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RESUMO

Introducao: Na doenga arterial coronariana (DAC) o desequilibrio entre a oferta e o consumo
de oxigénio para o miocardio pode gerar isquemia, de intensidade variada, sendo sua principal
causa a doenca aterosclerotica coronariana. A DAC ¢ responsavel por cerca de 7,4 milhdes de
mortes anualmente em todo o mundo. O sistema complemento (SC) ¢ parte do sistema imune
inato, e uma vez ativado pode induzir o processo inflamatorio e contribuir para a patogénese da
DAC, em parte, pela agdao da Lectina Ligante de Manose (MBL). A MBL ¢ componente chave
da ativacdo da via das lectinas do SC, que pode se ligar a carboidratos presentes em tecidos
cardiacos lesionados, levando a ativagdo do SC e alta expressio de C3 em lesdes
ateroscleroticas. Dessa forma, tanto MBL como C3 podem apresentar-se como potenciais
candidatos a fator de risco para o desenvolvimento e gravidade da DAC. Objetivo: O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a concentragdo sérica de MBL e C3 em pacientes com
suspeita de DAC, incluindo um grupo de pacientes com infarto agudo do miocardio (IAM); em
comparacdo a controles saudaveis. Método: Os niveis séricos de MBL foram determinados
pelo método de ELISA em 119 pacientes sintomaticos para DAC, sendo 48 com diagnostico de
infarto agudo do miocardio (IAM); e em 93 controles. Os niveis de C3 foram determinados por
imunoturbidimetria em 118 pacientes, 48 com IAM, e em 58 controles. Dentre pacientes, 87
(73,11%) apresentaram angiografia coronaria alterada. As caracteristicas clinicas foram obtidas
a partir de registros médicos e entrevistas. A distribuicdo da normalidade de cada variavel foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Associagdes pareadas foram realizadas usando o teste de
correlacdo de Spearman para varidveis ndo paramétricas. A andlise estatistica foi realizada
usando o STATA e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
Resultados: A concentracdo sérica de MBL foi significativamente maior no grupo de pacientes
que em controles (p=0,002), independente da presenca de IAM (p=0,006). Além disso, altas
concentragdes de MBL (>2000ng/mL) foram mais frequentes em pacientes (p=0,017 OR 2,2
I1C95% 1,1-4,3) quando comparado aos controles. Os niveis de C3 ndo diferiram
significativamente entre o grupo de pacientes e controles (p=0,142), ou na presenga de IAM
(p=0,957). Os niveis de C3 foram positivamente correlacionados com IMC (p=0,004),
triglicerideos (p=0,002), nimero de eritrécitos (p=0,003) e plaquetas (p=0,008). Conclusao:
Os resultados demonstraram que a MBL pode atuar como fator de risco na fisiopatologia da
DAC e C3 como fator de risco cardiovascular.

Palavras-chave: doenga arterial coronariana, sistema complemento, lectina ligante de manose,

C3



ABSTRACT

Introduction: In coronary artery disease (CAD) the imbalance between supply and
consumption of oxygen to the myocardium can generate ischemia of different intensity. The
main cause of this problem is coronary atherosclerotic disease, which is responsible for about
7.4 million deaths worldwide. The complement system (CS) is part of the immune system, and
once activated can induce the inflammatory process and contribute to the pathogenesis for
cardiovascular diseases. In this context, Mannose Binding Lectin (MBL), a key component of
the activation of the Lectin Pathway, can bind to the carbohydrates present in the injured cardiac
tissues, leading to the activation of CS as well as C3 deposits in atherosclerotic lesions. Thus,
MBL and C3 might be considered potential candidates as risk factors for the development and
severity of CAD. Objective: The present study aims to evaluate the serum concentration of
MBL and C3 in patients undergoing coronary angiography to investigate CAD, including a
group of patients with acute myocardial infarction (AMI) compared with healthy individuals.
Method: Serum MBL levels were determined by the ELISA method in 119 patients
symptomatic, 48 of whom were diagnosed with AMI, and in 93 controls. Among patients, 87
(73.11%) had altered coronary angiography. C3 levels were determined by
immunoturbidimetry in 118 patients symptomatic for CAD, 48 with AMI and 58 controls.
Clinical features were obtained from medical records and interviews. The normality
distribution of each variable was assessed using the Shapiro-Wilk test. Paired associations were
performed using the Spearman correlation test for nonparametric variables. Statistical analysis
was performed using STATA and values of p <0.05 were considered statistically significant.
Results: MBL serum concentration was significantly higher in the patient group compared to
the controls (p=0.002), regardless the presence of AMI (p=0.006). In addition, high
concentration of MBL (> 2000ng / mL) were more frequent in patients when compared to
controls (p=0.017 OR 2.2, 95% CI 1.1-4.3). C3 levels did not differ significantly between
patients and controls (p=0.142), no for the presence or absence of AMI (p=0.957). C3 levels
were positively correlated with BMI (p=0.004), triglycerides (p=0.002), erythrocytes number
(p=0.003) and blood platelets (p=0.008). Conclusion: The results demonstrated that MBL may
act as a risk factor in the pathophysiology of CAD whereas C3 was associated with

cardiovascular risk factors.

Key words: coronary artery disease, complement system, mannose-binding lectin, C3
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1. INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCVs) s3o a primeira causa de morte no mundo.
Aproximadamente 17,9 milhdes de pessoas morreram de DCVs em 2016, representando 31%
de todas as mortes. Dentre essas, estima-se que 7,4 milhdes foram devido a doenga arterial
coronariana (DAC) (WHO, 2020). No Brasil, as DCVs representam as principais causas de
morte desde 1960 (KATZMARZYK; HEYMSFIELD, 2013) e em 2017, 358.882 brasileiros
morreram afetados por essas doengas (DATASUS, 2020). Diante da gravidade deste problema,
iniciativas devem ser tomadas para o desenvolvimento de técnicas e busca de marcadores
moleculares para a avalia¢do do risco cardiovascular, tornando possivel uma melhor triagem da
populagdo com inicio do acompanhamento e terap€utica o mais precocemente possivel
(LITWIN, 2008). As DCVs englobam a DAC, doenga cerebrovascular, hipertensdo arterial
sistémica (HAS), doenca arterial periférica, doenca cardiaca reumatica, cardiopatia congénita e
insuficiéncia cardiaca (WHO, 2016).

A DAC tem como caracteristica marcante o desequilibrio entre a oferta € o consumo de
oxigénio para o miocardio, resultando em isquemia de intensidade variada. Sua principal causa
¢ a doenga aterosclerotica coronariana (LUZ; FAVARATO, 1999), cujo desfecho esta
relacionado com o grau de obstru¢dao (PINHO et al., 2010), incluindo desde um espessamento
progressivo até a ruptura da placa da parede arterial (GOLDSCHMIDT-CLERMONT et al.,
2005). Portanto, dependendo do grau de obstrugdo, as complicagdes podem variar desde um
quadro assintomatico até o desenvolvimento de angina estavel, sindrome coronariana aguda
(SCA), insuficiéncia cardiaca aguda, arritmias ou morte subita (GRACE, 2001; MENEES;
BATES, 2010).

O sistema imune inato tem um importante papel na fisiopatologia da aterosclerose
(ROSS, 1999) e em doencas cardiacas, como o IAM (VENGEN et al., 2012). A imunidade inata
compreende as barreiras fisicas e quimicas, citocinas, células fagociticas e NK, peptideos
antimicrobianos € o0 SC (CRUVINEL et al., 2010). O SC ¢ um dos principais componentes da
imunidade inata, tendo eficiente acdo sobre microrganismos e a resposta inflamatoéria como
também integrando a imunidade inata e a adaptativa (GARDINALLI et al., 1995). Sua ativag¢ao
tem importante atuacdo na patogénese da aterosclerose (GE et al., 2018), contribuindo para o
desenvolvimento de algumas DCVs como a DAC, lesdo de isquemia e reperfusao e rejeicao de
transplante, uma vez que sua ativacdo contribui para o agravamento do dano miocardico

(GARDINALLI et al., 1995). O SC ¢ composto por mais de 50 proteinas soluveis e de
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membrana e pode ser ativado por trés vias: Via das Lectinas (VL), Via Classica (VC) e Via
Alternativa (VA) (RICKLIN et al., 2010). Subsequente a ativacdo das trés vias, o SC pode
executar suas principais fun¢des como: opsonizagao, fagocitose e lise de particulas alvo através
da formagdo do complexo de ataque a membrana. Além disso, a ativagdo do complemento pode
induzir varios efeitos inflamatorios, tais como promover a expressao de moléculas de adesao
no endotélio vascular, quimiotaxia, ativagdo de leucdcitos, liberagdo de espécies reativas de
oxigénio, secrecao de citocinas e quimiocinas (BELTRAME et al., 2015). Estes efeitos, quando
exacerbados ou desregulados, contribuem para a progressdo e perpetuacdo do processo
inflamatorio.

A VL apresenta papel fundamental na ativacdo do sistema complemento e estd
relacionada aos processos de coagulagdo, inflamacao, lesdao de tecidos, e contribui para lesdao
de reperfusao isquémica (LA BONTE et al., 2012; SINGH et al., 2016). A VL ¢ ativada pela
interacdo da MBL, ficolinas (1, 2 ou 3) ou colectina 11 (CL-K1) com manose, N-acetil-
glicosamina, frutose, glicose, entre outros residuos abundantes na superficie de
microrganismos, padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs), alteracdes de célular
apoptoticas, necroticas ou malignas (DAMPS) (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010;
BELTRAME et al., 2015; HOLERS; BANDA, 2018). A lectina ligante de manos (MBL) ¢ uma
proteina de fase aguda (DAHL et al., 2004) e desempenha importante papel na aterogénese,
estando presente em placas de aterosclerose rompidas (MATTHIJSEN et al., 2009). Os niveis
plasmaticos de proteinas associadas a MBL, como as serino proteases associadas a MBL
(MASP) e proteina quinase ativada por mitogenos (MAp44), também foram associados com
fatores de risco cardiovasculares, incluindo dislipidemia, obesidade e hipertensdao
(FRAUENKNECHT et al., 2013).

O componente C3 ¢ uma molécula chave do sistema complemento, sintetizado
principalmente pelo figado e também por mondcitos, neutrofilos, tibulos renais e célula
apresentadora de antigeno. E formado pelas cadeias alfa e beta, ligadas covalentemente por uma
ponte dissulfeto. Possui 8 dominios de macroglobulina (MG1-8) com locais de ligacao para
receptores do complemento (C3aR, CR1, CR2, CR3), proteinas reguladoras da VA e dominio
tio éster que ¢ hidrolisado levando ao processo conhecido como C3 “thick-over” (DELANGHE
et al., 2014; LUKAWSKA et al., 2018). C3 fornece fragmentos ativos C3a, C3b, iC3b e C3d
que atuam como moduladores inflamatdrios, com agdes que protegem ou agridem o organismo,
dependendo do contexto, regulam o metabolismo celular, a autofagia e coloboram para detectar
patogenos intracelulares (ZARANTONELLO et al., 2022; RAWISH et al., 2021. A deficiéncia

de C3 foi associada a doengas graves como, lipus eritematoso sistémico, infec¢des piogénicas
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como pneumonia, sepse € meningite (LUKAWSKA et al., 2018). Niveis séricos elevados de
C3 foram também considerados fator prognostico para eventos cardiovasculares e mortalidade
de pacientes em hemodialise (LINES et al., 2016), e preditor de IAM em homens (MUCARINI
et al., 2000). Altas concentracdes de fragmentos de C3, como C3c originado a partir da
degradacao de C3, foram encontradas no soro de pacientes com insuficiéncia cardiaca e func¢ao
sistdlica preservada. Logo, esses dados reforcam o papel do componente C3 como potencial
biomarcador para insuficiéncia cardiaca (FREY et al.,2013).

O SC ¢ composto por elementos essenciais para a manutengao da homeostase (LING et al.,
2019), incluindo a do sistema cardiovascular. Dessa forma, estudos que explorem o papel de
MBL e C3 no desenvolvimento da DAC sdo de interesse para determinar o seu papel na
patogénese da DAC (MARTIN-VENTURA et al., 2019). Nesse contexto, a avaliacdo das
concentracgoes sé€ricas de MBL e C3 pode contribuir para o esclarecimento da atuagdo do SC no

desenvolvimento de DAC.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Fisiopatologia da Doenca Arterial Coronariana (DAC)

As DCVs sdo as principais causas de morte em homens e mulheres no Brasil, sendo
responsavel por aproximadamente 20% de todas as mortes em individuos acima de 30 anos, as
doencas isquémicas do coracdo foram responsaveis por 115.058 mortes no Brasil em 2017
(DATASUS, 2020). De acordo com a Organiza¢cao Mundial da Satde as DCVs se desenvolvem
por alteracdes cardiacas e vasculares, dentre elas a DAC, doenga cerebrovascular, hipertensao
arterial sistémica, doenga arterial periférica, doenga cardiaca reumatica, cardiopatia congénita
e insuficiéncia cardiaca (WHO, 2016).

A DAC ¢ caracterizada pela insuficiéncia de irrigagdo sanguinea no coracao através das
artérias corondrias, e tem relacdo direta com o grau de obstru¢do do fluxo sanguineo pelas
placas ateroscleroticas (PINHO et al., 2010). As complicacdes da aterosclerose incluem a
estenose arterial, ruptura da placa e trombose (GOLDSCHMIDT- CLERMONT et al., 2005),
podendo levar o individuo a apresentar angina instavel, IAM, acidente vascular encefalico e
morte subita (LIBBY; RIDKER, 2006). Hermann e Lerman (2001) sugerem que varios fatores
de risco para a DAC estdo diretamente relacionados a disfuncao endotelial. Tais fatores de risco
causam inimeras alteragdes teciduais com consequente prejuizo a biologia vascular, incluindo

a diminui¢do da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), aumento da formagao de radicais
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livres e aumento da atividade endotelial. Diversas comorbidades, como as dislipidemias, a
aterosclerose e a hipertensao arterial sistémica (HAS) apresentam, em sua génese e/ou em seus
mecanismos fisiopatoldgicos, alteracdes na funcdo endotelial. Assim, a disfun¢do endotelial,
caracterizada por menor produg¢ao e/ou biodisponibilidade de NO representa um dos fatores que
contribuem para o aparecimento da DAC (RUSH et al., 2007).

A isquemia tecidual ¢ fortemente atribuida a aterosclerose, a qual se trata de uma doenga
inflamatoria cronica que ocorre em resposta a agressdo endotelial. A lesdo aterosclerdtica
acomete principalmente a tinica intima das artérias, promovendo o aumento da permeabilidade
desta camada as lipoproteinas plasmaticas, e consequentemente, favorecendo a retengdo de
particulas de lipoproteina de baixa densidade (LDL) (HANSSON, 2005). Como consequéncia
da lesdo tecidual e acimulo de lipoproteinas no endotélio vascular, os mondcitos sanguineos
migram para o espaco subendotelial, onde se diferenciam em macrofagos (LIBBY;
THERIOUX, 2005; LIBBY et al., 2013), onde englobam o LDL oxidado, e passam a se chamar
células espumosas. Os macréfagos ativados produzem citocinas, que sdo estimulos para adesao
leucocitaria, producdo de quimiocinas e fatores de crescimento que estimulam células
musculares lisas a migrarem para a intima. Ha recrutamento de linfocitos T para intima, que
interagem com macréfagos e podem desencadear um processo inflamatdrio cronico, estimular
proliferacdo de células musculares e sintese de matriz extracelular (ROBBINS & COTRAN,
2010). Por fim, ocorre o desenvolvimento da placa aterosclerdtica, constituida por elementos
celulares, componentes da matriz extracelular, ntcleo lipidico e necrotico (LIBBY;
THERIOUX, 2005; LIBBY et al., 2013) (FIGURA 1). Na lesdao cardiaca de isquemia-
reperfusdo ocorrem alteracdes funcionais e estruturais nas células do tecido cardiaco, que se
tornam aparentes durante o restabelecimento do fluxo apdés um periodo de isquemia. No
momento que se restaura o fluxo sanguineo podem ocorrer varios efeitos deletérios como:
necrose de células irreversivelmente lesadas, acentuado edema celular e restauracao nao
uniforme do fluxo para todas as por¢des do tecido. O retorno da circula¢do de forma inadequada
gera um circulo vicioso de disfun¢do endotelial vascular, redu¢do da perfusdo local, mais
alteragdes disfuncionais e edema (KOHLER et al., 2003). Com o conhecimento da a¢do do
sistema imunologico no desencadeamento das lesdes pos-injuria cardiaca observou-se que os
linfocitos T auxiliares secretam citocinas em resposta ao estimulo isquémico, que regulam a
ativacdo de diferentes linhagens celulares, inflamagdo e reparo tecidual. No quadro de
isquemia-reperfusao, as citocinas, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e as interleucinas IL-
6 e IL-8 podem ser liberadas mediando a resposta inflamatéria sistémica (WAN; LECLERC;
VINCENT, 1997). O TNF-a, produzido principalmente por macréfagos, e também por
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linfocitos e células NK, contribui para disfun¢cdo miocérdica pds isquemia pela agdo depressora
da contratilidade e pela indugdo de apoptose do midcito (MELDRUM, 1998). Essa depressao
acontece devido a mecanismos dependentes e independentes do 6xido nitrico (LIUZZO et al.,

1994).
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FIGURA 1. FORMACAO DA PLACA DE ATEROMA: Os fatores de risco como hipertensio, tabagismo,
dislipidemia, entre outros, contribuem para lesdo endotelial, levando ao aumento da permeabilidade vascular ¢
retengdo de LDL, estimulo para adesdo leucocitaria. Monocitos migram para o espago subendotelial, onde se
diferenciam em macrofagos, que captam LDL oxidado se tornando células espumosas, responsaveis pela
progressdo da placa. Os macrofagos ativados atuam na secre¢do de citocinas, que amplificam a inflamacdo e de
enzimas proteoliticas, capazes de degradar colageno e outros componentes teciduais locais. As células musculares
lisas da camada média migram para a camada intima, onde passam a produzir citocinas, fatores de crescimento e
matriz extracelular, que formara parte da capa fibrosa da placa aterosclerdtica.

FONTE: ROBBINS E COTRAN, 2010.

A DAC estavel pode levar ao desenvolvimento de angina, caracterizada por dor ou
desconforto em torax, epigastrio, mandibula, dorso, ou membros superiores, ¢ precipitada ou
agravada por esforgo fisico ou estresse emocional, devido ao aumento da necessidade de
oxigénio pelo musculo cardiaco e impossibilidade de fornecimento de oxigénio, levando a
isquemia, com possibilidade de evolugao desse quadro por meses ou anos (Diretriz de Doenga
Coronaria Estavel, 2014). A DAC instavel pode levar ao desenvolvimento da sindrome
coronariana aguda (SCA), condi¢do caracterizada pela ruptura da placa de aterosclerose,

levando ao IAM com supradesnivel do segmento ST (IAMCSST), com oclusao total do vaso,
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o que resulta em infarto transmural. A oclusdo parcial pode apresentar-se como angina instavel
(AI), caracterizada por dor de inicio a menos de dois meses, duragao maior que vinte minutos,
angina em crescendo previamente diagnosticada e que se torna mais frequente, com maior
duracdo e um menor limiar, ou IAM sem supradesnivel do segmento ST (IAMSSST), sendo
diferenciados pelos marcadores de necrose miocardica, presentes no IAMSSST (HEDAYATI,
2018) (FIGURA 2).

; o ?. Microparticulas
Trombose
Oclusao parcial

Trombose

; endotéliais
Delusao Total

IAMSSST/AI IAMCSST

FIGURA 2. SINDROME CORONARIANA AGUDA. A oclusio parcial de vasos coronarianos leva ao infarto do
miocardio sem supradesnivel do segmento ST (IAMSSST) e angina instavel. A oclusdo total leva ao infarto do
miocardio com supradesnivel do segmento ST (IAMCSST).

FONTE: FONSECA et al., 2016.

2.2.  Sistema Complemento

O SC corresponde a um ramo central da imunidade inata, com mais de 50 proteinas
plasmaticas, receptores e reguladores de superficie, sendo um importante mediador
inflamatorio, que podem atuar independentemente ou em colabora¢do com outros mecanismos
de defesa da imunidade inata e adquirida do hospedeiro (VARELA; TOMLINSON, 2015;
RICKLIN et al., 2010). Essas proteinas sdo sintetizadas principalmente pelo figado, mondcitos,
macrofagos, fibroblastos, células epiteliais do trato gastrointestinal e urinario (VARELA;
TOMLINSON 2015).

O SC induz uma série de funcdes efetoras da resposta imune (FREELEY et al., 2016),
que incluem opsonizagao, fagocitose, lise de patdgenos, remocao de células apoptdticas e debris
celulares, além de solubilizagdo, transporte e eliminagdo de complexos imunes. Atua também
na protecao contra o desenvolvimento de autoimunidade (LING; MURALLI 2019). Ainda, o SC
possui um papel central na resposta inflamatoria. Sua ativagdo estimula efeitos pro-
inflamatérios através da quimioatracdo e ativacdo de leucocitos (macréfagos e neutrofilos
principalmente) (HOLERS, 2014; LIDANI et al., 2021), que liberam citocinas como TNF-a,

interleucina—1 (IL-1) e IL-6. Essas citocinas aumentam a producdo de proteinas do
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complemento e agentes de fase aguda diante de um processo inflamatério ou infeccioso (LING;

MURALIL 2019).

2.2.1 Ativacdo do Sistema Complemento

O SC ¢ ativado por trés vias de ativagdo: a Classica (VC), das Lectinas (VL) e a
Alternativa (VA). Todas as vias convergem na clivagem de C3 para a formagdo de complexos
enzimaticos C3 e C5 convertases, culminando com a formacao do complexo de ataque a

membrana (MAC), que ira promover a lise celular (BAHIA et al., 2016) (FIGURA 3).
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FIGURA 3. ATIVACAO DO SISTEMA COMPLEMENTO. O sistema complemento pode ser ativado através de
trés vias. A Via Classica, ativada por ligacdo de Clq a superficie do patdégeno. A Via das Lectinas, ativada pela
ligacdo de MBL, ficolinas ou colectinas a acticares. A via alternativa, por hidrélise espontanea de C3 a superficie
de patogenos. As trés vias convergem para a producdo de convertase C3, que cliva C3 em C3b e C3a. A ligacdo
de C3b a convertase C3 forma convertase C5, que ¢é responsavel pela clivagem de C5 em C5a e C5b. Esse evento
comum as trés vias ird resultar na amplificagdo do processo inflamatdrio, com a liberag@o de anafilatoxinas, lise
do patégeno a partir da formagdo do complexo de ataque a membrana (MAC), opsonizacdo ¢ remocdo de
complexos imunes e debris celulares. FONTE: Modificado de LIDANI et al., 2020
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A VC ¢ ativada pela interagcdo de C1 a complexos imunes, reconhecimento de C1q por
dominios Fc em IgM ou IgG agrupados, PAMPs, lipopolissacarideos, porinas de bactérias
gram-negativas, fosfolipideos, pentraxinas, elementos de células apoptoticas, entre outros
(FRAZER-ABEL et al., 2016; VARELA; TOMLINSON 2015). Sua ativacdo ¢ iniciada pelo
complexo C1, formado por uma molécula de Clq, duas moléculas de Clr e de Cls. O Clq ¢
composto por seis subunidades idénticas com cabecas globulares e caudas longas que se ligam
a Clr e Cls para formar o complexo C1 (C1q:C1r2:Clsz). As cabegas globulares de C1q ligam-
se a regido constante das moléculas de imunoglobulina (IgM ou IgG), complexos imunes ou
diretamente na superficie do patégeno. Esta ligagdo promove mudangas conformacionais em
Clr ativando-o, o qual ativa o Cls, que, por sua vez, passa a exibir um sitio catalitico de serino-
protease podendo clivar os componentes C4 em C4a (liberado na circulagdo) e C4b (opsonina),
e C2 em C2a e C2b. Cls cliva C4 e expde um grupo tioéster interno, inacessivel no C4 nativo,
que possibilita a ligagdo covalente de C4b a grupos amina e hidroxila de superficies celulares.
C2 se associa a C4b e ¢ clivado por Cls em C2a e C2b (liberado na circulac¢do), onde o C2a
permanece ligado a C4b formando a C3 convertase da VC (C4b2a), uma protease chave na
cascata do complemento (FRAZER-ABEL et al., 2016). C4b, C3b também expde um grupo
tioéster interno, inacessivel no C3 nativo, que possibilita sua liga¢do covalente a grupos amina
e hidroxila presentes em superficies celulares (MORGAN et al., 1995). C3 convertase cliva C3
em C3a e C3b. C3a ¢ uma anafilatoxina que atua na amplificacdo do processo inflamatorio, e
C3b atua na opsonizacao e pode também se ligar covalentemente com C4b2a formando a C5
convertase desta via (C4b2b3b), que cliva C5 em C5a e C5b dando inicio a ativagao da via
terminal do SC (FRAZER-ABEL et al., 2016).

A VL ¢ ativada pela ligacdo de moléculas de reconhecimento de padrdoes (PRMs) tais
como lectina ligante de manose (MBL), ficolinas (ficolina-1 ou (ficolina- M), ficolina-2 ou
(ficolina L) e ficolina-3 ou (ficolina H), e colectinas (colectina-10, CL-10 ou CL-L1; e colectina
11 (CL-11 ou CL-K1), que se ligam a padrdoes moleculares associados a patégenos (PAMPs)
presentes na superficie de patdogenos; ou alteragdes atipicas em glicocalix de células
apoptoticas, necroticas ou malignas (DAMPS) (HOLERS; BANDA, 2018; BELTRAME et al.,
2015; HEIN, GARRED, 2015, MERLE et al., 2015). MBL, ficolinas ou colectinas formam
complexos com dimeros de serino proteases associadas 8 MBL (MASP), como a MASP-1 e
MASP-2, gerando os seguintes complexos: MBL/MASPs, ficolina/MASPs ou CL-K1/MASPs
(BELTRAME et al., 2015).

Uma vez que MBL liga-se a superficie de patdgenos esta sofre uma alteragao

conformacional levando a autoativacado de MASP-1 que ativa MASP-2 (KIDMOSE et al., 2012;
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HEJA, 2012; YONGQING et al., 2012). MASP-2 cliva os componentes C4 e C2 resultando na
formagdo de C3 convertases (C4b2a), a mesma convertase gerada na VC (RICKLIN et al.,
2010; WALPORT, 2001). Além da MASP-1 ¢ MASP-2 outras proteinas também podem se
associar a MBL, como a serino protease MASP-3, e duas proteinas truncadas MAp44 e MAp19,
que ndo possuem dominio serino protease € podem competir com MASP-1 e MASP-2 pela
ligagdo a MBL (DEGN; JENSENIUS, THIEL, 2011; YONGQING et al., 2012; BELTRAME
et al., 2015). As proteinas MAp44 e MAp19 ndo tém o seu papel completamente elucidado, ¢
possivel que elas atuem como reguladores negativos na VL (BELTRAME et al., 2015).
Entretanto, o principal regulador dessa via ¢ o C1-INH, que atua dissociando MASP-2 do
complexo MBL (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010). A VL ¢ importante no
reconhecimento e remocao de patdgenos. A deficiéncia de seus componentes estd associada a
infec¢des recorrentes (TURNER; HAMVAS, 2000). A MBL também possui propriedades de
opsonizagdo marcando patdégenos e facilitando sua fagocitose (GARRED et al., 2016;
PARHAM, 2001). A MBL pode se ligar a cristais de colesterol presentes na placa
aterosclerotica (PILELY et al., 2016), células apoptdticas ou necréticas, além de interagir com
carboidratos presentes na superficie de patdogenos, conferindo-lhe assim a capacidade de
reconhecimento tanto de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP) como padrdes
moleculares associados a danos (DAMPS) (BELTRAME et al., 2015).

A VA consiste na atuagdo do fator B, fator D, properdina e C3. Essa via ¢ iniciada pela
hidrolise espontanea da ligacao tioéster da cadeia alfa de C3, gerando C3(H20). Essa hidrolise,
conhecida como C3 “tick over”, estd constantemente ocorrendo, independente do fator B e fator
D, estando sempre pronta para ativacdo (LUKAWSKA et al., 2018). A hidrolise promove uma
alteracdao conformacional de C3 permitindo a ligacdo do fator B. Na sequéncia, o fator D, uma
protease plasmatica, cliva o fator B em Ba e Bb, sendo essa clivagem mais lenta sem a
properdina, que ¢ um regulador ativo dessa via e pode promover de forma independente a
ativagdo em certas superficies. O fragmento Bb permanece ligado a C3(H20), formando o
complexo C3(H20)Bb, uma C3 convertase que pode clivar C3 em C3a e C3b (HOLERS;
BANDA, 2018). A molécula de C3b liga-se covalentemente a superficie de patdgenos ou das
células do hospedeiro e desta forma ¢ capaz de se ligar ao fator B, favorecendo a sua clivagem
pelo fator D, formando Ba e a protease ativa Bb, resultando na formagao da C3 convertase da
VA, C3bBb (FRAZER-ABEL et al., 2016; MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010). C3
convertase pode se ligar a moléculas adicionais de C3b e formar C5 convertase, que cliva C5

em C5a e C5b, culminando na formagao do MAC. Como regulador natural da via, o fator H
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pode ligar-se ao C3b na fase fluida facilitando a degradacdo enzimatica de C3b, controlando a
formagdo da C3 convertase (VARELA; TOMLINSON 2015).

A ativagdo das trés vias do SC converge para a formag¢ao de complexos enzimaticos
denominados “C3 convertases” que clivam o componente C3 em C3a, importante mediador
inflamatorio (anafilotoxina), e C3b, componente de clivagem enzimatica (LING; MURALLI,
2019). Na VC e VL o C3b associa-se a C4b2a formando a C5 convertase, C4b2a3b. Na VA a
C5 convertase ¢ formada pela unido de C3b a C3 convertase para formar C3b2Bb. As C5
convertases ligam-se a C5 por meio de C3b, deixando a proteina sob agdao da C2a ou Bb, que
ao cliva-la forma C5b e C5a (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010), sendo C5a uma
anafilatoxina e C5b componente que ird formar o MAC. As anafilotoxinas formadas, C3a, C4a
e CS5a ativam mastocitos que contribuem para a fase vascular da inflamagdo (VARELA;
TOMLINSON, 2015). O fragmento C5b inicia a via terminal, liga-se a C6 e¢ forma um
complexo de fase fluida C5b6. A ligacdo de C7 gera no complexo um sitio hidrofobico
metaestavel que o torna capaz de se inserir em membranas. A inser¢ao mais efetiva ocorre no
proximo passo, onde C8 se liga a C5b-7, formando C5b-8. C5b-8 inserido na membrana
constitui um receptor para multiplas moléculas de C9. A ligagdo e polimerizacdo de varias
moléculas de C9 forma o MAC, levando a perda do equilibrio hidroeletrolitico, com

consequente induc¢do de lise da célula alvo (FRAZER-ABEL et al., 2016) (FIGURA 4).
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FIGURA 4. FORMACAO DO COMPLEXO DE ATAQUE A MEMBRANA (MAC) E FUNCOES DE CADA
COMPONENTE. As vias do complemento convergem para ativagdo de C5, com a formacdo de C5 convertase,
que cliva C5a e C5b, que se liga a cadeia alfa de C6 formando C5b6. A formagdo do complexo C5b-7 ocorre
através da interagdo de C7 com a cadeia alfa de C5b em C5b6. A cadeia beta de C8 liga-se ao C5b de C5b-7
associada a membrana e conduz a formagdo de C5b-8. A liga¢ao de C9 a C5b-8 produz o complexo C5b-8,91, que
¢ integrado a varias moléculas de C9 formando a polimerizagdo C5b-8,9n, C9-C9, incorporando até 16 moléculas
de C9. *C5a nao participa da formag¢ao do MAC.

FONTE: Modificado de LIDANI, 2017.

O SC ¢ ativado por diferentes patogenos e protege contra infec¢des, doengas cronicas e
células displasicas, e na maioria das vezes, poupa as células saudaveis (ESPARZA-
GORDILLO et al., 2004). Recentemente foi demonstrado que adipocitos e o proprio endotélio
podem expressar fator H, sendo depositado na camada intima arterial, com provavel papel
protetor contra danos teciduais decorrentes do excesso de ativagdo do complemento (OKSJOKI
et al., 2003). Além disso, Yasojima e colaboradores (2001) demonstraram em modelo animal

que o SC ¢ amplamente ativado em lesdes aterosclerdticas.
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2.2.2 Regulagdo do Sistema Complemento

A ativagdo do SC deve ser regulada com o objetivo de limitar possiveis danos ao
organismo. Tais reguladores compreendem proteinas soltveis (C1-INH, C4bp, fator I e fator
H) e associadas a membrana (CD46, CD55, CD59 e CR1), atuando em varias etapas e de forma
distinta (MATHERN; HEEGER, 2015). A VC ¢ regulada pelo inibidor da C1 esterase (C1-
INH), C4BP, CR1, FI, CD55 e CD46. C1-INH se liga a enzima ativa, Clr: Cls, fazendo com
que ela se dissocie de Clq, que permanece ligado ao patégeno. Atuando dessa maneira, C1-
INH limita o tempo durante o qual o Cls ¢ capaz de clivar C4 e C2 (MURPHY; TRAVERS;
WALPORT, 2010). C1-INH ¢ uma proteina de fase aguda e possui fungdes bioldgicas como
interacdo com coagulagdo/fibrinolise, inativacao dos fatores XII, XI, trombina, plasmina,
ativacdo plasminogénio tecidual, e calicreina, aumento da fagocitose, inibicdo da adesdo de
leucocitos nas células endoteliais, inibi¢do de todas as vias de ativagdo do complemento
(MEJIA; DAVIS, 2012), inativagdo de Clr e Cls. C4BP, regulador de fase fluida, promove a
clivagem de C4b em 1C4b, mediado por FI, e apds em C4c e C4d (BAJIC et al., 2015), onde
C4d limita a ativacao do sistema complemento (LING; MURALI, 2019).

A regulagcdo da VL ocorre por acdo de MASP-3, MAP1 (anteriormente denominada
MAp44) e MAP2 (anteriormente denominada MAp19), as quais competem com MASP-1 e
MASP-2 pelos sitios de ligagdo em moléculas de reconhecimento de padrdes. A VL também ¢
controlada por C1-INH que inibe MASP-1 ¢ MASP-2 (MATHERN; HEEGER, 2015; MERLE
et al., 2015). MASP-3 atua inibindo a deposicdo de C4 no complexo MBL-MASP (DOBO et
al.,2016). A MAP-1 atua inibindo a formag¢ao do complexo MBL-MASP, impedindo a ativacao
de MASP (DEGN et al., 2013). A MAp19 compete com MASP-2 na ligagdo com MBL e nao
permite a clivagem de C4 (IWAKI et al, 2006).

A VA ¢ inibida pelo Fator H, fator de aceleragao do decaimento (DAF ou CD55), cofator
de membrana (MCP/CD46) e receptor de complemento 1 (CR1). Fator H representa um
regulador chave do SC, que se liga a fase fluida de C3b/C3 ligado a superficie (H20), evitando
a formagao de C3 convertase ou promovendo sua rapida dissociacao e atuando como cofator
para o Fator I. CD55 compete com o fator B pela ligagdo com C3b ou desloca o fator B da
convertase ja formada. O Fator I associado a proteinas cofatores de C3b, como cofator de
proteolise de membrana (MCP ou CD46) impedem a formagdo da C3 convertase pela clivagem
de C3b no seu derivado inativo, iC3b. O receptor de superficie celular do complemento tipo 1
(CR1) se liga a C3b em complexos imunes e ¢ cofator para degradagao de C3b mediada pelo

Fator 1. Ainda C3b pode ligar-se a receptores expressos na superficie celular (CR1, CR2, CR3,
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CR4) e atuar como opsonina (MATHERN; HEEGER, 2015; SCHATZ-JAKOBSEN, et al.,
2016). Apesar do figado ser o principal local de sintese de Fator H, outras células como
mondcitos, fibroblastos e mioblastos também sdo capazes de sintetizar essa proteina (SCHLAF
et al., 2001). O regulador de membrana CD59 (proteina inibidora de MAC ou protectina) atua
inibindo a formacdo da MAC e a citolise (LING; MURALIL 2019), além da clusterina que atua
impedindo a ligagdo de C9 ao complexo C5b-8 e da vitronectina que impede a associacao de

C5b-7 a membranas (BAJIC et al., 2015).

2.3.  Doenga arterial coronariana e o Sistema Complemento

Durante o desenvolvimento das DCVs, fatores como inflamacao cronica, alteragdo na
coagulacdo e fibrindlise resultam em um estado pré-inflamatorio e pro-trombotico, os quais
contribuem tanto para a gravidade como para a progressdo clinica do quadro (ANDREWS et
al., 2015). Além disso, os componentes do SC podem depositar-se espontaneamente na lesdao
aterosclerotica e promover a progressao da lesao pela ativagao do complemento (TORZEW SKI
et al., 1996). Dessa forma, o SC apresenta-se envolvido em varias DCVs (CUBEDO et al.,
2013), apresentando um importante papel na patogénese da DAC (SHIELDS et al., 2017), tanto
na formacao da placa de aterosclerose, como na exacerbacdo do dano no miocéardio apos
isquemia (CUBEDO et al., 2013). Também pode levar a vasculite devido a deposi¢do de
imunocomplexos (SMILEY; MOORE, 1989). Diante de um processo inflamatdrio vascular, o
SC pode estar envolvido em diferentes fases da aterosclerose, desde o inicio da formagao de
estrias gordurosas até desestabilizacdo de placas maduras (SEIFERT, et al., 1989).

Adicionalmente, o SC pode contribuir para injuria cardiaca de isquemia e reperfusao
por meio do processo inflamatorio e dano tecidual desencadeado nos tecidos devido a presenca
de imunocomplexos, fosfolipideos e proteinas mitocondriais expostos apos isquemia tecidual e
reperfusdo. Essa ativacdo pode ocorrer pela ligagdo de Clq ou MBL e ficolinas com seus
ligantes, como por exemplo, anticorpos naturais ou proteina C reativa (WALPORT, 2001). O
SC apresenta importante atuagdo na patogénese da DAC, estando associado a instabilidade da
placa e a um maior risco de complicagdes vasculares (JADCZYK et al., 2018). Foi demonstrado
que a VL apresenta um papel na instabilidade da placa em pacientes submetidos a
endarterectomia de carotidas, com presenga de ficolinas ¢ MBL no nuacleo necrético e na
camada média da tanica (FUMAGALLI et al., 2017). Por outro lado, C3, componente central
do SC, e seus produtos de clivagem, foram associados ao desenvolvimento da aterosclerose.

Depositos de C3 nas placas de aterosclerose sugerem sua atuagdo na doenga aterosclerdtica
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(CAI et al., 2019). Além disso, Hertle e colaboradores (2012) sugerem que C3 pode estar
relacionado a distirbios metabolicos, incluindo dislipidemia, diabetes, obesidade, além de atuar
no sistema de coagulacdo e em eventos ateroscleroticos e aterotrombdticos.

Portanto, a ativagdo do SC nos locais de injuria tecidual promove dano devido a
formagdo dos produtos de ativagdo como C4b e C3b que dardo continuidade a cascata de
ativacdo do SC e culminando com a formagao do complexo litico de membrana. Ainda, neste
contexto, os fragmentos C3a e C5a, que apresentam receptores expressos em células da camada
intima de artérias coronarias aterosclerdticas (OKSJOKI et al., 2007), contribuem para o
recrutamento e ativacdo de células inflamatorias, as quais amplificam a injuria tecidual
(WALPORT, 2001).

A atuacao do SC na aterogénese ainda nao ¢ totalmente compreendida. Sabe-se que ¢
ativado em placas de aterosclerose, podendo atuar tanto como agente pro-aterogénico, como
ateroprotetor. Pro-aterogénico porque sua ativacao contribui com a progressao da aterogénese
e desestabilizacdo da placa aterosclerdtica, ocasionando quadro de SCA (SPEIDL et al., 2011).
Por outro lado, pode melhorar o processo aterosclerdtico, uma vez que sua ativagdo pode
desencadear um efeito protetor por meio da remocgao de debris celulares e imunocomplexos
encontrados nas lesdes aterosclerdticas (GARRED et al., 2009). Diante deste cenario ha

necessidade de estudos que possam contribuir para a elucidag¢do da atuagdo do SC na DAC.

2.4. Doenga arterial coronariana e Lectina Ligante de Manose

Dada a importdncia da MBL no desenvolvimento da DAC e sua presenga em lesdes
ateroscleroticas, tem-se sugerido sua participacdo na aterogénese € como um potencial
marcador de aterosclerose (VENGEN et al., 2012; SEIFERT et al., 1989). Ainda, a MBL pode
atuar com um agente potencializador da injuria cardiaca de isquemia-reperfusdo e da rejeicao
de transplante cardiaco (TIMMERS, et al., 2012; PAGOWSKA-KLIMEK; CEDZYNSKI,
2014). Em associagao com a MBL, estdo as serino proteases MASP-1, -2 e -3. Estas também
foram alvo de estudo em DCVs, onde observou-se que MASP-1 ¢ MASP-2 estao envolvidas
com a coagulacdo sanguinea, MASP-1 fazendo a clivagem de trombina, fibrinogénio e fator
XIII, e MASP-2 a protrombina (GARRED et al., 2016). Adicionalmente, em modelo murino,
MASP-1 mostrou-se como um importante elo entre a inflamagao e a trombose (LA BONTE et
al., 2012). Considerando que a VL pode ser regulada pela proteina MAp44 que compete com
as MASPs na ligagio com MBL, MAp44 pode ter um efeito protetor na DAC, como
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preservacdo da fung¢do cardiaca, diminui¢do do tamanho do infarto impedindo a trombogénese
(PAVLOV etal., 2012).

Na homeostasia, a MBL ndo reconhece elementos do organismo como estranhos.
Porém, situagdes isquémicas podem acarretar alteragdes celulares e teciduais levando a
glicosilagdo superficial neste local que podem atuar como sitios de ligagdao para MBL e ativacao
da VL levando a lesdo tecidual isquémica (COLLARD et al., 1999; COLLARD et al., 2001).
Uma forma de limitar o tamanho da lesdo causada pela isquemia ¢ a reperfusdo feita o mais
precocemente possivel através da intervengdo percutianea transluminal corondria. Apesar de
benéfica, a reperfusdo também leva ao desenvolvimento de um processo inflamatorio no local
da isquemia, resultando em danos de isquemia/reperfusdo ao miocardio também causados, em
parte, pela ativagdao da VL através de MBL (MOENS et al., 2005; THIEL et al., 2006). Porém,
ainda ndo sao bem conhecidos os danos desse processo inflamatorio, devido ao fato de ndo se
compreender bem a relagdo entre os niveis séricos de MBL durante o desenvolvimento de tal
evento (SUPER et al., 1989; KOCH et al., 2001; SUMMERFIELD et al., 1997).

Aproximadamente 10% da populacao geral apresenta deficiéncia de MBL, que pode ser
explicada por polimorfismos no gene MBL2. Porém, esta deficiéncia ndo estd necessariamente
associada ao desenvolvimento de doengas (KILPATRICK, 2002). Os niveis séricos de MBL
podem ser classificados de acordo com Petersen et al (2001) como baixos ou deficientes para
concentracdo <100 ng/ mL; nivel médio, entre 101-2000 ng/mL; e elevado, quando >2000
ng/mL. A deficiéncia de MBL pode estar associada com maior suscetibilidade a infecgdes
(SUPER et al., 1989); e com o desenvolvimento de doengas cronicas (SAEVARSDOTTIR et
al., 2001; KILPATRICK, 2002) e inflamatorias como Lupus eritematoso sist€émico (LES)
(FIDLER et al., 2004; NETH et al., 2001). Acredita-se também que altos niveis de MBL podem
aumentar o risco para o desenvolvimento de processos inflamatoérios (LIPSCOMBE et al.,
1992).

A MBL pode apresentar carater nocivo no desenvolvimento da DAC (KLIMEK;
CEDZYNSKI, 2014), atuando na aterogénese, atraves da ligagdo a lipoproteinas que sofreram
modificagdes oxidativas na parede das artérias (MAIURI et al., 2013), desencadeando lesdo
tecidual (PAVLOV et al., 2012), liberagao de citocinas, migragao e ativagao de macrofagos
(NADESALINGAM et al., 2005). Esses eventos conferem a MBL capacidade de atuar na
aterogénese subendotelial levando a desestabiliza¢ao da placa aterosclerdtica e desencadeando
eventos coronarianos (KELLER et al., 2006).

Trendelenburg e colaboradores (2010) ao analisarem niveis de MBL, de pacientes

recrutados do estudo APEX-IAM, o desfecho de quadros de TAMCSST em individuos
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submetidos a intervengdo corondria percutanea, observaram reducao da mortalidade nos que
apresentavam deficiéncia (< 100 ng/mL) em comparacdo com niveis suficientes de MBL. A
deficiéncia de MBL reduziu principalmente a taxa de arritmia fatal em pacientes com ICC.
Porém a deficiéncia nao afetou o desfecho de morte associada ao choque cardiogénico e a ICC
como também ndo influenciou o tamanho do infarto. J& Vengen e colaboradores (2012)
associaram a deficiéncia de MBL, em individuos com suspeita de DAC em individuos da
Noruega que participaram do estudo HUNT2, a um risco duas vezes maior de IAM e o
desenvolvimento de placa de aterosclerose vulneravel, independente dos fatores de risco
quando comparado ao controle.

A determinacao sérica de MBL, como possivel candidato preditivo de fator de risco para
eventos coronarianos agudos, foi avaliada em pacientes com IAM e angina instdvel comparados
com individuos sem DAC na Suécia. As amostras de sangue foram coletadas logo apos a
admissdo hospitalar e outras duas amostras colhidas 3 e 6 meses apos o evento cardiovascular.
As concentragdes de MBL foram maiores nas primeiras 24 horas apds o evento cardiovascular
agudo que nos seguimentos no terceiro e sexto més. Os pacientes com diagndstico de IAM
apresentaram concentracoes maiores de MBL quando comparados aos controles.
Interessantemente, foi observado que os niveis de MBL se elevam durante o IAM, e,
posteriormente, tendem a diminuir sugerindo que tal aumento pode ocorrer dias antes do
paciente apresentar o evento, ja que sdo necessarios alguns dias de processo inflamatorio para
que ocorra a elevagao dos niveis de MBL (PESONEN et al., 2009). Niveis elevados de MBL
também foram associados ao maior risco de desenvolvimento de DAC em homens saudaveis

(KELLER, 2006).

2.5 Doenga arterial coronariana e C3

C3 ¢ um importante fator do sistema imune inato e central componente na ativacao do
SC. Interage com aproximadamente 25 proteinas soluveis e ligadas a membrana, e participa das
trés vias de ativagdo do SC (VC, VL e VA) (DELANGHE et al., 2014). Estudos tém
demonstrados que os componentes do SC, tais como proteinas reguladoras e o componente C3,
sdao encontrados em lesdes aterosclerdticas na espécie humana (OKSJOKI et al., 2007) e em
placas ateroscleréticas de pacientes com IAM (OKSJOKI et al., 2003). O aumento de C3 na
camada intima das artérias com lesdes aterosclerdticas sugere sua atuagdo no desenvolvimento
DAC (CAl et al., 2019). Niveis séricos elevados de C3 foram previamente associados a DAC
grave e risco de IAM (MUSCARI et al., 1995; SZEPLAKI et al., 2004). Aiha e colaboradores
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(2017) demonstraram um papel de C3 no desenvolvimento da aterosclerose e como fator de
risco cardiovascular, identificando C3 em lesdes aterosclerodticas. Além disso, os produtos de
ativagdo de C3 (C3a e C3Db) estdo relacionados a aterogénese (KOSTNER, 2004), sendo C3b
associado a componentes lipidicos da parede do vaso contribuindo dessa forma para o
desenvolvimento da placa aterosclerdtica (YASOJIMA, et al., 2001). Ja C3a foi associado ao
aumento na espessura da camada intima da carotida de individuos fumantes, ¢ as DCVs
(HERTLE et al., 2014).

Apesar de C3 ter sido associado a fatores de risco cardiometabolicos como dislipidemia,
diabetes, aterosclerose e sindrome metabodlica (ONAT et al., 2011), sua atuagao nesses eventos
ndo esta totalmente esclarecida (NILSSON et al., 2014). Provavelmente deve-se, em parte, ao
fato de C3 nao ser produzido apenas no figado, mas também pelo tecido adiposo (CIANFLONE
et al.,, 2003). Sabe-se que niveis elevados de C3 podem afetar adipdcitos e macréfagos
(MEIJSSEN et al., 2002), ocasionar a ativacao de C5 e formacao de anafilatoxinas C3a e C5a
que levam a uma inflamacdo de baixo grau (PHIELER et al., 2013). C3 pode ainda gerar
aumento do metabolismo dos triglicerideos (ZHOU et al., 2013), influenciar na vulnerabilidade
de placas ateroscleroticas e no desenvolvimento da SCA (ZARKADIS, et al., 2001) além de
atuar como possivel marcador de resisténcia a insulina e doengas cardiometab6licas (URSINI
etal., 2018).

Muscarini e colaboradores (2000) indicaram C3 como um importante fator de risco para
IAM em individuos que residiam em Bolonha na Itdlia, com correlagdo positiva com IMC,
lipideos séricos e pressao arterial. Capuano e colaboradores (2006) concluiram que alta
concentracdo de C3 pode ser considerada como marcador de risco de aterogénese, apos
observaram correlacdes significativas com IMC, nivel de insulina, triglicerideos e colesterol
em um estudo realizado com moradores de Campania Italia. Da mesma forma, Engstrom e
colaboradores (2007) observaram correlacdo positiva entre concentragdes de C3 e fatores de
risco cardiovascular, incluindo pressdo arterial, IMC, colesterol e triglicerideos, com aumento
de DCVs em homens com altos niveis de C3, estudo realizado na cidade de Malmao, Suécia. Ja
Yan e colaboradores (2016) em estudo realizado em Xangai, associaram niveis de C3
aumentados com IAM e angina estavel quando comparados a controles, porém nao encontraram
correlacdo com IMC, triglicerideos, colesterol e glicemia.

Por fim, Ajjan e colaboradores (2005) observaram niveis de C3 significativamente
maiores em pacientes de caucasianos submetidos a angiografia coronariana para sintomas

tipicos de DAC quando comparados aos controles, bem como associados com sindrome
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metabolica (JIANG et al., 2014), demonstrando que C3 estd envolvido no desenvolvimento da

DAC.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Verificar a influéncia da concentragdo sérica de MBL e C3 na doenga arterial coronariana.

3.2. Objetivos especificos

A. Determinar a concentracdo sérica de MBL e C3 em pacientes que apresentam doenca
arterial coronariana e controles saudaveis;

B. Correlacionar a concentragao sérica de MBL e C3 com as enzimas cardiacas ¢ com a fra¢ao
de ejecao do ventriculo esquerdo em pacientes;

C. Avaliar a relagdo entre os eventos cardiovasculares prévios com a concentragdo sérica de
MBL e C3 em pacientes;

D. Associar fatores de risco cardiovasculares com a concentragdo sérica de MBL ¢ C3 em

pacientes.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aprovacao do projeto pelo comité de ética

O projeto foi aprovado pelo comité de ética do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (CEP/HC-UFPR 1.663.023). Os participantes da pesquisa foram orientados

sobre a proposta do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.2.  Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional, transversal e analitico, em que o recrutamento dos
pacientes e controles foi realizado de forma consecutiva e por conveniéncia baseado no estudo
de Frauenknecht e colaboradores (2013) e Schoos e colaboradores (2013). Foram coletadas
amostras de 155 pacientes, individuos encaminhados a cineangiocoronariografia do HC/UFPR,
sendo que a concentracdo sérica de MBL foi determinada em 119 e de C3 em 118 amostras

desse grupo. O grupo controle compreendeu amostras de soro de individuos do Biobanco do
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HC, armazenadas no banco de amostras do Laboratorio de Imunopatologia Molecular do

HC/UFPR.

4.3.  Pacientes

Foram incluidos inicialmente no estudo 155 pacientes, sendo 74 (47,7%) do sexo
feminino, 81 (52,2%) masculinos, com média de idade de 63,5 anos, 146 (94,2%) euro-
brasileiros e 9 (5,8%) afro-brasileiros, submetidos a cineangiocoronariografia para investigagao
de doenca cardiovascular, em que as amostras de sangue foram colhidas no Servico de
Hemodinamica do HC/UFPR, no periodo julho de 2016 a fevereiro de 2017. Os critérios de
inclusdo foram: pacientes submetidos a cineangiocoronariografia e com idade minima de 18
anos. Pacientes gestantes e com diagnostico de doencas cronicas, como: autoimunes,
infecciosas, neoplasicas e renais foram excluidos do estudo. O nimero amostral final foi de 119
pacientes, pois 23% (n=36/155) apresentaram algum critério de exclusdo como cardiomiopatia
dilatada 0,64% (1/155), sifilis 0,64% (1/155) e hemorragia digestiva baixa 0,64% (1/155),
transplante cardiaco 0,64% (1/155), miocardite viral aguda 0,64% (1/155), miopatia
inflamatodria necrotizante 0,64% (1/155), insuficiéncia renal cronica 0,64% (1/155), usuario de
drogas 0,64% (1/155), hanseniase 0,64% (1/155), HIV 1,29% (2/155), com prétese valvar
2,58% (4/155), Doenga de Chagas 3,87% (6/155), doenca reumatica 4,52% (7/155) e
neoplasias 5,16% (8/155).

Inicialmente, visando a caracteriza¢do dos participantes da pesquisa, foram levantadas
as seguintes informagoes através da aplicacdo de um questionario (ANEXO 1): idade, sexo,
ancestralidade, indice de massa corporea (IMC), historia morbida atual, historia morbida
pregressa e histdrico familiar. Esses dados foram coletados durante o processo de atendimento
no Servico de Hemodindmica do HC/UFPR, uma vez que os pacientes aceitaram participar do
projeto.

De acordo com o protocolo de atendimento do servigo, apos entrevista e afericdo da
pressdo arterial ndo invasiva, os pacientes foram encaminhados para a sala de exames, onde foi
realizada antissepsia na regido que seria colocado o acesso arterial. Um médico cardiologista
realizou anestesia local onde foi introduzido o acesso arterial para o procedimento de
cateterismo. Apos a obtengdo das imagens, o cateter foi removido, mas o acesso permaneceu
na artéria permitindo a coleta de sangue (8 mL em tubos sem anticoagulante ¢ com EDTA).
Apbs a coleta de sangue, o introdutor foi removido pela equipe do Servigo de Hemodinamica,

com compressao local e curativo compressivo por 24h.
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Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 3.500 rpm (Centrifuga Eppendorf 5416,
Hamburg, Alemanha). Em seguida, as amostras sem anticoagulante foram subdivididas em 3
aliquotas de soro, e armazenadas a - 80°C até serem utilizadas. Ja as amostras com EDTA foram
subdivididas em plasma e camada leucocitaria - que foram armazenados a - 80°C até sua

utilizagao.
4.3.1. Dados clinicos e laboratoriais

Para a caracterizagdo clinico-laboratorial dos 119 pacientes sintomaticos para DAC
submetidos a cinecoronariografia foram utilizados os seguintes dados obtidos dos prontuarios
médicos: A) cineangiocoronariografia; B) exames bioquimicos de enzimas cardiacas (creatina
quinase -CK, isoenzima MB da creatina quinase -CKMB e troponina). Para a determinacao da
gravidade clinica da doenca cardiovascular utilizamos os resultados de exames de funcdo
cardiaca como o ecocardiograma, com a determinagdo da Fracdo de Ejecdo do Ventriculo
Esquerdo (FEVE). Além disso, foram avaliados resultados dos seguintes exames: tempo de
atividade da protrombina (TAP) e razdo normalizada internacional (RNI), os quais sdo
realizados rotineiramente. Dados do perfil lipidico, como colesterol HDL, colesterol LDL,
triglicérides e colesterol total; indice glicémico, hemograma completo e Proteina C Reativa
(PCR) foram obtidas a partir de registros médicos. Altura, peso, pressdo arterial e informagdes
sobre tabagismo e alcoolismo foram obtidas durante a entrevista e/ou exames
ecocardiograficos.

A hipertensao foi definida como pressao arterial sistolica >140 mmHg ou pressao
arterial diastolica >90 mmHg (7° Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial). Os parametros do
perfil lipidico foram estratificados de acordo com o V Consenso Brasileiro sobre Dislipidemia,
considerando dislipidemia como colesterol total maior que 240 mg/dL, LDL-C maior que 160
mg/dL, triglicérides maior que 200 e/ou HDL-C menor que 40 mg/dL. O indice de massa
corporal (IMC) foi calculado usando a férmula padrao: peso (kg) dividido pela altura ao
quadrado (m?) e classificado como <30 kg / m2 (ndo obesos) e >30 kg / m2 (obesos). Os valores
de glicemia foram avaliados segundo a Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes 2013-2014,
classificando como diabetes mellitus uma glicemia de jejum maior que 126 mg/dl ou glicemia
aleatoria maior que 200 mg/dL associada a sintomas classicos de politria, polidipsia e perda

nao explicada de peso.
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4.4.  Controles

O grupo controle compreendeu 93 amostras de soro de doadores de sangue do Biobanco
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC/UFPR). Tais amostras estavam
armazenadas no Laboratdrio de Imunopatologia Molecular do HC/UFPR, conforme aprovagao
do CEP com o parecer aprovado em julho de 2017 (nimero 1457.122/2007-06) e com
autorizacdo para o uso no presente trabalho. A amostra foi composta por 65 mulheres (69,9%)
e 28 homens (30,1%), com média de idade de 63,6 anos, sendo 17 afro-brasileiros (18,3%) e 76
euro-brasileiros (81,7%).

Também foram incluidos 58 controles, que ja apresentavam C3 dosado, provenientes
do Banco de sangue do Hospital de Clinicas da UFPR e do Centro de Hemoterapia e
Hematologia do Parana (HEMEPAR), conforme aprovacio do Comité de Etica da Sociedade
Evangélica Beneficente de Curitiba (1.669.709 e CAAE: 57674716.1.0000.0103) e com
autorizagdo para uso. A amostra foi composta por 34 mulheres (58,6%) e 24 homens (41,4%),
com média de idade de 51 anos, sendo 58 (100%) euro-descendentes. Tal grupo foi utilizado

para as analises de C3.

4.5.  Quantificacdo de MBL e C3

A quantificacdo de MBL foi realizada pelo método ELISA (ensaio de imunoabsorc¢ao
enzimadtica) utilizando o protocolo de PERTERSEN e colaboradores (2001). Manana foi diluida
(1:3000) em solugdo tampao de bicarbonato de so6dio (0,1 M pH 9,6), aplicada em placa de Elisa
(Nunc maxisorb) 100 uL/poco a qual foi incubada a 4 °C por 18 horas. No dia seguinte a placa
foi lavada com tampao de lavagem (10 mM Tris Base, 0,14 M NacCl, 0,05% tween 20, 5 mM
CaCl2, 0,1% NaN3 - azida de sédio —0,015 M, pH7,4) para remocao do excesso da manana.
No segundo dia, como tampao de bloqueio a albumina humana foi diluida em tampao de
diluicao (200 g/L), aplicada 100 uL/pogo, incubada a 25°C por 1 hora. Apos esse periodo, a
placa foi lavada quatro vezes com tampao de lavagem. O passo seguinte foi diluir as amostras
de soro (1:100) em tampao de dilui¢ao (20 mM Tris Base, 1 M NaCl, 0,05% triton X, 10 mM
CaCl2, 1 mg de albumina humana/mL, pH7,4). Como curva de referéncia, empregou-se um
pool de plasmas (equivalente a 2000 ng/mL de MBL) que foi diluido seriadamente (1:25, 1:50,
1:100, 1:200, 1:400, 1:800; 1:1600; branco). Foram aplicadas 100 uL/pogo das amostras e da
curva previamente diluidas e a placa incubada a 4°C por 18 horas. No terceiro dia a placa foi
lavada quatro vezes com tampao de lavagem, posteriormente realizado a dilui¢ao do anticorpo

primario monoclonal anti-MBL humana (Antibodyshop cat. 04262T) (1:1000) em tampao de
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dilui¢do, e entdo aplicado 100 uL/pogo e a placa incubada a 25°C por 1 hora 30 min sob leve
agitagdo. Na sequéncia a placa foi lavada quatro vezes com tampao de lavagem. Posteriormente
o anticorpo secundario de coelho anti-camundongo conjugado com fosfatase alcalina
(SIGMAFast pNPP cat. N. 2770) foi diluido (1:1300) em tampao de dilui¢do e aplicado 100
uL/poco sendo incubado 25°C por 60 minutos. Apds esse periodo, a placa foi lavada quatro
vezes com tampao de lavagem. Por fim, 100 ulL/pog¢o do substrato da fosfatase alcalina
(SIGMAFast pNPP cat. N. 2770) foram aplicados sendo incubado a 25°C por 18 h no escuro.
A leitura da placa foi realizada a 405 nm (FIGURA 5).
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FIGURA 5. ELISA INDIRETO. Na etapa 1 o antigeno ¢ adsorvido no pogo, posteriormente na etapa 2 ¢
adicionado anticorpo especifico ao antigeno. Na etapa 3 ¢ adicionado anticorpo conjugado a uma enzima. Essa
enzima reagira ao substrato que sera acrescentado na etapa 4, associado a um cromoégeno. Na etapa 5 o substrato
¢ degradado pela enzima, resultando na coloragdo da amostra.

FONTE: Ministério da Saude, 1998.

E{l'

A determinacao dos niveis séricos de C3 foi feita através de ensaio automatizado de
imunoturbidimetria (Beckman Coulter, analisador AU, EUA), utilizando a imunoprecipitagao
e a dispersdo da luz para quantificar a presencga de antigeno/anticorpo na solug¢do, com valores
de referéncia variando de 87 a 200 mg/dL, de acordo com o protocolo do fabricante (Beckman

Coulter, ref: OSR6159) (FIGURA 6).
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FIGURA 6. Imunoturbidimetria. Os imunoprecipitados (antigeno-anticorpo), formados na solucgdo, espalham a
luz na proporgao da sua concentragdo. Os turbidimetros avaliam a diminui¢@o da luz transmitida (aumento da
absorbancia) por meio das particulas suspensas em solu¢do devido a formacao de imunoprecipitados formados na
reacao antigeno-anticorpo.

FONTE: Labtest, 2009.

4.6.  Analise estatistica

A distribuicao da normalidade de cada variavel foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.

Os niveis de MBL e C3 foram comparados entre os grupos usando analise de regressdo multipla,

incluindo variaveis com p < 0,2 na analise univariada etnia ¢ idade para MBL; e para C3, etnia.

Associagdes foram realizadas usando o teste de correlagdo de Spearman para varidveis nao
paramétricas. A analise estatistica foi realizada usando o programa STATA 12.0 (StataCorp,
College Station, Texas, EUA), e valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. O programa GraphPad Prism (versao 6.0) (GraphPad Software, La Jolla, CA,
EUA) foi utilizado para gerar graficos de boxplot apresentados através de mediana e percentil

5-95%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme norma do Programa de Pds-graduagdo em Medicina Interna e Ciéncias da
Saude da UFPR, os resultados e discussdo da dissertagdo serdo apresentados no formato de

artigo a ser submetido a revista indexada na érea.
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Dos 48 (48/119, 40,3%) pacientes que apresentaram o diagndstico de IAM, 20,8%
(10/48) apresentaram IAMCSST e 18,75 IAMSSST (9/48). Na andlise da concentragdo sérica
de MBL entre pacientes sintomdaticos para DAC e controles foram encontrados niveis mais
elevados de MBL no grupo de pacientes (p=0,002), independentemente da presenca de IAM
(p=0,006), assim como niveis mais altos foram encontrados em pacientes com IC do que em
controles (p=0,018). Considerando MBL >2000 ng/mL, o grupo de pacientes apresentou maior
frequéncia de produtores de MBL altos do que os controles [48/119 (40,3%) vs 21/93 (22,6%)
p=0,017], assim como na IC [17/37 (45,9%) p=0,015], IAM [22/48 (45,8%) p=0,012]. Em
relacdo a frequéncia de individuos com deficiéncia de MBL (<100 ng/mL), ndo foi observada
diferenca significativa na comparagdo do grupo de pacientes e controles (12,6% vs 15,0%
p=0,688).

Na analise dos niveis séricos de C3 nao houve diferenga significativa entre o grupo de
pacientes e controles (mediana: 143 e 155 mg/dL, respectivamente; p=0,142). Foram também
observados niveis de C3 similares quando comparados pacientes com presenca ou auséncia de
IAM (mediana: 143,0 mg/dL para ambos; p=0,957); presenca ou auséncia de IC (mediana: 143
e 143,5 mg/dL, respectivamente; p=0,737). Em relacdo aos parametros cardiometabolicos, os
niveis de C3 foram positivamente correlacionados com IMC (p=0,0036 1r=0,266) e
triglicerideos (p=0,0016 1r=0,302). Além disso, o perfil hematologico também foi
correlacionado positivamente com os niveis de C3, incluindo eritrécitos (p=0,0028 r=0,305) e
plaquetas (p=0,008 r=0,274). Também foram observados valores de p proximos a significancia
adotada (<0,05), quando concentragdes de C3 foram correlacionadas a concentracdo de
hemoglobina (p=0,084 r=0,179), ao hematocrito (p=0,071 r=0,187) e a contagem de leucdcitos
(p=0,084 r=0,179).

Os resultados e discussao desta dissertagdo estdo apresentados em formato de artigo, conforme

a seguir.
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Mannose Binding Lectin and complement C3: risk factors for coronary artery disease?
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Abstract

Background: The process of tissue injury in coronary artery disease (CAD) has been associated
with activation of the complement system, partly due to the action of mannose-binding lectin
(MBL) and C3, which are highly expressed in atherosclerotic lesions. These molecules can
therefore be considered candidates as markers for the risk of CAD development. Aim of the
study: To evaluate the serum levels of MBL and C3 in symptomatic patients undergoing
coronary angiography and to compare it with healthy controls. Methods: MBL and C3 serum
concentration were determined by ELISA and immunoturbidimetry, respectively, in up to 119
patients undergoing coronary angiography, 48 with diagnosis of acute myocardial infarction
(AMI) and 71 without AMI. A total of 93 healthy controls were included in the study. Results:
MBL serum concentration was significantly higher in individuals with suspected CAD than in
the controls (p=0.002), irrespective of the presence of AMI (p=0.006). Patients with heart
failure (HF) also had higher MBL levels than controls (p=0.018 OR: 3.60 95%CI: 1.24-10.41).
In addition, high concentration of MBL (>2000 ng/mL) was more frequent in the patient group
(p=0.017; OR=2.2; 95%CI=1.2-4.3). C3 levels were not significantly associated with any of the
patient groups (unobstructive/obstructive CAD, AMI, nor HF), but instead were correlated with
cardiometabolic parameters such as body mass index (BMI) and triglycerides. Conclusions:
higher concentrations of MBL in patients might act as a risk factor and participate in the
pathophysiology of atherosclerotic disease. On the other hand, C3 levels were correlated with
cardiovascular risk factors but not with heart diseases.

Keywords: coronary artery disease, complement system, mannose-binding lectin, MBL, C3
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1. INTRODUCTION

Cardiovascular diseases (CVDs) are the leading cause of deaths worldwide. Approximately
17.9 million people died of CVDs in 2016, representing 31% of all deaths with 7.4 million
estimated to be due to coronary artery disease (CAD)!. The main cause at CAD is
atherosclerosis?, related to its degree of arterial obstruction®, which ranges from progressive
thickening to the rupture of the plaque*. Therefore, the search for biomarkers which can assist
in the assessment of cardiovascular risk, monitoring and early treatment of CVDs is an
emerging need and could offer beneficial impact on the morbidity and mortality of this

condition’.

The complement is an essential part of the innate response and consists of more than 50 plasma
and cell membrane receptor/regulator proteins that can be activated through three pathways:
classical (CP), lectin (LP), and alternative (AP)S. Subsequent to its activation, the complement
can perform several biological functions including opsonization and phagocytosis of intruders,
inflammation, cell lysis, and removal of immune complexes’. The role of complement in
atherogenesis is not yet fully understood. It is known that it is activated in atherosclerosis
plaques, acting as a pro-atherogenic and atheroprotective agent, leading to the clearance of
apoptotic cells and cellular debris at the same time causes the formation of anaphylatoxins
which may influence the progression of atherogenesis and destabilization of the atherosclerotic
plaque, leading to acute coronary syndrome (ACS)®. In addition, complement activation can
have a pro-inflammatory role by promoting expression of adhesion molecules in the vascular
endothelium, chemotaxis, activation of leukocytes, release of reactive oxygen species, secretion
of cytokines and chemokines”!°. Since a disturbance on these effects can lead to inflammation
and tissue damage, the activation of complement may be directly involved in the vascular
inflammatory process during atherogenesis, from the beginning of fatty-streak formation to the

mature plaque instability'!.
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The activation of the LP can occur essentially through the interaction of mannose-binding lectin
(MBL) with mannose, N-acetylglucosamine, fucose, glucose, among other residues on the
surface of pathogens’”'?. In addition, cell debris, which may result from myocardial ischemia
and necrosis caused by AMI, are also targets of MBL, suggesting that MBL may have a role in
the development of CAD'*!*. MBL is an important acute-phase protein'> and may act in the
modulation of the inflammatory process in atherosclerosis, being present in ruptured
atherosclerosis plaques'®. In addition, MBL levels and other LP components such as MBL-
associated serine proteases (MASPs) and Mannose-binding lectin-associated protein of 44 kDa
(MAp44) were associated with cardiovascular risk factors, including dyslipidemia, obesity and

hypertension'”.

The complement C3 plays a central role in the activation of complement by forming the C3
and C5 convertases as well as the anaphylatoxins that lead to the increase of the permeability
of blood vessels due to the degranulation of mast cells, in addition to smooth muscle
contraction'®. C3 has been found highly expressed in atherosclerotic lesions and reported as an
independent risk factor to predict CAD'®. Moreover, high C3 serum levels were associated with
severe CAD and the risk of AMI?*2!. An initial role for C3 in acute myocardial infarction (AMI)
was demonstrated in an animal model by Hill and Ward in 1973. The authors showed an
inflammatory role of C3 fragments in the damaged rats myocardium 2. Subsequently, several
studies have pointed out mechanisms of the innate response including the complement having

an essential role in the pathophysiology of CVDs?3:2425:26.27-

In this study, we aimed to evaluate whether MBL and C3 serum levels are associated with

cardiovascular risk factors in patients with suspected CAD undergoing coronary angiography.
2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Ethics statement

The study was approved by the Ethics Committee of the HC/UFPR (n. 1.663.023) and
performed in accordance with the Declaration of Helsinki. Written informed consent was

obtained from all patients.
2.2 Study design

This  cross-sectional  cohort study included patients referred to  perform

cineangiocoronariography from both emergency room or elective procedure at the Department
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of Hemodynamics at Clinical Hospital [Federal University of Parana (HC/UFPR)] in Curitiba,
Southern Brazil. Recruitment began in July 2016 and ended in February 2017. The cohort
included patients under investigation for CAD, enrolled in the study by convenience. Inclusion
criteria  included: symptomatic or suspected CAD individuals undergoing
cineangiocoronariography, older than eighteen years. Patients with kidney, neoplastic or
autoimmune diseases, recent or chronic infection, as well as pregnant women, were excluded

from the study.

The control group comprised a total of 151 blood donors, 93 from the Biobanco do Hospital de
Clinicas (UFPR) for MBL; and 58 from HEMEPAR (Centro de Hematologia e Hemoterapia
do Parand) for C3. Blood donors were all seronegative for Trypanosoma cruzi, hepatitis B,
hepatitis C, HIV and human T-cell lymphotropic viruses 1 and 2; and without clinical
complaints. The mean age of the controls for MBL was 61 years (55-83), with 45 females
(69.9%) and 28 (30.1%) males. In relation to ancestry, defined as self-declared, 76 (81.7%)
were Euro-Brazilians; and 17 (18.2%), Afro-Brazilians in the control group; while for patients
111 (93.2%) were Euro-Brazilians; and 8 (6.7%) Afro-Brazilians. The control group for C3
evaluation included58 blood donors with mean age 51 years (19-86), 34 (58.6%) females and
24 (41.4%) males. In relation to the ancestry, defined as self-declared, 58 (100%) were Euro-

Brazilians.
2.3 Clinical and laboratory evaluation of patients

A standard questionnaire was applied, including sex, ancestry, weight, height, current morbid
history, continuous drug use, habits such as tobacco smoking [>100 cigarettes in lifetime and
who continues to smoke (MS, 2015)], sedentary [<30 minutes of moderate physical activity
every day of the week 2?® followed by blood pressure measurement. Systemic arterial
hypertension (SAH) was defined as systolic blood pressure (SBP) >140 mmHg or diastolic
blood pressure (DBP) >90 mmHg; while normotensive SBP <120 mmHg and DBP <80mmHg,
and prehypertension 121-139 mmHg and 81-89 mmHg>.

The classification of heart failure (HF) was defined as normal when the left ventricular ejection
fraction (LVEF) > 50%; preserved for LVEF ranging from 40 to 49%; and reduced for LVEF
< 40%°.

At admission, the following data were obtained from medical records: 12-lead

electrocardiogram (ECGQG), transthoracic echocardiogram, coronary angiography, cardiac
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enzymes [creatine kinase (CK), creatine kinase-MB isoenzyme (CK-MB) and troponin]; lipid
profile [HDL-C cholesterol (high density lipoprotein), LDL-C cholesterol (low density
lipoprotein), triglycerides and total cholesterol]; transaminases GOT (glutamic-oxalacetic
transaminase) and GPT (glutamic-pyruvic transaminase), glucose levels, C-reactive protein

(CRP), prothrombin time (PT) and international normalized ratio (INR).

Parameters of lipid profile were stratified according to the V Brazilian Consensus on
Dyslipidemia®!. The body mass index (BMI) was classified as underweight, eutrophic or normal

range, overweight, obesity class I, obesity class II and obesity class III°,

2.4 Coronary artery disease and acute myocardial infarction

All patients underwent cineangiocoronariography (cine-ACQG) to assess the presence and degree
of arterial obstruction, named here as “suspected CAD”. Patients were referred for evaluation
due to symptoms including angina, shortness of breath, heart palpitations, dizziness, nausea,
extreme weakness, and sweating®’. The catheterization was performed after local anesthesia
(2% lidocaine) for the introduction of an arterial catheter in deep femoral access and subsequent
image acquisition (INNOVA 3100-1Q, GE, France). Then, the catheter was removed, and the
arterial access remained, allowing the blood collection for subsequent measurement of MBL
and C3 levels. The blood was centrifuged for 10 minutes at 3,500 rpm and samples of serum were

aliquoted and stored at -80 °C.

Patients who needed treatment underwent percutaneous coronary intervention (PCI), in order
to restore the antegrade coronary flow through balloon catheter, without prior administration of

fibrinolytic therapy™*.

The degree of arterial stenosis was classified as: no CAD (< 10%), unobstructive CAD (10-
50% left main stenosis - LM, 10-70% coronary [not LM], obstructive CAD (> 50% LM

stenosis, > 70% coronary [not LM], and unknown status®>.

Patients were also diagnosed according to the presence or absence of AMI, defined by the
presence of acute myocardial injury with clinical evidence of acute myocardial ischemia and
with detection of a rise and/or fall of cTn values with at least one value above the 99th percentile
upper reference limit (URL) and at least one of the following: symptoms of myocardial
ischemia; new ischemic ECG changes; development of pathological Q waves; imaging

evidence of new loss of viable myocardium or new regional wall motion abnormality in a
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pattern consistent with an ischemic etiology; identification of a coronary thrombus by

angiography or autopsy>°.
2.5 Determination of MBL and C3 serum concentration

The quantification of MBL serum levels was performed in all patients and controls using ELISA
method according to an adapted protocol from PERTERSEN et al.*” The plate was read at 405
nm (BioTek ELx800 Universal Microplate Reader). Briefly, mannose was diluted, applied to
an ELISA plate (Nunc maxisorb). Albumin was used as the blocking buffer. Serum samples
were diluted 1:50 in dilution buffer (20 mM Tris Base, 1 M NaCl, 0.05% triton X, 10 mM
CaCl2, 1 mg human albumin / mL, pH 7.4). Subsequently, monoclonal mouse-anti-human
MBL IgG [1:1000 (Antibodyshop cat. 04262T, Copenhagen, Denmark)] and secondary
alkaline-phosphatase conjugated rabbit-anti-mouse [1:1300 (SIGMAFast pNPP cat. 2770, St.
Louis, USA)] were used as MBL detection assay. According to MBL levels, patients were
grouped as follows: deficient producers when < 100 ng/mL; medium producers between 101
and 2000 ng/mL; and high producers when > 2000 ng/mL37¥. C3 serum levels were determined
using automated immunoturbidimetric assay (Beckman Coulter, AU analyzer, USA) with

reference values ranging from 87 to 200 mg/dL, according to manufacturer's protocol®”.

2.6 Statistical analysis

The normality distribution of each variable was assessed using Shapiro-Wilk test. MBL and C3
levels were compared between groups using multiple regression analysis to adjust variables
when univariate analysis showed p < 0.2, the covariates age and ancestry for MBL; and
ancestry, for C3 were included. Pairwise associations were performed using Spearman’s rank
correlation test for nonparametric variables. Statistical analysis was undertaken using the
STATA 12.0 (StataCorp, College Station, Texas, USA) and p-values < 0.05 were considered
statistically significant. The GraphPad Prism program (version 6.0) (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA) was used to generate graphics of boxplot presented with median and 5-95%

percentile.
3. Results

The mean age of the patients (n=119) was 65 years (37 to 85), 57 (47.9%) were females and
62 (52.1%) males. MBL and C3 serum concentration were determined in 48 patients with AMI,
and 71 without AMI (Table 1). Considering any degree of artery injury in cine-ACG, 72.2%
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(86/119) of the patients had confirmed diagnosis of CAD, being 74.4% (65/86) with obstructive
CAD, and 24.4% (21/86) with unobstructive CAD.

In relation to the control groups, the mean age was 63 years (19 to 86) [65 (69.9%) females and
28 (30.1%) males] for MBL and 51 years [34 (58.6%) females and 24 (41.4%) males] for C3.

3.1 MBL levels

MBL serum levels were significantly higher in patients with suspected CAD (n=119) when
compared to the controls (p=0.002 OR 3.3 95% CI 1.57-6.97), regardless of the presence of
AMI (p=0.006 OR 3.0 95% CI: 1.4-6.7). Patients with HF also had significantly higher MBL
levels than controls (p=0.018 OR 3.6 95% CI: 1.2-10.4). On the other hand, when compared in
the patient group, presence vs. absence of AMI (p=0.441), HF (p=0.957) (Figure 1), and CAD
(unobstructive/obstructive) (p=0.188), as well as angina and comorbidities were not associated
with MBL levels (Suppl Table 1). Patients with suspected CAD presented significantly
elevated frequency of high MBL producers (MBL >2000 ng/mL) than controls [p=0.017 OR
2.2 95% CI: 1.2-4.3)]. Also, patients with HF [p=0.015 OR: 3.2 95%CI: 1.3-8.0)], AMI
[p=0.012 OR 2.7 95% CI: 1.2-5.8], CAD (unobstructive/obstructive) [p=0.007 OR 2.6 95% CI:
1.3-5.1] and SAH [p=0.012 OR 2.32 95% CI: 1.2-4.5] when compared with controls. No
difference for high MBL producers was observed regarding the presence or absence of AMI,

HF, CAD (unobstructive/obstructive) and SAH. Regarding the frequency of individuals with

MBL deficiency (<100 ng/mL), no significant difference was observed when comparing

controls and patients or other clinical variables (Table 2).

Considering all patients, BMI and age showed a negative correlation with MBL serum levels
(p=0.023 and r = -0.207; p=0.045 and r= -0.184, respectively). On the other hand, troponin
(p=0.826); CK (p=0.973); CK-MB (p=0.579) and PCR (p=0.589) showed no correlation.

3.2 C3 levels

C3 levels did not differ significantly between patients with suspected CAD and controls
(median: 143.0 and 155.0 mg/dL, respectively; p=0.142). Similar C3 levels were also observed
comparing patients with the presence or absence of AMI (median: 143.0 mg/dL for both;
p=0.957); presence or absence of HF (median: 143.0 and 143.5 mg/dL, respectively; p=0.737)
(Figure 2), CAD (unobstructive/obstructive), angina and comorbidities (Suppl Table 1).

Regarding cardiometabolic parameters, C3 levels were positively correlated with BMI
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(p=0.0036 r=0.266) and triglycerides (p=0.0016 r=0.302). Additionally, with C3 levels were
correlated positively with hematological profile including erythrocytes (p=0.0028 r=0.305) and
platelets (p=0.008 r=0.274), and a trend correlation for hemoglobin (p=0.084 r=0.179),
hematocrit (p=0.071 r=0.187) and leukocytes (p=0.084 r=0.179). On the other hand, troponin
(p=0.129); CK (p=0.825); CK-MB (p=0.521) and PCR (p=0.106) showed no correlation with
C3 levels.

C3 serum levels showed a negative correlation in relation to age (p=0.0023 r=-0.278) in the
patient’s group, but not in controls (p=0.233). MBL and C3 levels were not correlated in the
patients (p=0.322).

4. Discussion

A possible role for MBL in the atherogenic process and in the pathophysiology of CAD has

25,4142

been considered by different authors . In fact, the chronic endothelial dysfunction

associated with an ongoing inflammatory state in CAD corroborates with the increased MBL
levels observed in these patients, C3 on the other hand seems to be involved with lipid

metabolism and prothrombotic state.

The previously described association between MBL and CVDs in patients with acute coronary

42,43 44

syndrome , could be associated with an exacerbation of complement activity during

ischemia and reperfusion process®, increasing the risk of vascular complications in diabetic

patients*. It is known that MBL serum levels can increase up to 3 times its genetically

2,47,48

predetermined concentration during inflammatory processes corroborating our findings

showing that high MBL levels may be associated with the pro-inflammatory state in
symptomatic patients under investigation for CAD. It was shown that MBL has an affinity for

9,49

cholesterol crystals and apoptotic necrotic cells present in the atherosclerotic plaque™*’, and

may bind to leukocytes through complement receptor thereby modulating inflammation>%>!.
Taken together, these data could also justify the increased risk of CAD in patients having

medium or high MBL levels, but not in MBL deficiency.

Nevertheless, conflicting results regarding MBL and the development of AMI demonstrate a
controversial role in the formation of the atherosclerosis plaque with MBL, presenting a
prothrombotic and antiatherogenic role’’. High MBL levels could represent a possible
protective factor by promoting clearance of apoptotic cells and cell debris from atherosclerotic

25,53

plaques™~° . On the other side, MBL deficiency-associated genotypes present higher risk for
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the development of CAD by allowing the evolution of the atherosclerotic plaque®**. In the
present study, no influence of MBL deficiency/low levels and AMI or cardiometabolic
parameters was observed, as also reported by Dahl et al.!®> and Albert et al.> It is important to
note that MBL levels are influenced by polymorphisms in MBL2 gene>®, thus, the genetic

background of the different cohorts may have contributed to the observed results.

The activation of the complement system in HF occurs due to clinical or subclinical ischemia
caused to the myocardial tissue®’, leading to the presence of damaged cells and necrotic tissue,

L57,58,59,60

triggering the binding of MBL to hypoxic cells and activation of the V , corroborating

our findings, where the MBL level was higher in the group of patients with HF compared to the

control. Schoos et al.*

(2013) suggest an association between elevated MBL levels and
increased stroke volume and increased end-diastolic volume in patients with post-STEMI. On
the other hand, Proh4szka et al.%! (2013) found no significant difference in the level of MBL
when analyzing patients with HF and controls. In addition, the lack of association between

MBL deficiency/low concentration and congestive HF has already been observed®?,

The inverse correlation between BMI and MBL observed in this study may possibly reflect the
cross-talking between MBL and adipose tissue-related in atherosclerotic disease, which is
characterized by a low-grade chronic inflammatory status, to which the complement may be
related. General patients’ group (suspected CAD) presented a negative correlation between age
and MBL levels that may be due to the decrease of immune system efficiency naturally
observed during aging®>** by immunosenescence process. Previous studies showed that
immunity undergoes severe deterioration with age, impacting both innate and adaptive

immunity®>-6:

with potential implications for age-associated chronic inflammatory conditions,
including atherosclerosis and metabolic syndrome®. Possibly in view of complex and

progressive clinical disorders MBL and C3 may have an age-dependent inflammatory response.

Corroborating with our findings, C3 has already been associated with cardiometabolic variables
related to the development of CAD, such as BMI, arterial blood pressure and triglycerides
levels®”7°. Since C3 are also produced by adipocytes, these correlations may be the result of a
proportional production of C3 by the adipose tissue’'. These findings suggest that some
cardiometabolic factors could be able to trigger the activation of the complement cascade
independently of the established pathways. Higher C3 levels have been associated with CAD
and its severity, in patients with AMI and stable angina compared to controls’? and as a predictor

of AMI in men’3. Controversially in animal models, C3 deficiency has been associated with the
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development of atherosclerosis and its progression’*”>. No association of C3 with CAD, AMI
or angina was observed in the present study. However, one needs to consider that these studies
estimated C3 from peripheral blood samples and immunohistochemical analysis of lesions in
mice, while in the present work this was assessed from the vascular injury, a fact that may have
contributed to these conflicting results. It is conceivable that excessive C3 production due to
inflammation may mask its local consumption during complement activation in atherosclerosis.
In addition, low sample size of the present cohort might also have contributed to the lack of

association between C3 levels and CAD.

The positive correlation observed between C3 levels with erythrocyte and platelets could
indicate a connection between inflammatory and hematologic factors in CVDs, including CAD.
Interestingly, it was demonstrated that erythrocytes are involved in the formation of a C3b-like
protein that possibly triggers complement activation at ischemic sites’®. Also in immune
hemolytic anemias, the amount of C3 per erythrocyte had a crucial role in determining disease
activity’’, demonstrating the interaction between these parameters. In addition, C3 may
contribute to thrombotic complications due to platelet activation’8. The interaction between
complement and hematological parameters in atherosclerosis, including CAD patients, need to

be further investigated.

This study has some limitations. Sample size could represent a bias for the correlation and
association analysis, since our samples were categorized. Adequate statistical analysis was used
to minimize these effects. Although we could not gather information about door-to-balloon
time, an important measure of myocardium ischemic injury, there was no difference for C3 or
MBL levels considering arterial stenosis degree and cardiac enzymes. In addition, the
evaluation of clinical (blood pressure, BMI and previous diseases) and laboratory (blood
glucose, cholesterol, triglycerides and blood count) parameters was not performed in controls
since blood banks do not routinely run these analyses. Additional studies targeting MBL?2
polymorphisms, as well as C3 activation products, may contribute to a better understanding of

such complement components in patients with CAD.

The involvement of the lectin pathway activation in the pathogenesis of ischemia-reperfusion
injury and CAD is still not clear nor considering the mentioned divergences on MBL and C3
levels in such conditions. The mechanism by which MBL and C3 may influence CAD is
complex and needs further investigation in order to evaluate possible strategies for prophylaxis,

diagnosis and therapy.
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5. Conclusion

In conclusion, we demonstrated here that high levels of MBL are associated with the risk for
atherosclerotic disease, AMI and HF. On the other hand, MBL levels were not associated with
the severity of arterial occlusion in AMI, nor correlate with cardiac enzymes (CK, CK-MB and
troponin). C3 serum levels were not associated with CAD, but they were positively correlated

with cardiometabolic and hematological parameters that may contribute to its development.
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Table and Figure Legends

Table 1. Clinical and laboratory characteristics of patients with suspected CAD, and

comparison between patients with and without acute myocardial infarction (AMI).

Parameters Patients with Patients with AMI  Patients without AMI P
suspected CAD n=48 n=71
n=119

Age (years) Median [min-max] 65 (37-85) 62 (37-85) 66 (46-79) 0.553

Sex* Female (n) 57 20 37
0.264

Male (n) 62 28 34

Ancestry* Euro-Brazilians (n) 111 43 68
0.200

Afro-Brazilians (n) 8 5 3
BMI (kg/m2) Median [min-max]  27.34 [13.33-48.04]  26.76 [13.33-37.89] 27.34 [13.33-48.04] 0.360
Dyslipidemia (%) N), % (102/119) 85.71% (43/48) 89.5% (59/71) 83.1 % 0.326
Triglycerides (mg/dL) Median [min-max] 126.5 [44-666] 135 [44-666] 115.5 [45-574] 0.425
Total cholesterol (mg/dL) Median [min-max] 169 [68-535] 170 [68-535] 168 [72-307] 0.768
HDL-C (mg/dL) Median [min-max] 38 [11-97] 36 [11-64] 39[24-97] 0.144
LDL-C (mg/dL) Median [min-max] 96 [24-281] 109 [45-248] 90 [24-281] 0.091
Blood glucose (mg/dL) Median [min-max] 105 [64-412] 106.5 [71-263] 104.0 [64-412] 0.816
Diabetes (%) N), % (44/116) 37.9% (19/46) 41.3 % (25/70) 35.7 % 0.544
GOT (UI/L) Median [min-max] 23.0 [12-293] 27.5[13-293] 20 [12-277] 0.004
GPT (UI/L) Median [min-max] 20.0 [8-204] 22 [8-100] 19 [8-204] 0.086
PT (s) Median [min-max] 12.0[10.1-39.8] 12 [10.8-39.8] 12.05[10.1-18.5] 0.624
INR Median [min-max] 1.1[0.47-3.46] 1.1[0.47-3.46] 1.1[0.9-1.64] 0.719
Creatinine (mg/dL) Median [min-max] 0.9 [0.6-9.2] 0.9 [0.6-1.4] 0.90.7-9.2] 0.822
CRP (mg/dL) Median [min-max]  0.41 [0.02-40,990] 0.75 [0.02-40,990] 0.19 [0.04-10,360] 0.084
LVEF (%) Median [min-max] 58 [27-84] 57.5[33-84] 59.0 [27-77] 0.836
SAH (%) N), % (93/119) 78.1% (32/47) 68.1 % (61/71) 85.9 % 0.023
Tobacco smoking (N), % (30/119) 25.2% (14/48) 28.0 % (16/71) 22.5 % 0.519
Sedentary N), % (98/119) 82.3% (41/48) 85.4 % (57/71) 80.3 % 0.472
Hospitalization days Median [min-max] 4.0 [0-51] 8 [0-28] 2 [0-51] 0.005
MAP (mmHg) Median [min-max] 92 [64-140] 92 [64-140] 94 [ 65-133] 0.581
SBP (mmHg) Median [min-max] 130 [86-209] 133 [91-209] 130 [86-202] 0.269
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DBP (mmHg) Median [min-max] 71 [45-105] 74 [45-105] 70 [45-100] 0.612

Previous CTA/RM (N), % (34/119) 28.6% (15/48) 31.2% (19/71) 29.6% 0.651

Note: Comparisons were made by univariate logistic regression. BMI (body mass index), HDL-C (high-density
lipoprotein cholesterol), LDL-C (low-density lipoprotein cholesterol), GOT (Glutamic-oxaloacetic transaminase),
GPT (glutamic-pyruvic transaminase), CRP (C-Reactive Protein), LVEF (left ventricular ejection fraction), SAH
(systemic arterial hypertension), PT (prothrombin time), INR (international normalization ratio), MAP (mean
arterial pressure), SBP (systolic blood pressure), DBP (diastolic blood pressure), CAD (coronary artery disease),
AMI (acute myocardial infarction), CTA (coronary transluminal angioplasty), RM (revascularization of the

myocardium).



Table 2. Distribution of MBL producers in patients and controls.
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Groups Parameter N (%) P p adjusted OR 95% IC
MBL <100 ng/mL 15/119 (12.6%) vs
0.688 NA NA NA
Suspected CAD 14/93 (15.0%)
vs Controls
MBL >2000ng/mL 48/119 (40.3%) vs
. . 2.2 1.16-4.31
21/93 (22.6%) 0.007 0.017 3 6-4.3
MBL <100 ng/mL) 4/37 (10.8%) vs
1. A A NA
HF vs 6/54 (11.1%) 00 N N
without HF
MBL >2000ng/mL 17/37 (45.9%) vs 0.750
23/48 (47.9%) ’ NA NA NA
Controls vs HF ~ MBL >2000ng/mL 21/93 (22.6%) vs
. . 32 1.3-8.0
17/37 (45.9%) 0.011 0.015
MBL <100 ng/mL 6/48 (12.5%) vs
1.00 NA NA NA
AMI vs 9/71 (12.7%)
without AMI
MBL >2000ng/mL 22/48 (45.8%) vs 0.295
26/62 (41.9%) ’ NA NA NA
Controls vs ~ MBL >2000ng/mL 21/93 (22.6%) vs
. . 2.7 1.3-5.1
AMI 22/48 (45.8%) 0.006 0.012
MBL <100 ng/mL 4/33 (12.12%) vs
1.00 NA NA NA
No CAD vs 11/86 (12.79%)
CAD*
MBL >2000ng/mL 11/33 (33.3%) vs 0215
37/86 (43.02x%) ’ NA NA NA
Controls vs MBL >2000ng/mL 21/93 (22.6%) vs
.004 . 2.6 1.3-5.1
CAD* 37/86 (43.02%) 0.00 0.007
MBL <100 ng/mL 13/93 (13.9%) vs
1.000 NA NA NA
SAH vs 2/15 (13.3%)
without SAH
MBL >2000ng/mL 38/93 (40.9%) vs
10/23 (43.5%) 0.733 NA NA NA
> 0,
Controls vs SAH MBL >2000ng/mL 21/93 (22.6%) vs 0.011 0.012 ’3 1245

38/93 (40.9%)

Note: Distribution of deficient (< 100 ng/mL) and high (> 2000 ng/mL) MBL producers in controls and patients

with CAD (coronary artery disease), HF (heart failure), SAH (systemic arterial hypertension) and AMI (acute

myocardial infarction).

Note: *Unobstructive and Obstructive CAD. Values of p <0.05 indicate statistical significance, being adjusted

(adj) for sex and ancestry. NA (not applicable).
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Figure 1. Distribution of MBL serum levels in CAD patients (n=105) and controls (n=80), and in relation to AMI

(presence n=43 vs absence n=63) or HF (presence n=33 vs absence n=48) in patients. AMI (acute myocardial

infarction), HF (heart failure).

Note: Comparisons were made by multivariate logistic regression, disregarding individuals with MBL deficiency

< ng/mL). Graphic represented with median and 5- o percentile, showing mean as +.
100 ng/mL). Graphi p d with medi d 5-95% p ile, showing
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Figure 2. Distribution of C3 serum levels in control and patient groups, and in relation to AMI (presence n=48 vs
absence n=70) or HF (presence n=37 vs absence n=54) in patients. AMI (acute myocardial infarction), HF (heart
failure).

Note: Comparisons were made by multivariate logistic regression. Graphic represented with median and 5-95%

percentile, showing mean as +.
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Supplementary Table 1. Serum MBL and C3 levels among patients with suspected CAD

undergoing coronary angiography and controls.

Groups (n) Parameter Median or % p p adjusted OR 95% IC
MBL levels (ng/mL) 1229.0 vs 789.0 0.001 0.002 330 1.57-6.97
Suspected CAD (n=119) MBL >2000ng/mL 40.3% (48/119) vs 22.6% (21/93) 0.007 0.017 223 1.16-4.31
VS
Controls MBL (n=93) and (3 evels (mg/dL) 143.0 vs 155.5 0.019 0.142 NA NA
C3 (n=58)
MBL levels(ng/mL) 1544.5 vs 789.0 0.0003 0.002 042 0.30-0.86
CAD (n=33)
vs MBL >2000ng/mL 43.02% (37/86) vs 22.6% (21/93)  0.004 0.010 030  0.20-0.74
Controls MBL (n=93) and
C3 (n=58) C3 levels(mg/dL) 142.5 vs 155.5 0.004 0.055 0.98  0.97-1.00
MBL levels(ng/mL) 943.0 vs 789.0 0.159 NA NA NA
No CAD (n=33)
VS
Controls MBL (n=93) and ~ MBL >2000ng/mL 33.3% (11/33) vs 22.6% (21/93) 0.249 NA NA NA
C3 (n=58)
C3 levels(mg/dL) 144.0 vs 155.5 0.281 NA NA NA
MBL levels(ng/mL) 943.0 vs 1545.0 0.307 NA NA NA
No CAD (n=33)
vs MBL >2000ng/mL 33.3% (11/33) vs 43.02% (37/86) 0.215 NA NA NA
CAD* (n=86)
C3 levels(mg/dL) 144.0 vs 142.5 0.405 NA NA NA
MBL levels(ng/mL) 1229.0 vs 768.0 0.241 NA NA NA
Controls MBL (n=93)
and C3 (n=58) MBL >2000ng/mL 22.6% (21/93) vs 23.5% (4/17) 0.753 NA NA NA
VS
Norm(’“%’e“;% patients C3 levels(mg/dL) 155.5 vs 138.0 0.189 NA NA NA
n=
MBL levels(ng/mL) 1229.0 vs 1591.0 0.440 NA NA NA
BMI Normal (n=35) MBL >2000ng/mL 45.7% (16/35) vs 42.8% (21/49) 0.976 NA NA NA
VS
Overweight (n=49) C3 levels(mg/dL) 140.0 vs 142.0 0.517 NA NA NA
MBL levels(ng/mL) 1229.0 vs 770.0 0.453 NA NA NA
BMI Normal (n=35)
vs MBL >2000ng/mL 45.7% (16/35) vs 28.1% (9/32) 0.162 NA NA NA
Obesity (n=32)
C3 levels(mg/dL) 140.0 vs 154.5 0.074 NA NA NA
MBL levels (ng/mL) 1454.0 vs 1479.0 0.986 NA NA NA
SAH Pre-(n=42)
vs MBL >2000ng/mL 45.2% (19/42) vs 38,5% (10/26) 0.598 NA NA NA
Normal (n=26)
C3 levels(mg/dL) 142.0 vs 139.5 0.580 NA NA NA
MBL levels(ng/mL) 1337.0 vs 1056.0 0.145 NA NA NA
SAH Normal (n=26) MBL >2000ng/mL 38,5% (10/26) vs 40.9% (38/93) 0.795 NA NA NA
Vs
Altered (n=93) C3 levels(mg/dL) 142.0 vs 143.0 0.791 NA NA NA
MBL levels (ng/mL) 738.0 vs 1420.0 0.683 NA NA NA
Diabetes Presence (n=44) vs
Absence (n=72) MBL >2000ng/mL 36.4% (16/44) vs 43.1% (31/72) 0.614 NA NA NA
C3 levels(mg/dL) 147.0 vs 141.0 0.186 NA NA NA
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Note: MBL (mannose-binding lectin), AMI (acute myocardial infarction), CAD (coronary artery disease), SAH
(systemic arterial hypertension). NA (not applicable). Data presented as median or %, using multivariate analysis

to obtain the adjusted p value for sex and ancestry. * Unobstructive and Obstructive CAD.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que a VL do SC desempenha importante papel na
aterosclerose. A presenga de MBL, previamente identificada em lesdes ateroscleroticas, pode
representar um potencial marcador de DAC. Também importante nas etapas iniciais da
aterogénese, a molécula de C3 demonstrou correlacdo positiva com fatores de risco classicos
associados a DAC, ndo apresentando correlagdo com doenga cardiaca. Além disso, C3
apresentou correlacao positiva com eritrocitos e plaquetas, o que pode demonstrar relagdo entre

fatores inflamatorios e hematoldgicos.

7. CONCLUSOES

A. A concentragdo sérica de MBL foi significativamente maior em pacientes com DAC, IAM
e IC que em controles, sendo os altos produtores de MBL mais frequentes em pacientes,
que em controles, sendo os altos produtores de MBL nas frequente em tais grupos de
pacientes;

B. DAC, IAM, ou ATC/RM prévios ndo influenciaram nas concentragdes de MBL;

C. As comorbidades diabetes, dislipidemia e hipertensdao ndo influenciaram nas concentragdes
de MBL em pacientes com DAC, considerando DAC, IAM e IC;

D. As enzimas cardiacas CK, CKMB e troponina, assim como FEVE ndo influenciaram as
concentragdes de MBL e C3;

E. Diabetes e HAS nao influenciaram nos niveis de C3 no grupo de pacientes;

Os niveis séricos de C3 ndo apresentaram diferenga significativa entre pacientes com DAC,
IAM ou IC e controles, nao apresentando associa¢do com doenga cardiaca;

G. Niveis de C3 apresentaram correlagdo significativa com fatores de risco para o
desenvolvimento da DAC como IMC e triglicerideos;

H. Os parametros hematoldgicos como eritrocitos e plaquetas apresentaram correlagdo com os

niveis de C3.
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ANEXO
RG do HC: Diata Mascimento:
Drata: Pesquisador:
SEXO-OM OF ETHIA:

s [ Dor Toracica Tip: A OB OC OD
Angina CF-CCS: 01 OO O OIW
Fatores de Risco:

C DM

C HAS

= Dislipidentia

C Tabagismo (fambem presente quando cessado ha < 3 meses)

C Sedentarismeo (< 3x/sem e << 30 min)

O HF de DAC (J = 55 anos, 2 < 65 anos)

C Obesidads (Paso: Ez Albara: m IVC. )
O IRC

T DAC previa 7 1AM previo O ATC ou BM previa

O AWVCIATT JDAoE

C Omiros:
Medicagoes:

Obs:

Siglas:

Angina CF-0CS: angina classe imcionsl- Sociedade Canadensze de Cardiologia
DAL disbetes mellitus

HAS: hipertenzao arterial sistémica

HF: historia familisr

DAC: doeanca arterial coronariana

IMC: mdice de massa corporal

IR.C: msuficiencis renal cromica

IAM: infarto agudo do miocardio

AV acidente vascular carebral

ATT: ataque isquemico transitorio

ATC: angioplastia ranshominal coronarisna
EM: revascularizagdo do miocardio

DAOP: doenga arterial obstrutiva periferica
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