TSP-1 pode localmente suprimir a sintese de citocinas inflamatdrias e
quimiocinas através de seus efeitos de ativa¢ao do TGF-P (Frangogiannis et.al., 2005).

O papel da TSP-1 no reparo pds-IAM estd bem descrito. Ela ndo tem um papel crucial
na homeostase cardiaca, contudo, apds o infarto, a sua auséncia na zona de bordo do infarto
pode fazer com que o processo inflamatdério se expanda a zona ndo-infartada, gerando fibrose
e remodelamento continuo do miocardio. Os efeitos da TSP-1 na limitagdo da inflamacdo e
processo fibrético pode ser devido a ativagdo do TGF-B e seus efeitos angiostaticos. A
ativagdo do TGF-B é mediada por uma seqiiéncia presente na repeti¢do tipo 1 da TSP-1

(ausente na COMP/TSP-5). (Frangogiannis et.al., 2005)
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O TGF tem um importante papel na produgdo de coldgeno (Nakajima H 2000). E o
mediador chave na regulacdo de muitos eventos associados a cicatrizacdo do IAM (Bujak e
Frangogiannis, 2006). Suprime a sintese de quimiocinas por células endoteliais e leucdcitos
enquanto promove deposicdo da matriz extracelular (Frangogiannis 2006). Animais com
delecdo de TGF tém a deposicao do coldgeno reduzida de forma idade dependente (Nakajima
et.al.,, 2000). O TGF-B, tem um importante papel na regulagdo do remodelamento cardiaco
hipertréfica, associada a deposi¢cdo aumentada de matriz extracelular e proliferacio de
fibroblastos (Bujak e Frangogiannis, 2006). Como Riessen demonstrou no seu estudo, a
expressdo do mRNA da COMP/TSP-5 é muito estimulada por TGF-$1 e 3.

O conhecimento do papel das trombospondinas e das proteinas de matriz extracelular
nos mecanismos de dano e reparo tecidual, como ocorre na lesdo aterosclerdtica e no infarto,
ainda oferece campo a muitos estudos. A andlise da arvore filogenética do gene da familia
das TSPs mostra que os genes sdo altamente conservados, o que sugere uma fungdo exclusiva
ou importante. E possivel que suas regides varidveis sejam adequadas 2 interagio com tipos
celulares especificos, e que as regides conservadas sirvam a uma fun¢do comum a todos os
tipos celulares (D1 Cesare et.al., 2002).

No coragdo normal adulto a TSP-1 ndo € normalmente expressa, contudo, sua
expressdo € regulada positivamente em modelos experimentais de infarto (Frangogiannis,
2006)

Parece que a COMP desempenha um papel relevante no processo de cicatrizacdo da
area infartada. Em humanos, no estigio final da faléncia cardiaca por cardiomiopatia
isquémica, o coldgeno, as proteinas do citoesqueleto e o fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF) estdo aumentados, mas as ligacOes cruzadas no coligeno (uma das
funcdes da COMP) estdo diminuidas, o que favorece a dilatacio do ventriculo esquerdo
(Weber, 1997).

Virias moléculas endogenas que afetam a sintese de coldgeno estdo positivamente
reguladas apds o infarto, e varios agentes que normalmente sdo usados terapeuticamente no
IAM afetam a sintese de coldgeno. Estes agentes exercem efeito antifibrético que
potencialmente pode alterar o remodelamento da ECM no infarto (Jugdutt, 2003a), onde a
COMP pode estar envolvida. Nao foi objetivo de nosso estudo avaliar o efeito desses
farmacos na sintese da COMP nos individuos infartados.

Metade dos pacientes admitidos em um hospital devido a IAM e 80% dos que vado a
obito tém mais de 65 anos. A idade estd associada a uma reduzida deposi¢do de componentes

inespecificos da matriz extracelular, a uma regulacdo positiva da angiogénese € a uma
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resposta alterada aos ferimentos. A idade também se associa a uma diminui¢do da
disponibilidade do NO vascular, a um aumento na elastase e da degeneracdo da matriz.
Assim, numerosos determinantes potenciais da cicatrizagdo do infarto estdo associados a
idade, mas seu papel ndo foi detalhadamente estudado. Fatores como género, infarto prévio e
localiza¢do do infarto podem ter contribuido paralelamente aos efeitos idade-dependentes
(Ertl e Frantz, 2005).

A média de idade dos pacientes infartados em nosso estudo ndo diferiu
significativamente entre homens e mulheres, e somente 15% dos pacientes haviam tido infarto
prévio.

No IAM a necrose € clinicamente evidente em termos de sintomas, sinais
eletrocardiogréficos e elevacdo nos biomarcadores de dano celular, reconhecida como uma
forma de morte celular durante as primeiras 24 — 48 horas. A apoptose €é geralmente silenciosa
e freqlientemente ndo-reconhecida. No entanto, estudos experimentais t€ém mostrado que a
apoptose € a principal forma de morte celular durante o IAM. Estd presente no miocardio
sobrevivente por semanas a anos apds o evento. A apoptose € 30 vezes mais comum que a
necrose; € também demonstrdavel 7 dias apds um evento cirirgico, 0 que ndo ocorre com a
necrose (Abbate et.al., 2006).

Trés a 7 dias ap6s o IAM ocorrem as principais mudancas na geometria tecidual. O
remodelamento cardiaco, no entanto, ndo se limita aos primeiros 7 dias (Abbate et.al., 2006).
No nosso estudo, os pacientes selecionados tinham até 7 dias de evolugdo pés infarto, fase
critica na alteracdo geométrica do ventriculo e remodelamento. Potencialmente, este seria o
periodo onde a necessidade de estruturacdo de fibrilas coldgenas e controle do processo
inflamatorio pode estar envolvendo as trombospondinas.

Um infarto ainda recente, em fase de cicatriza¢do, € um substrato mais favoravel para
reparo baseado em terapia celular do que uma cicatriz ja estabelecida em um ventriculo
dilatado (Murry et.al., 2006). Os eventos celulares e moleculares associados a cicatrizacao do
infarto influenciam diretamente o remodelamento ventricular e o progndstico do paciente
infartado (Bujak e Frangogiannis, 2006). Muitos pacientes com infarto evoluem bem com o
tratamento tradicional e ndo necessitam de intervengdes avancadas (Murry et.al., 2006).

Nosso estudo é embriondrio em termos da relacdo entre niveis séricos de COMP e
IAM. A deplecao de niveis de COMP nesse grupo de pacientes € intrigante. Se a alteragcdo
fisiologica nos niveis de COMP possa estar associada a fase de cicatrizacdo do IAM, seria

interessante em proximos estudos avaliar a cinética da proteina ao longo do periodo pés-
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infarto juntamente com outros potenciais marcadores de remodelamento e cicatrizagdo pos-
IAM.

Por fim, € pertinente que consideremos as limitacoes de nosso estudo. Em termos
praticos, nosso delineamento de caso-controles ndo contemplou andlises multivariadas, e sim
fundamentalmente uni ou bi-variadas.

A literatura mostra que AR, OA e IAM afetam principalmente individuos em faixa
etdria superior a média dos doadores de sangue no nosso meio. O fato justifica termos
selecionado doadores de sangue com idade superior a 40 anos. O pareamento ideal de sexo e
idade ndo foi obtido nos grupos controle e casos, embora o ajuste estatistico para estas
varidveis tenha sido procedido.

Outro fator limitante de nosso trabalho diz respeito ao ndo-estudo das varidveis de
confusdo para IAM no grupo-controle, o que teria contribuido mais detalhadamente para a
andlise do bindmio niveis de COMP-IAM.

A selecdo de doadores de sangue em delineamentos de caso-controles € certamente
problematica. Embora nao tenhamos estudado cada varidvel de confusdo para IAM no grupo-
controle, o cuidado na anamnese para exclusdo de doencga cardiaca prévia pode ter atenuado
em parte esta dificuldade. Os cuidados de anamnese para exclusdo de doencas reumdticas no
grupo-controle foram também similares. Cuidados de anamnese com doadores de banco de
sangue ndo foram unanimemente descritos em estudos com COMP que utilizaram
delineamentos semelhantes. Tais cuidados com o grupo-controle nos permitiram avaliar o
ponto de corte na nossa populacdo nos mesmos moldes realizados pelo grupo sueco quando
da padronizac¢do do ensaio.

Outro fator a ser considerado diz respeito a utilizacdo de biobancos no grupo IAM.
Globalmente, as amostras foram coletadas entre o primeiro e sétimo dia do evento, mas nao
foi possivel obter data e hora de coleta para cada individuo deste grupo, o que seria o ideal.
No entanto, nossa avaliagdo abrangeu as fases inflamatdria e proliferativa do 1AM, situacoes
em que hd a produgdo e estruturacdo da matriz extracelular. A avaliagdo dos niveis da
COMP/TSP-5 na fase de maturacdo do IAM der4 ser procedida em estudos vindouros.

A funcido renal e o fator diluicdo ndo foi aferida no grupo IAM, outra limitacdo do
nosso estudo.

Nao foi nosso objetivo a comparacao dos niveis de COMP com dados radioldgicos e
proteinas de fase aguda em pacientes com AR e OA. A averiguagdo da COMP como

parametro de fase aguda nestas populagdes deverd ser motivo de outros estudos em nosso

grupo.
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8 CONCLUSOES

1. Niveis de COMP superiores a 12 U/L se associaram fortemente a presenca de AR e

OA, e conferiram alta especificidade;

2. Niveis de COMP inferiores a 4 U/L se associaram definidamente a ocorréncia de

IAM, e exibiram moderada especificidade;

3. Niveis de COMP superiores a 12 U/L cursaram com moderada probabilidade dos

desfechos AR e OA;

4. Como um todo, niveis de COMP utilizando-se os referidos pontos de corte

discriminaram pacientes com AR, OA e IAM de controles sadios.
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9 PERSPECTIVAS

A pesquisa dos contatos célula-matriz € uma area nova e estimulante. A compreensao
da constituicdo molecular e regulacdo de todas as formas de contato com a matriz
provavelmente revelard novas possibilidades de aplicacio biomédica. A adesdo celular é
necessdria para a sobrevida de células normais, e, assim, intervencdes estratégicas que alterem
a locomocao celular ou a oriente, sem bloquear totalmente o ataque célula-matriz, poderdo ser
uteis na promog¢do do processo cicatricial. Além disso, a adesdo celular € relevante na
reestruturacdo tecidual da cartilagem, na regeneracdo de nervos ou no manejo de doengas
cronicas como aterosclerose, AR ou hepatopatias.

De interesse, nosso grupo investigou os niveis séricos d¢ COMP em dez pacientes
com hepatite C com graus de fibrose de 2 a 4, com idade entre 30 e 65 anos e sem doenca
reumatolégica. Trés desses pacientes apresentaram niveis superiores a 12 U/L (a saber, 14,8,
16,1 e 30,0 U/L) (dados a serem publicados). Também de interesse, investigamos os niveis de
COMP em 14 pacientes com tumor cerebral primdrio e metastatico (idade de 17 a 62 anos),
sem doenga reumatolégica. Nesse grupo, um paciente com glioblastoma multiforme (COMP
= 15,5 U/L) e outro com astrocitoma de baixo grau (COMP = 27,0 U/L) apresentaram COMP
> 12U/L (dados ndo publicados). A quantificagdo de niveis de COMP em pacientes com
tumores parte da premissa de que a superexpressio da TSP-1 se associa a redugdes do
crescimento tumoral e ao indice de vascularizacdo de alguns neoplasmas. Os dados acima em
hepatopatias e tumores ratificam a idéia sobre o amplo e intrigante comportamento bioldgico
da COMP.

Sabe-se que a estruturacdo excessiva da ECM, vista, por exemplo, na cardiomiopatia
dilatada p6s-IAM, pode contribuir para a disfun¢do diastélica e desfecho desfavoravel desta
afeccdo. Nesta circunstancia, drogas antifibréticas poderiam vir a serem Uteis
terapeuticamente. H4 evidente alteracdo na biodisponibilidade da proteina nos pacientes
infartados. Novos estudos poderdo definir o papel da dosagem sérica da COMP como
instrumento de avaliacdo da estrutura cicatricial pos-IAM.

Apesar de varios estudos demonstrarem um papel relevante da COMP na biologia da
cartilagem e de outros tecidos,ainda ndo hd consenso quanto a utilidade da
quantificac@o sérica desta proteina na pratica clinica. O conhecimento do papel biolégico da
COMP no tecido vascular € ainda incipiente, assim como sua fun¢do no processo cicatricial

senso lato. Estudos futuros envolvendo pacientes com doencas reumdticas, aterosclerose,
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hepatopatias e neoplasias poderdo trazer novas luzes no conhecimento da fungdo bioldgica

da COMP.
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ANEXO A

CRITERIOS DE CLASSIFICACAO DE DOENCA PARA AR DO COLEGIO

AMERICANO DE REUMATOLOGIA (ACR)

(Arnett et.al., 1988)

1)  Rigidez matinal em torno das articulacdes por até 1 hora antes da melhora maxima.

2)  Inchaco (artrite) dos tecidos moles de 3 ou mais grupos articulares observadas por um
médico.

3)  Inchaco (artrite) de articulacdes de punhos, interfalangeanas, metacarpofalangeanas.

4)  Inchaco (artrite) simétrica.

5)  Nodulos reumatéides

6)  Presenca de fator reumatoide

7)  ErosoOes radiogrificas e/ou osteopenia periarticular em articulagdes das maos e/ou dos
pulsos.

Critérios 1-4 devem estar presentes por pelo menos 6 semanas.

AR € definida pela presenca de 4 ou mais critérios, sem qualificacdes (cldssica,

definida, provavel) ou lista de exclusdes.
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ANEXO B

CRITERIOS DE CLASSIFICACAO DE DOENCA PARA OSTEOARTRITE

DO COLEGIO AMERICANO DE REUMATOLOGIA (ACR)

Ll A

A e

(Altman R et.al., 1990; Altman et.al., 1991)

Maos:
Dor nas maos, doloridas ou enrigecidas por muitos dias ou més anterior
Aumento dos tecidos duros de duas ou mais de dez articulacdes selecionadas.
Articulagdo metacarpofalangeana inchada em duas ou mais articulagdes.
Aumento de tedico duro em duas ou mais articulacdes interfalangeanas distais.
Deformidade de um ou mais de dez articulagdes das maos selecionadas.
* OA se os itens presentes sdo: 1,2,3,4 ou 1,2,5,6
Quadril
Dor no quadril por muitos dias ou més anterior
VSG < 20mm/h (laboratério)
Radiografia femural e/ou acetabular com osteofitos.
Radiografia com estreitamento do espaco articular no quadril.
* OA se os itens presentes sdo: 1,2,3 ou 1,2,4 ou 1,3,4
Joelho
Achados clinicos:
Dor no joelho por muitos dias ou més anterior
Crepitus na articulacio com movimento ativo
Rigidez matinal < 30 minutos de duracio
Idade >38 anos
Aumento 6sseo no joelho ao exame

* OA se os itens presentes sdo: 1,2,3,4 ou 1,2,5 ou 1,4,5.

Achados clinicos e radiogréficos
Dor no joelho por muitos dias ou més anterior
Ostedfitos na margem articular (radiografia)

Liquido sinovial tipico de AO (laboratdrio)
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Idade > 40 anos
Rigidez matinal < 30 minutos de durac¢io
Crepitus na articulagdo com movimento ativo

* OA se os itens presentes sdo: 1,2 ou 1,3,5,6 ou 1,4,5,6.
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ANEXO C
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Questionario de Pré-Triagem Clinica para doacio de Sangue no Servico de

Hemoterapia do Hospital Sao Lucas da PUCRS

Questoes

Voceé ja doou sangue? Quando foi a dltima vez?

Quantas vezes doou nos ultimos 12 meses? (0) (1) (2) (3) (4) (5)

Foi impedido de doar sangue alguma vez ou sentiu-se mal apds alguma
doacgdo?

Dormiu na noite passada?

H4 quanto tempo foi sua dltima refeicdo?

Bebeu alguma bebia alcodlica nas tltimas 24 horas?

Costuma beber bebidas alcodlicas todos os dias?

Tomou algum medicamento para dor de cabega, nos ultimos 7 dias?
Teve diarréia na dltima semana?

Teve algum problema de satude nos ultimos 30 dias, incluindo-se gripe,
resfriado amigdalite, sinusite, labirintite?

Tem asma, bronquite ou outro tipo de alergia?

Fez alguma vacina nos ultimos 12 meses? Qual?

Perdeu peso nos dltimos 3 meses? Quanto?

Tem apresentado feridas ou manchas brancas na boca e lingua?

Notou aparecimento de manchas na pele ou inguas (ganglios)?

Nos ultimos 15 dias, teve algum ferimento, abcesso ou furtinculo na pele?
Voceé fez alguma tatuagem, acupuntura, colocou brinco ou piercing nos
ultimos 12 meses?

Voceé teve gonorréia, sifilis ou outra doenca sexualmente transmissivel?
Voceé teve contato sexual com parceiro(a) ocasional ou desconhecido nos
ultimos 12 meses, sem preservativo?

Vocé teve contato sexual com prostitutas, garotas ou garotos de programa
nos ultimos 12 meses?

Vocé deu ou recebeu dinheiro ou drogas em troca de relagdes sexuais nos
ultimos 12 meses?

Vocé usou drogas (t6xicos) injetdveis alguma vez?

S6 para doadores do sexo masculino: vocé teve contato sexual com outro
homem nos dltimos 12 meses?

Voceé tem virus da AIDS, de hepatite B, da hepatite C ou HTLV-I?

Voceé fez tratamento com hemodidlise ou recebeu transfusdo de sangue nos
ultimos 12 meses?

Teve contato sexual, nos tltimos 12 meses, com pessoa enquadrada em
alguma das situacodes incluidas nas questdes 19 a 257

Voceé esteve preso/detido nos dltimos 12 meses?

Sim

Nao

Hs
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ANEXO C (continuacao)

Vocé teve algum acidente (com agulhas ou contato com mucosas — boca,
olhos) com sangue ou outro material bioldgico que possa transmitir AIDS
ou hepatite nos tltimos 12 meses?

Tem ou teve alguma dessas doengas: pressao alta, diabetes, maldria,
doenca de Chagas, convulsdes (ataque epiléptico), doenca do coragao,
tuberculose, enfisema pulmonar, hanseniase, herpes zoster (cobreiro),
dengue, toxoplasmose, cancer, derrame cerebral?

Teve hepatite? Com que idade?

Foi picado alguma vez pelo inseto transmissor da doenca de Chagas
(triatomineo) popularmente chamado de “barbeiro”, “chupao”, “fincao”?
Recebeu tranplante de cérnea ou implante de dura-mater (neurocirurgia)?
E portador ou tem familiar portador de doenca de Creutzfeldt-Jackob
(encefalopatia espongiforme humana)?

J4 fez tratamento, alguma vez, com algum destes medicamentos:
testosterona (hormdnio masculino), isotretinoina (Roacutan® - para acne),
finasterida (Proscar®, Nasterol® - para prostata ou Propécia® - para queda
de cabelo), acitretina (Neotigason® - para psoriase) ou etretionato
(Tigason® - para psoriase)?

J& sofreu alguma cirurgia ou endoscopia? Ha quanto tempo?

Fez algum tratamento dentario nos ultimos 7 dias?

Esteve em regido de malaria nos ultimos 6 meses? (regido norte ou centro-
oeste)?

Morou, nos dltimos 3 anos, em regido em que haja maldria (regido norte ou
centro-oeste)?

Estd gravida? Estd amamentando bebé com menos de um ano de idade?
Teve parto ou abortamento nos ultimos 4 meses?

Esteve no Reino Unido por periodo(s) que soma(m) mais de 6 meses, de
1980 a 19967

Esteve na Franga, Portugal ou Irlanda por periodo(s) que soma(m) mais de
10 anos desde 19807
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ANEXO D
Ficha de coleta de dados
Nome (n° doador):--------===-==mm=mmmmmmm oo aliquota no biobanco n®:-------------
Registro:-------==mmm oo Idade:-------------= o
Sexo: () 0 — Masculino ( ) 1 - Feminino
( )AR
Tempo de doenga: --------- meses COMP: -----mmmee- U/L
()O0A
Tempo de doenga:----------- meses COMP: ------mmmmem U/L
( )IAM
Dislipidemia () 0 Nao ( )1Sim
Diabetes ( )0 Nao ( )1Sim
Infarto prévio ( )0 Nao ( )1Sim
Tabagismo ( )0 Nao ( )1Sim
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ANEXO E

Copia do oficio 209/05 aprovacao do projeto de tese pela Comissao Coordenadora

do Programa de Pés-Graduacao em Medicina e Ciéncias da Saude.

Sy PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL

8! FACULDADE DE MEDICINA Lllm

4  POS-GRADUACAO EM MEDICINA
209/05-PG

Porto Alegre, 27 de juiho de 2005.

A P6s-Graduanda
Ana Ligia Bender
N/Universidade

Prezada Pés-Graduanda:

Comunicamos que a proposta de tese intitulada "Proteina oligomérica da matriz
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ANEXO F

Cépia do oficio 923/05 do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da PUCRS
aprovacao do projeto “Proteina  oligomérica da matriz da cartilagem

(COMP/Trombospondina-5) em doengas reumdticas e extra-articulares” .

Wt PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL @

Oficio n° 923/05-CEP Porto Alegre, 28 de setembro de 2005.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou
e aprovou seu protocolo de pesquisa intitulado: “Proteina oligomérica da matriz da

cartilagem (Comp/trombospondina 5) em doengas reumaticas e extra-articulares”.

Sua investigacéo esta autorizada a partir da presente
data.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Délio José Kipper
COORDENADOR DO CEP-PUCRS

lImo(a) Sr(a)
Dout Ana Ligia Bender
N/Universidade
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ANEXO G

Copia do oficio 799/03 - Aprovacao no CEP/PUCRS do projeto “ Marcadores de
progressao e atividade na artrite reumatéide: fator reumatdide, proteina C reativa,

velocidade de hemossedimentacdo e proteina oligomérica da matriz da cartilagem.

Estudo de seguimento de dois anos”.

d . PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
b PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS

Oficio n° 799/03-CEP Porto Alegre, 02 de dezembro de 2003.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou
e aprovou seu protocolo de pesquisa intitulado: “Marcadores de progressao e
atividade na artrite reumatéide: fator reumatoide, proteina C reativa, velocidade de

hemossedimentagdo e proteina oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP):
estudo de seguimento de 2 anos”.

Sua investigacao esta autorizada a partir da presente data.

Atencicsamenite,

Prgt. Dr. Délio José Kipper
" cdordenador do CEP-PUCRS

limo(a) Sr(a)
Dout Ana Ligia Bender
N/Universidade ‘



119

ANEXO H

Artigo a ser submetido a revista Cardiovascular Pathology

Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP/TSP-5) in Acute Myocardial
Infarction

Ana Ligia Bender”, Inés Guimaraes da Silveirab, Luis CarlosBodanese®, Carlos Alberto von
Miihlen®, Henrique Luiz Staub”".

*Faculty of Pharmacy, Pontiphical Catholic University of Rio Grande do Sul, Brazil
"Department of Rheumatology, Faculty of Medicine, Pontiphical Catholic University of Rio
Grande do Sul, Brazil

¢ Department of Cardiology, Faculty of Medicine, Pontiphical Catholic University of Rio
Grande do Sul, Brazil

Introduction: Thrombospondins (TSP) are a family of extracellular proteins involved in tissue
genesis and remodeling. The cartilage oligomeric matrix protein (COMP)/TSP-5 is detected
in normal as well as atherosclerotic and restenotic human arteries. It may play a role in the
adhesion and migration of vascular smooth muscle cells at atheroma sites. In this study, we
set up to averiguate the association, if any, of an eventually altered COMP/TSP-5 serum level
with acute myocardial infarction (AMI).

Methods: This case-control study assessed the levels of COMP/TSP-5 in 66 patients with
AMI and 100 healthy controls. Samples were collected in the first seven days after the
ischaemic event. Serum COMP/TSP-5 was assayed by ELISA (COMP ELISA AnaMar
Medical™, Lund, Sweeden). To estimate the grade of association of COMP/TSP-5 levels
with disease, odds ratios (OR) were calculated. Comparison of groups was accomplished by
variance analysis. Diagnostic performance of COMP in the groups was obtained by
calculating sensitivity, specificity, and likelihood ratios (LR).

Results and Conclusion: The cutoff value of 4 U/L better differentiated the AMI cases of
healthy controls. A strong association of COMP/TSP-5 levels below 4 U/L with AMI was
observed (OR=9.1; 95%CI 4.2-20.1). A sensitivity of 66.7 % and a specificity of 82 % were
obtained for the proposed cutoff. The positive LR for levels below 4 U/L was small (3.7;
95%CI 2.4-5.8). The clinical and pathological meaning of low COMP/TSP-5 serum levels in
AMI have yet to be clarified.

Key Words: Cartilage oligomeric matriz protein (COMP), thrombospondin-5, acute
myocardial infarction.
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1. Introduction

The thrombospondins (TSP) comprise a family of extracellular, calcium-binding
proteins that modulate the cellular phenotype during tissue genesis and remodeling. Up to
date, five members of this family have been identified and each member has a specific spatial
and temporal pattern of expression during development. TSP-1 and 2 (subgroup A TSP)
contain a sequence similarity with procollagen, whereas the subgroup B proteins (TSP 3 and
4) and the cartilage oligomeric matrix protein (COMP) lack this sequence'.

The level of TSP in body fluids is linked to the growth of primary tumors and to
metastasis, to malaria infection, and to development of the atherosclerotic plaque’. COMP
(TSP-5) is a member of the thrombospondin family of extracellular matrix proteins’. It is
expressed in cartilage, tendon, vitreous, and vascular smooth muscle cells. The protein binds
in a zinc-dependent fashion to collagen type I, IT and IX**.

Increased levels of COMP/TSP-5 have been found in active arthritis, in
osteoarthritis (OA), and after cartilage injury. Furthermore, COMP/TSP-5 is known as a
marker for early cartilage destruction, and is elevated in patients with rapidly destructive
rheumatoid arthritis (RA)*°. The protein is highly homologous to the carboxyl-terminal half
of thrombospondin. The 84 aminoterminal sequence is unique for COMP/TSP-5° |
nevertheless.

COMP/TSP-5 was detected in normal as well as in atherosclerotic and restenotic
human arteries with immunohistochemistry. The majority of COMP/TSP-5 was expressed in
close proximity to vascular smooth muscle cells. COMP/TSP-5 might play a role in adhesion
and migration of vascular smooth muscle cells during atherogenesis’.

The physiopathological role of COMP/TSP-5 in acute ischaemic events such as acute
myocardial infarction (AMI) is still unknown. In this study we set up to evaluate the
COMP/TSP-5 serum levels in patients with AMI and controls. The possibilitiy that abnormal
COMP/TSP-5 levels associate to AMI was also warranted.
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2. Materials and methods

2.1 Subjects.

This case-control study assessed the levels of COMP in patients with AMI and healthy
controls. The cases comprised patients older than 16 years with AMI, not selected by sex or
race. Diagnosis of AMI was established by a Cardiologist according to previously reported
algorithms, clinical history, serial electrocardiographic alterations, and laboratory tests
confirming myocardial necrosis®, and yet the cardiologist continued to ignore the results of
COMP/TSP-5 levels. Samples were collected in the first seven days after the ischaemic event.
Patient or his legal representative provided written informed consent

The exclusion criteria for AMI cases were as follows: a) rheumatic disorders such
as RA and OA; b) infective endocarditis; ¢) tumours (current or past); c) infection by the
human immunodeficiency virus or treponema pallidum; d) presence of known hereditary
causes of thrombosis, such as homocystinuria or mutation of factor V (Leiden); and e)
previous diagnosis of antiphospholipid syndrome (APS) or another disease of the connective
tissue.

The control group comprised 100 healthy blood donors older than 40 years, with
no rheumatic or cardiovascular complains in medical history.

2.2 Method

Serum was obtained from the routinely drawn blood samples, centrifuged
immediately. The samples were kept at -70° C prior to the measuring of COMP/TSP-5. Serum
COMP/TSP-5 was assayed by ELISA (COMP ELISA AnaMar Medical™, Lund,
Sweeden) with a solid-phase, two site enzyme immunoassay, based on the direct “sandwich”
technique in which two monoclonal antibodies are directed against separate antigenic
determinants of the COMP/TSP-5 molecule. The ELISA test was performed according to the
manufacturers’ instructions’.

A 5% significance level was adopted. Chi square tests were used comparing
categorical variables, and the Student 7 test were used for comparing continuous variables.
Likelihood ratios (LR) with 95% confidence interval (95%CI) were calculated; the relative
power of LR were used according to the Deeks scale'’: positive LR greater than 10 or
negative LR less than 1 may have a very substantial impact on clinical decisionsmaking
through meaningful revision of disease probability; positive LR of 2 to 10 or negative LR of
.5 to .1, reside in between and may occasionally be clinically important. Odds ratios (OR)
with 95%CI were calculated and adjusted for age and sex. The Hopkins scale for OR was

used as follows: OR between 1 and 1,5 was considered very low; between 1.5 and 3.5 was
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considered low; between 3.5 and 9.0 was considered moderate; between 9.0 and 32 was
considered strong; and above 32 was considered very strong. Analyses were obtained by
SPSS for Windows, version 11.5 (SPSS Inc., Chicago, EUA) and MEDCALC for Windows
(MedCalc Sofware, Mariakerke, Belgium).

This study was approved by the local ethics committee.

3. Results

Risk factors for patients with AMI included diabetes mellitus (27.3%),
hypercholesterolemia (47%), smoking (56.1%) and previous AMI (15.2%). Demographic
characteristics and COMP/TSP-5 levels of cases and controls, as well as COMP/TSP-5 levels,
are shown in Table 1. The female gender was more frequent in controls than cases, and AMI
patients were older. After adjustment for age and sex, COMP/TSP-5 levels were significantly

lower in patients with AMI as compared to controls (P<0.001).

Table 1: Demographic characteristics and COMP/TSP-5 levels in controls and acute
myocardial infarction groups (AMI)

Control AMI p
n=100 n=66
Gender
Female (n) 45 (45%) 20 (30%) <0.05
Age (years) 4546 5846 <0.05
COMP/TSP-5 (U/L) 7.3+0.5 3.0+0.6 <0.01

n: number of individuals; P: statistic significance
The COMP values were obtained using model of covariance with adjustment for age and gender, and the
values are presented as mean + standard error in post-hoc test (SIDAK)

After stratification of COMP/TSP-5 levels and calculation of LR, we found that a
cutoff of 4 U/L better discriminated the AMI group from controls. A moderate specificity and
a smaller sensitivity were observed for AMI utilizing the proposed cutoff. The 9.1 OR (95%
CI 4.2-20.1) indicated a strong association of COMP/TSP-5 levels below 4 U/L with AML.
The 3.7 positive LR indicated to be 3.7 times more probable a COMP/TSP-5 level below 4
U/L in AMI than controls. The negative LR (0.4), in turn, showed that was less probable a
result above 4 U/L in AMI when compared to controls. To calculate the positive predictive

value (PPV), we utilized a 15% AMI prevalence based on the GRACE Study (Global
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Registry of Acute Coronary Events)''. The post-test probability (PPV) standed around 39.5%.
One minus the negative predictive value (NPV) indicated a probability of disease of 7% if

COMP/TSP-5 tested negative. Table 2 summarizes these data.

Table 2. Diagnostic performance of COMP/TSP-5 in AMI diagnostic

Test Characteristic Cases (AMI) (BISO?LTIE)I‘S)
<4 U/L 44 18
>4 U/L 22 82
Sensitivity 66.7 % (95% CI 54-717.8 %)
Specificity 82.0 % (95% CI 73- 89 %)
Positive Predictive Value 39.5 %** (95% CI 26.1-55.5 %)
1- NPV (Negative Predictive Value) 7 % ** (95% CI 10.1-4.2 %)
OR 9.1 (95% CI 4.2- 20.1)
Positive LR 3.7 (95% CI: 2.4-5.8)
Negative LR 0.4 (95% CI 0.63-0.25)
*##% Pre-test probability of AMI based in a 15% Brazil prevalence (“Global Registry of Acute Coronary Events”
~ GRACE Study)"'

OR: odds ratio; LR: likelihood ratio
95%CI: confidence interval
AMI: acute myocardial infarction

4. Discussion

Knowledge of the role of TSP in atherosclerotic disorders is yet incipient. Testing of
TSP such as COMP/TSP-5 in sera of patients with AMI is also recent. We evaluated
COMP/TSP-5 levels in AMI patients and controls using a newer enzymatic immunoassay.
Our data showed that a cutoff value of 4 U/L better differentiated the individuals with AMI
from healthy controls. After adjustment for gender and age, the lower COMP/TSP-5 levels of
AMI patients remained significant as compared to blood donors (P<0.01).

For the utilized cutoff, specificity (82%) was much better than the sensitivity (66.7%).
A low post-test probability (39.5 %) was found, however. By considering the OR, a strong
association of low COMP/TSP-5 levels with AMI was documented. The case-control design
does not allow us to define if low COMP/TSP-5 levels have a cause effect on AMI
appearance.

The positive LR of 3.7 showed that the COMP/TSP-5 levels < 4 U/L could
occasionally be important for diagnosis of AMI. In another words, the chance of detecting a
COMP/TSP-5 titer < 4 U/L was 3.7 times greater in patients with AMI than without AMI.
The probability of disease if COMP/TSP-5 titered above the cutoff was, considering a 15%
AMI prevalence, not higher than 7%.
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Once high levels of COMP/TSP-5 levels can be detected in patients with RA or
OA>'>'*!% patients with AMI and concomitant RA/OA were excluded of our study, so
avoiding a confusion bias for greater COMP/TSP-5 levels. AMI patients with confirmed
inherited thrombophilia or APS were also excluded, once atherosclerotic patients were
priorized. Selection of the blood donors in a case-control design is usually problematic. In our
study, blood donors with previous or concomitant rheumatic disease, as well as cardiovascular
disoders, were excluded by medical history.

Miindermann et al have reported a mean physiological variation of 9.7% in
COMP/TSP levels after exercise'”. This was not applyable to our patients with AMI, who
were resting in bed, or to controls, whose blood was collected after a half-hour rest period.
Yet, COMP/TSP-5 levels were uniformly lower in the AMI group as compared to blood
donors.

Many cartilage macromolecules as TSP are distributed to other tissues, where they
might have similar functions'®. The physiological actions of COMP/TSP-5 in connective
tissue remain controversial, but they are probably linked to tissue genesis and remodeling'®.
Of note, COMP/TSP-5 is expressed in normal, but also in atherosclerotic or restenotic human
arteries. It could be involved in adhesion and migration of vascular smooth muscle cells to
atheroma sites’ .

This is a preliminary study looking at the association of COMP/TSP-5 levels with
AMI. The depletion of COMP/TSP-5 levels in this group of patients is intriguing. It could be
related to a high protein expression in a damaged tissue undergoing scarring process, but this
is only hyphotetical. Deficient COMP/TSP-5 synthesis is an alternative possibility.

In our study, the AMI samples were collected in the first seven days after the event.
We did not stratifity patients by time after event. Considering the inflammatory, proliferative
and maturation hystological phases after AMI'’, probably our design did not contemplate the
latter. Thus, the interpretation of our data should be limited to the inflammatory and
proliferation cycles after an AMI., where crucial changes of the extracellular matrix structure
take place. For the future, it will be worthy a detailed kinectics evaluation of COMP/TPS-5
and other remodeling markers for longer periods after the AMI event.

In summary, COMP/TSP-5 levels as measured by a newer enzymatic immunoassay
were clearly abnormal in AMI patients. Our data indicate that low levels of COMP/TSP-5
levels are associated with the early phase of an AMI. The clinical and pathological

significance of this finding should be clarified in forecoming studies.
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