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RESUMO

A Sindrome Metabdlica € um problema de saude publica devido a sua alta prevaléncia,
pois se caracteriza por um conjunto de fatores de risco, que associados predispde o
desenvolvimento de doenca aterosclerética e suas complicagcdes (infarto agudo do
miocardio e acidente vascular cerebral) e Diabetes mellitus tipo 2. Esses fatores de
risco estdo interligados por aspectos bioquimicos, clinicos, metabdlicos e por reacfes
inflamatorias. A inflamac&o cronica apresenta estreita relacdo com o tecido adiposo,
predispondo a uma inducdo de diversas citocinas as quais constituem um elo
importante entre a resisténcia a insulina e a disfuncdo endotelial, precursora da
aterosclerose. O objetivo do presente estudo € avaliar o perfil das citocinas em
pacientes com sindrome metabdlica e doenca arterial coronariana grave. Foi realizado
um estudo observacional do tipo transversal controlado com abordagem descritivo-
analitica em pacientes atendidos no Ambulatério Cardiometabdlico do Hospital S&o
Lucas/PUCRS, Porto Alegre, Brasil. A amostra foi composta por trés grupos
independentes. No grupo 1 (n=30) foram incluidos pacientes com diagndstico de
sindrome metabdlica sem doenca arterial coronariana grave; no grupo 2 (n=30)
pacientes com sindrome metabdlica porém com doenca arterial coronariana grave e no
grupo 3, grupo controle, foram incluidos individuos saudéaveis. Foram avaliadas as
atividades das citocinas pr6 e anti-inflamatorias, o estresse oxidativo, dados
antropométricos e dados bioquimicos. Niveis de interleucinas proé-inflamatérias como
TNF-a, IL-6, IL-12 apresentaram-se niveis significativamente mais elevados no grupo 1,
bem como a IL-10 (anti-inflamatéria). O principal achado deste estudo demonstrou que
altos niveis de IL-10 em pacientes com sindrome metabdlica estdo associados a menor
incidéncia de doenca arterial coronariana grave. Isto sugere um efeito protetor através
de sua atividade anti-inflamatoria, mesmo na presenca de niveis aumentados de outras
citocinas pro-inflamatorias. Baixos niveis de IL-10 estdo associados a maior ocorréncia

de doenca arterial coronariana grave nessa populagao.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica. Interleucinas. Doenga Arterial Coronariana

Grave.



ABSTRACT

Metabolic syndrome is a public health problem due to its high prevalence, once it is
characterized by a set of risk factors that, when associated, predisposes to the
development of atherosclerosis and its complications (acute myocardial infarction and
stroke) and diabetes mellitus type 2. These risk factors are interconnected by
biochemical, clinical, metabolic and inflammatory reactions. Chronic inflammation is
closely related to the adipose tissue, predisposing to an induction of various cytokines
which constitutes an important link between insulin resistance and endothelial
dysfunction, precursor of atherosclerosis. The aim of this study was to evaluate the
profile of cytokines in patients with metabolic syndrome and severe coronary artery
disease. This was a controlled cross-sectional study with descriptive-analytic approach
in patients treated at the Cardiometabolic Clinic of the Hospital Sdo Lucas / PUCRS,
Porto Alegre, Brazil. The sample was composed of three independent groups. Group 1
(n = 30) was composed of patients diagnosed with metabolic syndrome without
significant coronary artery disease; group 2 (n = 30) was composed of patients with
metabolic syndrome but with severe coronary artery disease; and group 3, control
group, comprised healthy individuals. The activities of pro and anti-inflammatory
cytokines, the oxidative stress, the anthropometric data and the biochemical data were
evaluated. Levels of pro-inflammatory interleukins (TNF-a, IL-6, IL-12) were significantly
higher in group 1, and so were IL-10 (anti-inflammatory) levels in this group. The main
finding of this study showed that high IL-10 levels in patients with metabolic syndrome
are associated with lower incidence of severe coronary artery disease, suggesting a
protective effect through its anti-inflammatory activity, even in the presence of increased
levels of other pro-inflammatory cytokines. Low IL-10 levels are associated with higher

incidence of severe coronary artery disease in this population.

Keywords: Metabolic Syndrome. Interleukins. Coronary Artery Disease. Anthropometry
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1 INTRODUCAO

1.1 SINDROME METABOLICA

1.1.1 Conceitos e critérios para diagndéstico

As primeiras descricdes sobre Sindrome Metabdlica (SM) ocorreram no final da
década de 30, com a descricdo de Himsworth, de que a absorcdo de glicose era
variavel de um individuo para o outro, conforme a sensibilidade celular a insulina
(REAVEN, 1988).

Em 1988, Reaven chamou a atencdo da comunidade cientifica para o fato de
alguns fatores de risco aparecer agrupadamente com certa frequéncia em
determinados individuos. Essa condicdo denominou-se de sindrome da resisténcia a
insulina (Sindrome X), pois 0s pacientes apresentavam menor sensibilidade a insulina
(REAVEN, 1993).

Kaplan (1989) renomeou a sindrome de "Quarteto Mortal", pela combinacao
entre a obesidade, intolerancia a glicose, hipertrigliceridemia e hipertenséo arterial. No
entanto, em 1992, foi rebatizada como Sindrome da Resisténcia a Insulina (HAFFNER
et al., 1992).

Em 1998, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apresentou nova definicdo
para esse quadro. Pela primeira vez apresentou-se a terminologia Sindrome
Metabdlica. Houve a inclusdo da obesidade e da microalbuminuria, além da hipertenséo
arterial e da dislipidemia, também como critérios (ALBERTI; ZIMMET, 1998). No ano de
2001, o National Institute of Health (NIH), por meio do National Cholesterol Education
Program (NCEP), reuniu o Adult Treatment Panel Ill (ATP IIl) e sugeriu critérios mais
simples e praticos de definicho para a SM, bem como requereu a retirada da
microalbumindria. Também propds, para o diagnostico, no minimo trés dos
componentes dos critérios (REAVEN, 2005).

Até esse momento a SM existiu em varias formas e definicdes, apresentando
algumas divergéncias (KAHN et al., 2005). A principal foi a falta de clareza sobre o seu
papel e valor na préatica clinica (GAMI et al., 2007). Com isso, surgiu a necessidade de
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uma definicdo global, desenvolvida pelo International Diabetes Federation (IDF) e
American Heart Association/National Heart, Lung, and Blood Institute (AHA/NHLBI),
juntamente com World Heart Federation (WHF), International Atherosclerosis Society
(IAS) e o International Association for the Study of Obesity (IASO) (ALBERTI et al.,
2009).

As definicbes dos principais 6rgdos Internacionais de Saude (tabela 1)
culminaram com a publicacdo de novos critérios estabelecidos pela IDF, em 2005
(GAMI et al., 2007; ZIMMET et al., 2005). No Brasil, em abril de 2005, publicou-se a |
Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome Metabdlica, com o apoio
da Sociedade Brasileira de Cardiologia (LUNA, 2007; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HIPERTENSAO, 2005). Porém, como foi editada no mesmo ano que a IDF, as
determinacdes desta ndo se incorporaram a diretriz brasileira.

Mancia et al. (2010), em um estudo de corte, com 3200 participantes, avaliou e
comparou as trés definicdbes de SM, da NCEP/ATP-Ill, AHA e IDF, para analisar quais
apresentaram maior impacto sobre a prevaléncia da SM: com risco a longo prazo de
eventos cardiovasculares e morte e do desenvolvimento de Diabetes Mellitus (DM) e
Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS). Seus resultados demonstraram que 0s critérios
da AHA e da IDF refletem melhor as caracteristicas clinicas e a prevaléncia de lesdes
cardiacas.

De acordo com a definicdo da International Diabetes Federation (2005), a SM é
0 conjunto de hiperglicemia/resisténcia a insulina (RI), HAS, obesidade e dislipidemia
(HUANG, 2009). A obesidade central e a RI, sdo reconhecidas como fatores causais
importantes (BRUCE; BYRNE, 2009; ANDERSON et al.,, 2001) porém, devido a
dificuldade na mensuracdo da resisténcia insulinica na pratica clinica, esta ndo é um
requisito essencial (REAVEN, 2006).

A obesidade central é facilmente avaliada através de circunferéncia da cintura
(CC) e realizada antropometricamente, através da afericdo do ponto médio entre a
crista iliaca e o rebordo costal inferior (CARR et al., 2004; LEAN, HAN, MORRISON,
1995). Essa medida é considerada o indice antropométrico mais representativo da
gordura intra-abdominal e de afericAdo mais reprodutivel e simples (JANSSEN,
KATZMARZYK, ROSS, 2002).



Tabela 1 — Evolucéo das definicdes da Sindrome Metabdlica pelos Orgéos Internacionais de Saude.
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Orgé&os Internacionais de Satde

Critérios
OMS (1999) EGIR (1999) NCEPIII (2001) AHA (2004) IDF (2005)
Obesidade central RCQ=0,9 CC =94 cm CC 2102 cm nao se aplica CC>94cm
(homens) e 20,85 (homens)e=80cm (homens)e =88 cm (homens) e > 80 cm
(mulheres) e/ou (mulheres) (mulheres) (mulheres)*

IMC > 30 kg/m?

Presséo arterial 2140/90 mm Hg

Dislipidemia TG = 150 mg/dl ou
HDL < 35 mg/dl
(homens), < 39

mg/dl (mulheres)

Resisténcia a
insulina obrigatoria

Hiperglicemia

Outros fatores

2140/90 mm Hg ou
em tratamento para
hipertenséo

>130/85 mm Hg ou
em tratamento para
hipertenséo

TG =177 mg/dl ou TG = 150 mg/dI

HDL < 39 HDL < 40 mg/dl
mg/dl (homens),
<50 mg/dI
(mulheres)

Resisténcia a
insulina obrigatoria

Glicemia 2100 mg/dI
Resisténcia a
insulina ndo se
aplica

Microalbuminuria

= 130/85 mm Hg

TG = 150 mg/dI
HDL < 40 mg/dl
(homens),
<50 mg/dI
(mulheres)

mg/dl

IMC 2 25Kg/m?

2130 mm Hg PAS
ou 285 mm Hg PAD
ou em tratamento
para hipertensao

TG = 150 mg/dl
HDL < 40 mg/dI
(homens),
<50 mg/dI
(mulheres)

Glicemia 2110 a 126 Glicemia 2100 mg/dI

Resisténcia a
insulina ndo se
aplica

OMS: Organizagdo Mundial da Saude; EGIR: European Group for the Study of Insulin Resistance; NCEP — ATP Ill: National Cholesterol
Education Program - Adult Treatment Panel Ill; AHA: American Heart Association IDF: International Diabetes Federation; RCQ: razéo
circunferéncias cintura/quadril; IMC: indice de Massa Corporal; CC: circunferéncia da cintura; TG: triglicerideos; PAS: pressao arterial sistolica:
PAD: presséo arterial diastdlica. HDL: High Density Lipoprotein.*Critérios para obesidade central (CC) - especificas para cada populagéo; valores
apresentados séo de homens e mulheres Europeus.

Fonte: adaptado de Bruce e Byrne (2009); Huang (2009)
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Para se diagnosticar uma pessoa com SM, pelos critérios da International

Diabetes Federation (2005), é necessaria, obrigatoriamente, uma CC acima dos

pontos de corte estabelecidos e especificos para cada populacéo, onde diferentes

etnias e nacionalidades tém diferentes distribuicées dessa circunferéncia (CARR et

7

al., 2004) (Tabela 2). Aléem disso, é indispensavel a combinacdo de, pelo menos,

dois componentes apresentados no Quadro 1.

Tabela 2 — Valores para circunferéncia da cintura para cada grupo étnico

Paises/Grupo étnico

Circunferéncia da Cintura

Homem Mulher
Europeus 294 cm 280 cm
Estados Unidos da América =102 cm =88 cm
Sul Asiaticos (baseados na populagéo chinesa, =290 cm 280cm
malaia e indiana)
Chineses 290 cm 280 cm
Japoneses =285cm =290 cm

Ameérica do Sul e Central

Africanos subsaarianos

Arabes (Oriente Médio e do Mediterraneo

oriental)

Utilizar os parametros dos Sul Asiaticos
até que dados mais especificos estejam
disponiveis.
Utilizar os parametros europeus até que
dados mais especificos estejam
disponiveis.
Utilizar os parametros europeus até que
dados mais especificos estejam
disponiveis.

Fonte: Adaptado International Diabetes Federation (2005)
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Quadro 1 - Componentes da Sindrome Metabdlica segundo International Diabetes
Federation (2005).

COMPONENTES NIVEIS
Triglicerideos = 150 mg/dL (1,7 mmol/L)*
HDL
Homens < 40 mg/dL (1,0 mmol/L)*
Mulheres < 50 mg/dL (1,3 mmol/L)*
Presséo arterial
Sistdlica 2130 mm Hg**
Diastdlica 285 mm Hg**
Glicemia de jejum = 100 mg/dL (5,6 mmol/L) ou diagnéstico prévio de Diabetes

Mellitus tipo 2***

*Ou em tratamento para esta alteracdo lipidica; **Ou em tratamento para hipertensédo arterial
sistémica; ***Valores acima destes, o teste oral de tolerAncia a glicose (TOTG) é altamente
recomendavel, mas ndo é necessario para definir a presenc¢a da sindrome.

Fonte: Adaptado International Diabetes Federation (2005)

Segundo Kaur (2014), a SM é um dos principais e crescentes desafios
clinicos em saude publica mundialmente. Comparada a pacientes sem essa
sindrome (GEORGE et al., 2005), independentemente de histéria prévia de eventos
cardiovasculares, confere aumento de risco em cinco vezes para o desenvolvimento
de Diabetes mellitus tipo 2 (DM2); duas a quatro vezes para ocorréncia de acidente
vascular encefélico (AVE); trés a quatro vezes mais para a ocorréncia de infarto
agudo do miocéardio (IAM); e, duas vezes a mortalidade, apdés um evento
cardiovascular (OLIJHOEK et al., 2004).

Em uma revisdo sisteméatica, Mottillo et al. (2010), identificaram que a SM
associa-se ao aumento de duas vezes mais para o risco de doenca cardiovascular
(DCV) e para a mortalidade por DCV (IAM e AVE). E considerada como um
primordial fator de risco para eventos aterotromboticos. Sua presenga ou auséncia
deve, portanto, ser considerada um indicador de risco de longo prazo. A curto prazo
(5-10 anos), a melhor escala para o calculo de risco de DCV é a de Framingham
(GRUNDY, 2006).

Seu principal uso nédo é o de identificar pacientes em risco de DCV e DM2,

mas, identificar um subgrupo especifico de pacientes com mecanismos fisiolégicos
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comuns (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2005). Uma vez que ao
considerar esses componentes isolados, 0s pacientes apresentam riscos. Porém,
nao tdo altos. Um paciente com hipertensdo ou hiperlipidemia isoladas, estara em
risco de DCV, porém menos do que um paciente que apresenta SM (HUANG, 2009).

Reaven (2006) afirma que estudos sobre a SM apresentam grande
importancia por trés razdes principais: a) identificar os pacientes que estdo em risco
de desenvolver doenca cardiovascular aterosclerética e DM2; b) analisar as relacdes
entre 0os componentes dessa sindrome, para a melhor compreensdo de sua
fisiopatologia; c) promover a busca por estudos epidemiolégicos, clinicos,
farmacoldgicos, de estilo de vida e de abordagens preventivas.

1.1.2 Epidemiologia

Nas Ultimas décadas, houve estudos epidemiolégicos sobre SM.
Concentraram-se na sua prevaléncia em diversas populacdes, e a significancia dos
riscos para o desenvolvimento de doencas, principalmente o DM2 e as DCV, bem
como outras, incluindo a esteatose hepética, a colelitiase, a sindrome do ovario
policistico, a apnéia obstrutiva do sono e a gota (HUANG, 2009).

A IDF estima que um quarto da populacdo adulta mundial tenha SM
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2005). Segundo Kaur (2014), a
prevaléncia varia de 10% a 56%, dependendo da regido, do ambiente (urbano ou
rural), sexo, idade, raca, condicdo sbécio-econdmica e o0s critérios utilizados
(DESROCHES; LAMARCHE, 2007; KOLOVOU et al., 2007). Em uma visao geral,
pode-se dizer que cerca de % da populagéo de paises desenvolvidos preenchem os
critérios de SM (MICCOLI et al., 2005; KRAJA et al., 2005).

Epidemiologicamente, segundo a AHA (2010), estima-se que a prevaléncia
da SM em adultos americanos é de 23,7%, sendo 0s mexicanos-americanos com
prevaléncia mais elevada: 31,9 %. Em relacdo ao sexo, 35,1% dos homens
americanos e 32,6% das mulheres estdo com SM. Prevaléncia que aumenta com a
idade, podendo chegar a 51,5% entre homens e 54,4% entre as mulheres.

No estudo de Georgiopoulos et al. (2016), acompanhou-se 2.176 pacientes
hipertensos, por um periodo médio de 40 meses e se observou uma prevaléncia de

SM em 37,6% da amostra. He et al. (2006) em seu estudo, com a participagao de
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2.334 individuos, avaliou a prevaléncia da SM e sua associacdo com a doenca
cardiovascular (DCV) em idosos chineses. A partir do uso da definicdo da IDF
encontrou-se uma prevaléncia de 46,3% (34,8% em homens, 54,1% nas mulheres).

Vishram et al. (2014), em seu trabalho analisou dados de 36 estudos de
coorte, de 9 paises europeus e da Austrélia, do projeto MORGAN (EVANS et al.,
2005). Observou que, em relacdo a SM, tendo como base as definicbes da IDF e do
NCEP-ATP lll, houve elevada variacdo entre as populacées, com média de 34,5%
nos homens e 46,1% nas mulheres.

Na populacdo brasileira ainda ndo ha estudos especificos sobre a
prevaléncia e a incidéncia da SM. Porém, existem pesquisas de varias regides, 0s
quais demonstraram elevada prevaléncia de SM, como relatado no trabalho de
Oliveira, Souza e Lima (2006), em uma populacdo do semiarido baiano, ocorreu em
38,4% das mulheres e 18,6% dos homens. Salaroli et al. (2007), em seu estudo
realizado em Vitéria-ES, com 1.663 individuos, demonstrou que aproximadamente
39,1% da populacdo adulta apresentava SM. Ja no estudo transversal de Moreira et
al (2014), avaliaram 1.369 individuos e a prevaléncia da SM e fatores associados

resultou em 22,7% da amostra.

1.1.3 Fisiopatologia

A definicdo atual de sindrome metabdlica apresenta quatro caracteristicas
fisiopatologicas principais: a RI, a obesidade visceral, a dislipidemia e a disfungéo
endotelial. Destas, as duas primeiras parecem ser absolutamente necessarias para
a SM. Como ja proposto por Reaven (1988), a Rl desempenha papel fundamental e
estabelece relacdes entre os diferentes componentes da SM, mais como mediadora
do que consequéncia (GALLAGHER; LEROITH; KARNIELI, 2011; MIRANDA et al.,
2005).

A RI ndo é facil de ser definida, porém pode se afirmar que é a falha das
células-alvo em responder aos niveis normais de insulina circulantes, resultando
hiperinsulinemia compensatoria na tentativa de se obter uma resposta fisiologica
adequada. Surge de anormalidades no processo e armazenamento dos acidos
graxos e triglicerideos, moléculas que representam a maior parte da utilizacdo e

reserva da energia corporal. Com isso, quando o consumo alimentar € abundante, o
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excesso de triglicerideo (TG) armazena-se nos adipdcitos para, posteriormente,
mobilizar-se para periodos de déficit energético. Seja na redugdo do consumo de
energia pela reducdo da ingestdo alimentar e/ou no aumento de atividade fisica.
Porém, se a alimentacao for excessiva, associada a um estilo de vida sedentario,
ocorrera acumulo de gordura corporal, resultando na obesidade (DESPRES;
LEMIEUX, 2006).

O tecido adiposo é uma mistura heterogénea de adipdcitos, pré-adipocitos
do estroma, células do sistema imunoldgico e endotélio. Pode responder rapida e
dinamicamente a alteracdes, em excesso, de nutrientes através de hipertrofia e
hiperplasia (HALBERG; WERNSTEDT-ASTERHOLM; SCHERER, 2008). Pelo fato
de ser um reservatério de energia, apresenta multiplas func¢des (KAUR, 2014,
GIORGINO; LAVIOLA; ERIKSSON, 2005).

Tem como componente principal o adipdcito, que recebe a influéncia de
varios sinais, como do cortisol, das catecolaminas, da insulina. Em resposta secreta
uma variedade de substancias, que participam da regulacédo de diversos processos
como a aterogénese, a funcdo endotelial, a sensibilidade a insulina e a regulacéo do
balanco energético (RIBEIRO FILHO et al., 2006).

De acordo com sua localizacdo, o adipdcito exibe caracteristicas
metabolicas diferentes. A adiposidade intra-abdominal (tecido adiposo visceral -
TAV) apresenta maior impacto sobre disturbios metabdlicos, como a hiperuricemia, a
dislipidemia e as alteracbes do metabolismo glicEmico (GIORGINO; LAVIOLA;
ERIKSSON, 2005).

Estudos realizados em pacientes com sobrepeso/obesidade, em que foi
utiizado exames de imagem (ressonancia magnética - RM e tomografia
computadorizada - TC), o excesso de TAV, e ndo a quantidade de gordura
abdominal subcutdnea (tecido abdominal subcutdneo - TAS), que apresenta
correlagdo com as anormalidades metabdlicas (DESPRES, 2006; GOODPASTER et
al.,2003; ROSS et al., 2002; MATSUZAWA et al., 1995).

Essa correlagédo pode se explicar através de dois pontos:

(1) O TAV apresenta maior atividade lipolitica. Ao liberar grande quantidade de
acidos graxos livres (AGL) na circulacédo pela via portal, resultara no prejuizo de
varios processos metabdlicos hepaticos, que conduzem a hiperinsulinemia

(diminuicdo do clearence da insulina), a intolerancia a glicose (producéo
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aumentada de glicose hepatica), e a hipertrigliceridemia, pelo aumento da
secrecdo de lipoproteina de muito baixa densidade (Very Low Density
Lipoprotein — VLDL) (KABIR et al., 2005; WAJCHENBERG, 2000; BJONTORP,
1995; DEPRES, 1990).

(2) Por ser uma fonte de adipocitocinas, como a adiponectina e as citocinas
inflamatorias, Interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), que
contribuem para a RI, atividades pré-inflamatéria, pro-tromboéticas e estado
hipertensivo (DESPRES; LEMIEUX, 2008).

Com a hiperplasia ou a hipertrofia dos adipdcitos, o fornecimento de sangue
se tornou reduzido, com consequente hipoxia (CINTI et al., 2005). A hip6xia pode
ser apresentada etiologicamente como a incitadora do processo de necrose e
infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo. Leva a producdo excessiva de
metabdlitos biologicamente ativos, conhecidos como adipocitocinas, que incluem
mediadores pro-inflamatérios TNF-a, IL-6 inibidores do ativador do plasminogénio-I
(PAI-I) e a Proteina-C Reativa (PCR) (LAU et al., 2005).

As adipocitocinas atuam na sinalizacdo hormonal enddcrina, paracrina e
autocrina. Mediam os multiplos processos que incluem a sensibilidade a insulina o
estresse oxidativo, o metabolismo energético, a coagulacdo do sangue, e as
respostas inflamatérias (SALEEM et al., 2009; JACOBS et al., 2009), que estao
relacionados a aterosclerose.

A dislipidemia € componente da definicdo e classificacdo da SM, pois se
caracteriza em um conjunto de anormalidades lipidicas. Reflete em alteracdes da
estrutura, metabolismo, e atividades biologicas, tanto das lipoproteinas aterogénicas,
como das anti-aterogénicas (KAUR, 2014). Esta intimamente associada a RIl, uma
vez que aumenta a producdo de VLDL e diminue a depuracdo de VLDL, pois a Rl
atua diretamente na lipdlise, na degradacéo de apolipoproteina B (ApoB), pelas vias
da fosfatidilinositol-3-quinase (Phosphoinositide 3-Kinase - PI3K) e na regulacéo da
atividade da lipoproteina lipase (LPL), mediadora do clearance de VLDL
(GINSBERG; ZHANG; HERNANDEZ-ONO, 2005).

Essas alteracbes associadas com um aumento do estresse oxidativo e
disfuncdo endotelial reforca a natureza pré-inflamatéria de uma doenca
aterosclerotica. Essa disfuncdo € a via final comum entre muitos fatores de risco

cardiovasculares e o0 desenvolvimento de aterosclerose. Refere-se a um


https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositide_3-kinase
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desequilibrio na producdo endotelial de mediadores reguladores de ténus vascular,
da agregacdo plaquetéria, da coagulacdo e da fibrindlise (KIM, J. et al., 2006;
HUANG, 2005).

Durante um processo inflamatério, o endotélio expressa moléculas de
adesdo como a molécula de adesdo celular vascular 1 (Vascular cell adhesion
protein 1 - VCAM-1) e a molécula de adeséo intercelular 1 (Intercellular Adhesion
Molecule 1 - ICAM-1. Permitem a ativacdo e aderéncia de leucocitos a sua
superficie. A oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) ativa a proteina-
quinase C e o fator de transcricdo nuclear (NF-kB) e, consequentemente, leva ao
aumento da transcricdo de varios genes (enzima de conversao da angiotensina Il,
moléculas de adesdo e citocinas). Dessa forma, a exacerbacdo desta resposta
inflamatoria e sua posterior cronicidade conduzem a uma diferenciacdo das células
musculares lisas vasculares e macrofagos. Como consequéncia tem-se o inicio da

doenca aterosclerdtica (BAHIA et al., 2006).

1.2 ATEROSCLEROSE E INFLAMACAO

A SM pode ser considerada como um estado de inflamagé&o cronica (KAUR,
2014). H& uma estreita relacdo com o tecido adiposo. Quando ocorre uma
desregulacdo na homeostase dos adipdcitos (genética, consumo alimentar
excessivo, entre outros) ha uma inducdo dos leucécitos mononucleares (linfécitos e
mondcitos) e a liberacdo de diversas citocinas inflamatorias, como a IL-1(3, IL-18, IL-
6, IL-8 e 0 TNF-a (HARFORD et al.,, 2011; WEISBERG et al., 2003) (Figura 1).
Essas interleucinas constituem um elo entre a resisténcia a insulina e a disfuncéo
endotelial, precursora da aterosclerose (BARRETO-FILHO, 2004).
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Figura 1 — Relacao entre o tecido adiposo, SM e citocinas

Alimentacdo excessiva Obesidade
Adipdcito normal Sindrome metabdlica

Genética
! 2

| Adiponectina /
* Leptina

+ MCP-1

+ IL-6 + TNF-a

¥

ATEROSCLEROSE RESISTENCIA A
INSULINA

Figura 1 - Alimentacdo excessiva, Sindrome Metabdlica e/ou predisposicdo genética, podem
contribuir para a modulacdo de adipocinas e o desenvolvimento da obesidade que resulta em um
estado inflamatorio, associado com um risco aumentado de resisténcia a insulina e aterosclerose.

Fonte: adaptado de Lima et al (2015).

A aterosclerose, assim como a SM, é descrita atualmente como uma doenca
inflamatoria, multifatorial. Envolve processos inflamatorios desde o inicio de seu
desenvolvimento até um evento final. Caracteriza-se, principalmente, por uma
resposta inflamatoria e fibroproliferativa, devido ao acumulo de lipidios, de células
inflamatorias e componentes fibrosos, que se depositam nas paredes das artérias
(LIBBY, 2012).

Essas alteracGes contribuem para a formacdo de placas ateroscleréticas,
sua desestabilizacdo, por ruptura ou erosdo, e, consequentemente, a reducao
significativa e abrupta da luz do vaso, devido a formacao local de um trombo. O que
resulta em eventos cardiovasculares como a isquemia cerebral ou o IAM (HACKAM;
ANAND, 2003).

Dentre os fatores envolvidos no processo aterogénico, esta a molécula de
LDL colesterol modificada (LDL pequenas e densas). Devido a sua oxidagéo,
glicacdo, agregacdo ou a incorporacdo de moléculas do sistema imune, é um dos

componentes mais importantes nesse processo. Esta bem estabelecido pelas
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pesquisas que a aterosclerose ndo € mais, somente o acumulo de gordura nas
paredes arteriais. E um processo inflamatério complexo, que envolve em seu cenario
as atividades do sistema imune inato e adaptativo (LIMA et al., 2015; HANSSON et
al., 2002).

Na opinido dos autores Tabas, Wiliams e Borén (2007), 0 processo
aterogénico inicia em locais de ocorréncia da disfuncédo endotelial. Ha uma alteracéo
da permeabilidade da camada intima, que favorece a migracdo de particulas de LDL
para o espaco sub-endotelial. Ha liberacdo de moléculas de adesdo como a VCAM-
1, ICAM-1 e E-selectina, que atraem leucdcitos e mondcitos. Por sua vez, aderem ao
limen endotelial, migram através da parede vascular para a tunica média e se ligam
a particulas de LDL oxidada (Oxidized Low Density Lipoprotein — ox-LDL),
transformando-se em células espumosas (AVEZEDO, VICTOR; OLIVEIRA, 2010;
STEFFEL; LUSCHER, 2009).

Além das moléculas de adesdo, também sao liberadas citocinas pro-
inflamatorias, que contribuem para a formacdo de uma capsula fibrosa do musculo
liso e da matriz extracelular em torno do ndcleo lipidico. Ha, nesse sentido, o
comprometimento do limen vascular. Evidencia-se, assim, que qualquer elemento
envolvido na modulacéo da resposta inflamatéria pode influenciar o desenvolvimento
de ateroma (LIBBY et al., 2010).

Como a inflamacdo exerce uma funcdo-chave na aterosclerose, tém-se
despertado a atencdo dos pesquisadores. Em alguns estudos desde a década de
80, ja se demonstrava que as células endoteliais humanas e células musculares
lisas podem induzir mediadores pro-inflamatorios. Ou seja, os produtos de LDL-ox e
Angiotensina Il, substancias intimamente relacionadas com fatores de risco classicos
para aterosclerose, como hipertensdo e hiperlipidemia, provocam as células da
parede vascular a inducdo da liberacdo destas citocinas (LIMA et al.,, 2015;
KRANZHOFER et al., 1999; LIPTON et al., 1995; LIBBY et al., 1986).

Ainda se busca entender melhor a atuacdo do sistema imunolégico no
desenvolvimento de doengas metabdlicas e cardiovasculares. Principalmente
referente ao mecanismo de acédo dos AGL, no qual as vias de sinalizagdo aumentam
através de uma interagcdo direta com os receptores da familia Toll-like e,
indiretamente, através da liberacdo de citocina pro-inflamatorias (MARTINS et al.,
2012; WEN et al., 2011; HAVERSEN et al., 2009; HOTAMISLIGIL, 2006).
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1.3 CITOCINAS

Citocinas sao proteinas de baixo peso molecular. Apresentam diversas
funcdes metabodlicas e enddcrinas. Ndo sdo armazenadas como moléculas pré-
formadas e atuam, especialmente, através de mecanismos paracrino e autocrino.
Diferentes tipos de células secretam a mesma citocina e uma Unica pode agir em
diversos tipos de células, fenbmeno denominado pleiotropia (OLIVEIRA et al. 2011).

Essas substancias se ligam a receptores especificos. Ativam mensageiros
intracelulares reguladores da transcricdo génica e influenciam, assim, a atividade, a
diferenciacdo, a proliferacdo e a sobrevida da célula imunolégica. Regulam a
producdo e a atividade de outras citocinas, que podem aumentar (pré-inflamatorias)
ou reduzir (anti-inflamatérias) a resposta inflamatoria (HAFLER, 2007).

Uma reacao inflamatéria induzida por fatores de risco, com uma resposta
imunoldgica associada, sdo os principais mecanismos envolvidos nas desordens
metabdlicas, implicadas na aterogénese de pacientes com SM (WILLERSON;
RIDKER, 2004).

1.3.1 Interleucinas pré-inflamatérias

Os macréfagos desempenham um papel importante tanto na inflamacéo
cronica quanto no DM guanto na aterosclerose. Sao fontes importante de citocinas
pré-inflamatérias, incluindo as interleucinas 13, IL-18, IL-6, IL-12 e TNF-a (HAUER et
al., 2005). Essas interleucinas atuam como mediadoras de sinais pré-inflamatorios.
Apesar de estarem envolvidas na fisiopatologia de uma gama de doencas (WONG et
al., 2008), esses marcadores de inflamacdo sdo, também, alvos potenciais de
estudo para a predicado, terapia e/ou prevencédo da SM, DM, aterosclerose e suas
complicagbes (KOH; HAN; QUON, 2005; KLEIN et al.,2006).
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1.3.1.1 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 € uma citocina pleiotrépica. Desempenha multifuncdes nos efeitos
imunes celulares e humorais relacionados a inflamacéo, a resposta imunitaria e
injaria tecidual (FRANCISCO; HERNANDEZ; SIMO, 2006). E sintetizada por
macréfagos, adipdécitos, células endoteliais, fibroblastos (SHOELSON; LEE;
GOLDFINE, 2006) e outras células em resposta a microrganismos e a estimulacéo
de outras citocinas, principalmente a familia interleucina-1 e TNF-a (KLEEMANN;
ZADELAAR; KOOISTRA, 2008).

E uma reguladora sistémica da sensibilidade a insulina hepaética, tolerancia
a glicose (SCHELLER, 2011) e do peso corporal. Atua no metabolismo de
carboidratos e lipidios. Aumenta a lipolise, com a inibicdo da LPL, eleva a liberacéo
de AGL e glicerol, reduz a expressao do substrato do receptor de insulina-1 (Insulin
receptor substrate-1 - IRS-1) e do transportador de glicose-4 (Glucose Transporter-4
- GLUT-4), nos tecidos hepatico e muscular. Devido a isso, tem sido muito estudada,
pois elevados niveis de IL-6 tém sido descritos e associados as desordens
metabolicas (SCHUETT et al.,, 2009; FERREIRA-HERMOSILLO et al., 2015;
SINDHU et al., 2015).

Consequentemente, a desregulacdo da expressao de IL-6 resultara em
efeitos patolégicos relacionados com a inflamacédo cronica e a autoimunidade.
Clinicamente, os niveis de IL-6 no plasma correlacionam-se positivamente com a
adiposidade, de modo que os niveis aumentados de IL-6 sdo observados em
individuos obesos e a perda de peso conduz a uma reducdo destes niveis
(ESPOSITO et al., 2003; ZICCARDI et al., 2002; OUCHI et al., 2011).

Segundo Lee et al (2015) pacientes obesos apresentam uma inflamacédo do
figado e aumento dos niveis plasmaticos dessa interleucina, apresentando-a como
um possivel biomarcador molecular para a inflamacao, induzida pela obesidade.

Pela sua atividade como mediadora de inflamacéao, tem sido implicada na
patogénese da aterosclerose e doenca arterial coronariana (DAC) (HARTMAN;
FRISHMAN, 2014). Associacbes positivas entre concentracbes plasmaticas
elevadas de IL-6 e o risco de DAC séo consistentemente observadas. Resultados de
alguns estudos sugerem que altos niveis de IL-6 durante sindromes coronarias

agudas (SCA) podem se associar a um pior prognéstico em longo prazo (DANESH
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et al., 2008; GARCIA-SALAS et al., 2014; KANIKOWSKA et al., 2014; ZAMANI et al.,
2013; SU et al., 2013).

Além disso, Souza et al. (2008) referem que a IL-6 desempenha papel
importante no processo de ruptura ou erosédo da placa de aterosclerose e tem seus

valores séricos aumentados nesses eventos.

1.3.1.2 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

O TNF-a €& uma citocina multifuncional, secretada por macréfagos,
linfécitos e mondcitos. Seu principal efeito fisiolégico é promover a resposta imune e
inflamatoria. Esta envolvido na inducéo de efeitos pro-inflamatorio na aterosclerose e
em outros distarbios metabdlicos, como na obesidade e na RI, fatores de risco para
as doencas cardiovasculares (KLEEMANN; ZADELAAR; KOOISTRA, 2008).

Esse mecanismo explica-se através de sua ligacdo a receptores
especificos transmembranicos. Ativam diferentes cascatas de sinalizacdo, o que
estimula multiplas respostas biolégicas. Isso aumenta o recrutamento de mondcitos
no desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas. Atua na aceleracao da aterogénese,
por meio da: a) indugao da expressao de VCAM-1, ICAM-1, MCP-1 e E-selectina; b)
reducdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico nas células endoteliais; ¢) promocéao
da disfuncéo endotelial e apoptose das células endoteliais (GOMES et al., 2010).

Kleemann, Zadelaar e Kooistra (2008), observaram que a TNF-a associa-
se ao aumento do risco de IAM recorrente, distirbios da homeostase de TG e
glicose. Em estudos experimentais, sua associacdo com o acumulo de LDL em
artérias de ratos sugere que seu papel no processo da inflamacéo na aterosclerose
mostra-se mais elevado na fase inicial (NIEMANN-JONSSON et al., 2000; KOH,;
HAN; QUON, 2005; TAMARIZ; HARE, 2010).

Outros estudos sugerem que em individuos saudaveis o aumento dos
niveis plasmaticos circulantes dessa citocina, preveem riscos de doencas
cardiovasculares (KLEINBONGARD; SCHULZ; HEUSCH, 2011; HEDAYAT et al.,
2010; DINH et al., 2009; SAFRANOW et al., 2009; NIKOLOPOULOU et al., 2008).
Particularmente em homens (TUOMISTO et al., 2006). Bennet et al. (2006) relatam
que niveis elevados sao preditores independentes de doenca cardiovascular, sendo,

também, um marcador de eventos coronarios recorrentes apés um IAM.
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1.3.1.3 Interleucina 8 (IL-8)

Por apresentar multiplas atividades bioldgicas e ser ativamente secretada
no espaco extracelular como resultado de uma variedade de estimulos celulares
(WAUGH; WILSON, 2008), essa interleucina tem sido descrita como participante
ativa nas fases da aterosclerose. Isso inclui o recrutamento de neutrofilos e linfocitos
T no espaco subendotelial, adesdo de mondcitos ao endotélio e inflamacao vascular
(APOSTOLAKIS et al., 2009; VELASQUEZ, et al., 2014).

Na década de 90, dois estudos identificaram que os macréfagos séo a
principal fonte de IL-8 em placas ateroscleréticas e ha uma produgdo ainda maior
dessa citocina em comparagdo aos mondcitos sanguineos  normais
(APOSTOLOPOULOQOS; DAVENPORT; TIPPING, 1996). Da mesma forma, um ano
depois, Liu, Hulten e Wiklund (1997) detectaram niveis elevados de IL-8 em células
espumosas.

Também estéd implicada em uma reacéo inflamatoria, aguda e crénica, na
parede do vaso, por mediar a liberacdo dos mondcitos da MCP-1 e da IL-6 e
participar no aumento de moléculas de ades&o nos leucdcitos e células endoteliais.
Bem como na inducdo da infiltragdo leucocitaria dentro do endotélio vascular
(SCHOMIG et al., 2006).

Ha provavel relacdo entre a obesidade e a maior liberacdo de IL-8 em
pacientes que apresentam obesidade abdominal elevada. Esses achados sugerem a
possibilidade da conexdo da elevacdo da IL-8 com o aumento da adiposidade,
assim, contribuindo com patologias relacionadas (BRUUN et al., 2004; BOEKHOLDT
et al., 2004).

1.3.1.4 Interleucina 12 (IL-12)

A IL-12 é uma importante citocina produzida por células dendriticas,
macrofagos e células natural-killer (NK). Suas atividades primordiais sdo exercidas
sobre as NK e as células T. Principalmente na diferenciagéo das células T para o
padrao de linfécitos Thl (facilitam a resposta imune celular ou citotoxica), que
participa da ativacdo de macrofagos (WEN et al., 2006). A partir disso, tem emergido

como uma importante via de relagdo ao diabetes autoimune, assim como a
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inflamagé&o cronica, associada com aterosclerose (ALLEVA et al., 2000; HANSSON,
2005).

Em seu estudo Strissel et al. (2010), percebeu que, ao alimentar ratos com
uma dieta de alto teor de gordura, houve aumento dessa interleucina no tecido
adiposo visceral epididimal dos animais, bem como relagdo com a ativagdo de
mediadores pré-inflamatérios em macrofagos. Além disso, a producéo de IL-12 pode
associar-se a um estimulo direto pela resistina, uma adipocitocina pro-inflamatoria
que mostrou importante elevacdo dos niveis séricos em ratos obesos (SUAREZ-
ALVAREZ et al., 2013).

1.3.1.5 Interleucina 1B (IL- 1B)

A interleucina-1 (IL-1) representa uma familia importante de citocinas
derivadas de células mononucleares biologicamente ativas. Estdo envolvidas nas
reacoes inflamatdrias e resposta imune. A IL-1B pertence a essa familia. E produzida
por mondcitos e macréfagos, mas também por outras células, como as musculares
lisas, endoteliais e plaquetas ativadas (FRANCISCO; HERNANDEZ; SIMO, 2006).

Essa citocina, em conjunto com o TNF-a, estimula a produgéo de IL-6 por
células musculares lisas e aumenta a expressdo de macréfagos e de moléculas de
adesdao endoteliais. Facilita a agregacéo de outras células inflamatorias no endotélio
(LAMKANFI; DIXIT, 2009).

1.3.1.6 Interleucina 18 (IL- 18)

A IL-18 também é pertencente a familia de citocinas da IL-1. Embora nao
tenha a atividade pirogénica da IL-1B3, é conhecida, principalmente, pelas suas
funcdes biolégicas, que sdo: a mais potente indutora da producdo e secrecdo do
interferon-gama (IFN-y); e, de induzir a producgéo de IL-12 e TNF-a e de favorecer a
liberacdo de interleucinas anti-inflamatérias como a IL-10, IL-4, IL-5 e IL-13.
Também se encontra envolvida na inducdo de quimiocinas: moléculas de adeséo
celular e na sintese do 6xido nitrico (HAW; LAMKANFI; KANNEGANTI, 2010).

Como a maioria das citocinas, apresenta agcdo pleiotropica, envolvida em

importantes fung¢des regulatérias na resposta imune. Sendo assim, considerada um
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marcador inflamatério (HUNG et al., 2005). Tem recebido interesse especial em
pesquisas, em relacdo ao seu papel na patogénese da aterosclerose, pois as
citocinas pro-inflamatérias como IL-18, TNF-a e IL-6, induzem a expressao da IL-18
por macréfagos (FRANCISCO; HERNANDEZ; SIMO, 2006).

Niveis elevados de |IL-18 também foram detectados em lesGes
ateroscleroticas em seres humanos e pode indicar instabilidade da placa (MALLAT
et al., 2001). Em modelos experimentais, 0 aumento da expressédo de IL-18, resultou
no aumento da producdo de moléculas de adesdo do endotélio, infiltracdo de
macréfagos da parede do vaso sanguineo e anormalidades vasculares (TAN et al.,
2010; NETEA et al., 2006; ELHAGE et al., 2003).

Esta interleucina também é relatada, por ser produzida através de células
adiposas (WOOD et al., 2005; OUCHI et al., 2011). No estudo de Esposito et al.
(2002) os niveis séricos de IL-18 encontravam-se elevados em individuos obesos,
havendo um declinio significativo apés a perda de peso.

1.3.2 Interleucina anti-inflamatoria

1.3.2.1 Interleucina 10 (IL-10)

Durante a reacado inflamatoria, citocinas anti-inflamatérias também séo
produzidas e tendem a modular as vias de sinalizacao celulares inflamatorias, como
a IL-10. Esta é uma citocina pleiotrépica produzida por linfécitos T e B, mondcitos e
macréfagos. Possui propriedades anti-inflamatérias, cuja principal funcdo € a
regulacdo do sistema imune. Inibe de maneira potente a expressao e/ou a producao
de citocinas proé-inflamatérias como o IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-B (YOON et al., 2007).

A IL-10 tem ganhado destaque e pode ter papel importante na fisiopatologia
de doencas cardiovasculares. Apresenta uma potente propriedade de inibir a
ativacdo de células inflamatérias e de apresentar um efeito antitrombotico
(RAJAPPA; SEM; SHARMA, 2010).

Exerce, também, efeitos anti-aterogénicos durante o desenvolvimento da
placa, nas diferentes fases da aterosclerose, uma vez que a aterogénese € iniciada
pelo recrutamento de mondcitos para a intima. Segue uma ativacao inflamatéria que

diferencia os mondcitos recrutados para macrofagos. Os macréfagos da camada
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intima incorporam-se as LDL, tais como particulas de LDL-ox através de receptores
regulados positivamente. Desse modo promove o transporte de colesterol e a
formacdo de células espumosas de no nucleo da placa (HAN; BOISVERT, 2015).

A IL-10 influencia no processo inflamatorio local, no interior da leséo
aterosclerotica, devido a atividade dos macréfagos. Porém, como sua producao é
ocasionada também nestas células, ocorrera a modulacdo da reacgdo inflamatoria
local, tanto nos macrofagos quanto nas células T (HAWRYLOWICZ; O’'GARRA,
2005).

Os mecanismos pelos quais a IL-10 pode proteger contra a aterogénese
caracterizam-se em cinco aspectos gerais da funcdo de macréfagos: 1) tém
propriedades anti-inflamatérias; 2) pela inibicio de metaloproteinases da matriz
(MMPs) e o fator tissular (FT); 3) caracteristica anti-apoptética; 4) efeitos sobre a
polarizacdo de macrofagos; 5) a modulacdo do metabolismo dos lipidios (AIT-
OUFELLA et al., 2011).

Segundo Nishida et al. (2007) a IL-10 tem propriedades anti-inflamatorias
multifacetadas, como a inibicdo da atividade de macréfagos e células T e efeito
protetor contra aterogénese. A adiponectina, que € uma importante adipocina anti-
inflamatoria, induz a expresséo de IL-10 em macréfagos humanos. Aparentemente,
parte dos efeitos anti-aterogénicos da adiponectina sdo mediados pela IL-10
(SPERETTA; LEITE; DUARTE, 2014).

Lopes et al. (2010) demonstraram que em pacientes com insuficiéncia
cardiaca (IC), uma diminuicAo na concentracdo plasmatica de IL-10 foi

correlacionada positivamente com uma piora no quadro.

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas com nimero impar
de elétrons em sua ultima camada eletrénica, o que lhe concede alta reatividade.
Durante o metabolismo celular aerdbio, o oxigénio sofre reducdo, resultando na
formacdo de agua. Durante esse processo, cerca de 2 a 3% desse oxigénio
molecular sofre reducdo incompleta. Origina intermediarios reativos, tais como o
radical superoéxido (O2 -), hidroperoxil (HO2 .), hidroxil (OH) e peréxido de hidrogénio
(H202) (FERREIRA et al, 1997).
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Em condi¢cdes normais, as ERO no organismo sao neutralizadas por
substancias antioxidantes. Agem enzimaticamente e detoxificam antes da ocorréncia
de uma lesdo. Frente a isso estédo a glutationa peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e
a superéxido dismutase (SOD). Quando isso ndo ocorre, ha um desequilibrio no
balanco redox. Cria-se assim um estado denominado de estresse oxidativo, com
efeitos deletérios, relacionados com a etiologia de varias doencas, tais como as
cardiopatias e a aterosclerose (HALLIWELL, 2006; VASCONCELOS et al., 2007).

O papel do estresse oxidativo na SM e aterosclerose € bem relatado
(CERIELLO; MOTZ, 2004) devido a disfuncdo endotelial em pacientes obesos ser
mediada também pelo estresse oxidativo (URAKAWA et al.,2003). Assim como em
pacientes com SM (FORD et al., 2003; GRATTAGLIANO et al., 2008). Heitzer et al.
(2001) relatam que o aumento do estresse oxidativo é responsavel por uma parcela
significativa de disfungdo endotelial. O aumento da produgdo de radicais livres
derivados de oxigénio, tais como (O2 -) tem sido associado a reducdo da funcao
vasomotora endotelial, em modelos experimentais de aterosclerose.

A producdo de EROs aumentam com o acumulo de gordura, pois os AGL
ativam sua producdo através do tecido adiposo. Estimulam o NADPH-oxidase e
diminuem a expressdo das enzimas anti-oxidantes (FURUKAWA et al.,, 2004).
Quando os tecidos adiposos sdo expostos ao estresse oxidativo, ha diminuicdo na
adiponectina (SOARES et al., 2005). Por isso, ha SM, ha o aumento da producéo de
EROs, como resultado de niveis elevados de citocinas inflamatérias (OTANI, 2011).

Alguns dos biomarcadores sanguineos de estresse oxidativo, sao utilizados
para avaliar os danos causados pelas ERO. A peroxidacao lipidica (LPO) avalia o
estresse oxidativo, pela reacdo dos radicais livres (RL) com os lipideos insaturados
presentes nas membranas. Resulta na formacdo de hidro ou lipoperéxidos,
altamente reativos e pode iniciar uma cascata oxidativa, com severos danos a
integridade dessa membrana. Nessa reacdo ocorre a liberacdo de produtos de
degradacéo de acidos graxos, como o malondialdeido (MDA). A quantificacdo desse
composto tem sido utilizada para avaliar a extensao do dano oxidativo (MARNETT,
1999).

As enzimas antioxidantes servem como linha primaria de defesa na
destruicdo dos RL, a CAT é uma delas. Apresenta a funcdo de catalisar a reducéo

do peroxido de hidrogénio a agua e oxigénio (FERREIRA et al, 1997).
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1.5 INDICADORES DE GORDURA VISCERAL

Existem diversos indicadores de obesidade central e total. O IMC é o mais
utilizado em estudos populacionais para avaliar a obesidade total, porém para a
obesidade central existem outros indices que a avaliam. A gordura visceral possui
um efeito deletério sobre parametros metabdlicos e hemodindmicos. Representa um
elo importante entre as diversas facetas da SM (VASQUES et al., 2010). E
considerada como um fator de risco independente para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (NICKLAS et al., 2006).

Desde a década de 40, ha interesse sobre a importancia da obesidade
abdominal, em relacdo ao desenvolvimento de doencas cronicas. Estudos apontam
uma associacao entre o aumento da adiposidade abdominal e distarbios metabdlicos
(LUKSIENE et al. 2015; DESPRES et al. 2008; WAJCHENBERG, 2000; FUJIMOTO
et al. 1999; LARSSON et al. 1984; VAGUE, 1956).

Surgem entdo métodos alternativos para avaliar a distribuicdo da gordura
abdominal, que podem determinar, de forma indireta, a identificacdo de individuos
com excesso de gordura abdominal visceral, os susceptiveis ao desenvolvimento de
doencgas metabdlicas e aos eventos cardiovasculares (HELKE; ABBASI; REAVEN,
2006).

Dentre os métodos antropométricos atualmente utilizados, para estimar a
gordura visceral (além da CC, que é estabelecida nos critérios de SM) estdo a:
Relacdo Cintura-Estatura (RCEst) (VALDEZ et al., 1993) e o indice de Conicidade
(indice C) (HO et al., 2003). Possuem caracteristicas de facilidade aplicag&o, baixo
custo, ndo invasivos, com boa acuracia e precisdo. Por isso, de maior aplicabilidade
tanto na prética clinica quanto em estudos epidemioldgicos (VASQUES et al. 2009).

A RCEst compreende a razéo entre a CC (cm) e a estatura (cm). Essa razao
sugere que a CC de um individuo nao deve ser superior a metade do valor da sua
estatura (KOCH et al., 2007). Baseia-se no pressuposto de que, para determinada
estatura, h4 um grau aceitavel de gordura armazenada na porgao superior do corpo.
Alguns autores afirmam a influéncia da estatura na magnitude da CC, ao longo do
crescimento e também na vida adulta (VASQUES et al., 2010; PARIKH et al., 2007).

Ashwell e Hsieh (2005) identificaram um ponto de corte Unico (0,5), que indica

risco a saude para homens e mulheres, em diferentes ciclos de vida e grupos
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étnicos. Assim, permite sua utilizacdo em populacdes diferenciadas. Este ponto de
corte também foi sugerido em outros estudos (KOCH et al., 2008; ASHWELL,;
HSIEH, 2005; HSIEH; YOSHINAGA; MUTO, 2003).

A RCEst tem sido descrita como um indicador antropométrico de distribuicao
de gordura visceral para identificar o risco cardiovascular (CAN, BERSOT, GONEN,
2008; LIN et al.,, 2002). Alguns estudos demonstraram forte associacdo desse
método antropométrico, com o risco coronariano elevado, sendo maior do que em
outros indicadores de antropometria (LUKSIENE et al., 2015; KOCH et al., 2008).

Proposto por Valdez et al (1991), o indice C representa um indicador de
obesidade abdominal. Pitanga e Lessa (2005) o consideram o indicador de
obesidade central, que melhor discrimina o elevado risco coronariano no sexo
masculino.

Esse indice baseia-se no pressuposto de o perfil morfolégico do corpo
humano, ao acumular gordura central, apresenta formato de duplo cone, enquanto
os individuos com menor gordura abdominal exibem formato de cilindro (Figura 2)
(CORDEIRO et al., 2010). Utiliza como variaveis o0 peso, a estatura e a
circunferéncia da cintura. Valdez et al. (1993) sugere a faixa teérica de 1,00, no qual
o perfil morfologico é similar ao de um cilindro, indicando baixo risco. Ja valores
aproximados a 1,73 o perfil € similar a de um duplo cone. O calcula faz-se através

da seguinte equagao: circunferéncia da cintura (m)/[0,109 x (peso (kg)/altura (m)].
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Figura 2 - Representacéo do indice de conicidade
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Fonte: Adaptado de Cordeiro et al (2010)

Portanto, a SM, o processo inflamatorio e a adiposidade abdominal parecem
exercer um papel critico no desenvolvimento e na progressao de fatores de risco
cardiometabdlicos. O processo aterosclerético decorre, ndo apenas do acumulo de
lipideos, mas também como uma consequéncia da disfuncdo endotelial e da
ativacdo do sistema inflamatdrio. A associacdo da aterosclerose com a inflamacao
leva a busca de marcadores envolvidos no processo inflamatério e que possam
predizer o risco de DAC grave.

A alta prevaléncia de individuos com SM e o potencial risco que estao
sujeitos, estimulou essa pesquisa, uma vez que ndo existem dados consistentes na
literatura e em nossa populacdo, que apresenta caracteristicas étnicas e regionais
distintas de outras partes do mundo, cujos resultados poderdo contribuir para
melhorar o entendimento dessa situacdo e fornecer elementos para definir

estratégias e elaborar propostas de atengéo a saude da populacéo.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil das citocinas em pacientes com sindrome metabdlica e doenca
arterial coronariana (DAC) grave

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o perfil de citocinas pro-inflamatérias (IL-13, IL-18, IL-6, IL-8, IL-12 e
TNFa) e da IL-10 entre os grupos de pacientes com SM, com e sem doenca
isquémica cardiaca grave e controle;

- Avaliar as variadveis de estresse oxidativo (TBARS e catalase) nesses
pacientes;

- Correlacionar as interleucinas com os dados bioquimicos e antropométricos

de cada grupo.
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Delineamento do estudo

Este estudo caracterizou-se como um estudo observacional do tipo

transversal controlado com abordagem descritivo-analitica.

2.3.2 Populacéao

A populacdo que integrou a casuistica desse estudo foi originaria do
Ambulatério de Risco Metabdlico do Servico de Cardiologia do Hospital Sdo Lucas
da PUC/RS (HSL-PUC/RS).

2.3.3 Selecdo e critérios de elegibilidade

A selecdo da amostra caracterizou-se como ndo probabilistica, de forma
consecutiva. Avaliou-se o paciente que, no dia do processo de sele¢cao, encontrava-
se em consulta no Ambulatorio Cardiometabdlico do HSL/PUC-RS. Realizou-se
entre os periodos de marco de 2013 a outubro de 2014, nas quintas-feiras, horario
de funcionamento deste ambulatério. Apés a triagem, houve a abordagem individual,
onde se apresentou o delineamento do estudo e realizou-se o0 convite para

participacéo deste.

2.3.4 Amostra

A amostra apresenta-se em trés grupos independentes. O grupo 1(G1)
caracteriza-se por pacientes com diagnéstico de SM, sem DAC grave. O grupo 2
(G2) com o mesmo diagnéstico, porém os individuos apresentaram DAC grave. E o
grupo 3 (G3), grupo controle, sendo constituido por pacientes higidos — sem critérios
de SM ou outras comorbidades.

Para determinacédo do tamanho minimo de amostra, inicialmente, assumiu-se
0 nivel de significancia de 5% (a=0,05), e um poder amostral de 90% ($=0,10), para

ser detectada uma diferenca de 0,7 unidades de desvio padrdo entre os trés grupos.
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O resultado foi de 50 pacientes em cada grupo. Em fungéo de limitagbes observadas
no transcorrer da abordagem dos investigados, o numero de casos alcangou o
maximo de 30 integrantes por grupo, totalizando 90 individuos. Dentre as limitacbes
estdo os rigidos e limitantes critérios de inclusdo, bem como a escassez de recursos
materiais e humanos.

O numero de pacientes reduziu o poder amostral (1-p) de 90 % para 80%
(8=0,20), ndo implicando no comprometimento da validade dos resultados obtidos.
Buscando reduzir as fontes de viés possivelmente inerente a esse estudo, realizou-
se a estratificacdo criteriosa das amostras por sexo. Essa estratificacdo visou a
comparacao entre os individuos, segundo as variaveis objetivadas no presente

estudo.

2.3.4 Critérios de incluséo

Foram incluidos nesse estudo os pacientes que preencheram o0s seguintes
critérios:

- Para os trés grupos: condicdo geral - pacientes de ambos 0s sexos, com
idade superior a 18 anos, que aceitaram participar do estudo e assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A);

- Para 0 G1 e G2: condi¢do geral e apresentar diagnostico de SM, segundo
critérios do International Diabetes Federation (2005);

- Para o G2: condicdo geral, apresentar diagnostico de SM e DAC grave,
sendo considerado para esse diagnéstico: histéria prévia de infarto agudo do
miocardio (IAM), confirmada por eletrocardiograma, cintilografia miocardica ou
cineangiocoronariografia; cirurgia de revascularizacdo do miocardio (CRM) prévia;
revascularizacdo por cateter (angioplastia com ou sem colocacdo de stent);
pacientes com no minimo 03 meses de intervalo entre o0 evento
cardiovascular/necessidade de revascularizacdo percutdnea ou cirlrgica e a
selecao;

- Para o G3: condicdo geral e pacientes higidos.
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2.3.5 Critérios de exclusao

Para exclusdo do estudo considerou-se outras patologias que cursam com
participacdo do sistema imune, com consequente producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como: hipotireoidismo, doengas auto-imunes, insuficiéncia renal,

hepatopatias, neoplasias, gota, sepse e sindrome da imunodeficiéncia adquirida.

2.3.6 Aspectos éticos

Os pacientes formalizaram sua adesdo ao estudo ap6s a explicacdo
detalhada dos objetivos e procedimentos da pesquisa, da leitura e da assinatura do
TCLE. Obteve-se a adeséo, de cada um dos participantes, antes de sua incluséo.

Esse estudo embasou-se em preceitos éticos, como rege a Declaracdo de
Helsinki e da Resolugdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Foi submetido e
aprovado pela Comissédo Cientifica do Hospital Sdo Lucas — HSL/PUCRS e pelo

Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS, sob o parecer n° 261.855.
2.3.7 Implementacgéo do estudo
Para a aplicacdo deste projeto foram realizadas as seguintes etapas descritas

e detalhadas a seguir:

Utilizacdo de farmacos: foi realizado através do relato dos pacientes e da

analise dos prontudrios.

Antropometria: o peso e a altura foram aferidos em balanca de plataforma

mecanica, com capacidade maxima de 150 kg (divisdo de 100 g) e segundo
protocolos preconizados pelo protocolo do Sistema de Vigilancia Alimentar e
Nutricional — SISVAN (BRASIL, 2008):

- Peso: foi verificado se a balanca estava calibrada. Apds foi posicionado o
avaliado, que estava descal¢co e com roupas leves. Sobre a plataforma da balanca e
apoiado no centro, orientou-se ao paciente para ficar ereto, com o peso corporal
igualmente distribuido em ambos os pés, como 0s pés junto e os bracos estendidos
ao longo do corpo, estando totalmente parado. Realizou-se a leitura e o registro da

medida obtida. Foram feitas duas medidas sucessivas, em que deveriam estar
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proximas de 100g uma da outra, para se obtivesse maior veracidade do resultado.
Para a finalizagdo e obtengdo do resultado final, calculou-se a média aritmética
dessas duas medidas.

- Altura: os avaliados foram colocados em pé, descalcos, com o0s
calcanhares juntos, bracos soltos e posicionados ao longo do corpo, com as palmas
das méos voltadas para as coxas, pernas retas, ombros relaxados e cabeca no
plano horizontal de Frankfurt. Os calcanhares, a panturrilha, as nadegas, a escapula
e a parte posterior da cabeca estavam encostadas a superficie vertical do
antropémetro, respeitando as dificuldades individuais. Foi solicitado ao avaliado que
respirasse profundamente, segurando a respiracdo e mantendo a postura ereta.
Finalizando a afericdo, o participante desencostou-se da parede para assim ser
realizada a leitura e anotado o resultado.

A avaliacdo do estado nutricional foi realizada através do IMC. Para o
calculo desse indicador utilizou-se as medidas de peso e altura, de acordo com a
seguinte formula: IMC = peso (kg)/altura (cm). Os pontos de corte de IMC adotados
foram os preconizados pela World Health Organization - WHO (1995): baixo peso
(IMC < 18,5 Kg/m2); eutrofia (IMC 18,5 Kg/m2 - 24,99 Kg/m2); sobrepeso (IMC 25
Kg/m2 - 29,99 Kg/m2) e obesidade (IMC = 30,00 Kg/m2). Para participantes idosos,
foi determinado, segundo classificagdo proposto por Lipschitz (1994): desnutrido:
IMC < 22 kg/mz; eutrofia: IMC entre 22 — 27 Kg/m2 e obesidade: IMC >27 Kg/m2.

- Circunferéncia da cintura (CC): obtida durante a expiracdo normal. Utilizou-
se uma fita métrica flexivel e inelastica, com extensdo de 2m, de escala milimétrica.
A medida foi tomada no ponto médio, entre a Ultima costela e a crista iliaca. Os
pontos de corte adotados para CC foram os preconizados pelo International
Diabetes Federation (2005).

- Relacdo Cintura/Estatura (RCEst): determinada pela divisdo da CC (cm)
pela altura (cm). O ponto de corte utilizado como parametro foi 0,5, segundo Aswell
e Hsieh (2005).

- indice de conicidade (indice C): calculado pela férmula circunferéncia da
cintura (m)/[0,109 x V(peso (kg)/altura (m)], com variacdo de 1,0 — 1,73 (VALDEZ et
al, 1993; VALDEZ, 1991).
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Andlises laboratoriais: apds a triagem, abordagem e avaliagdo nutricional,

foi efetuada a coleta sanguinea, através de puncao venosa de 10 mL de sangue de
periférico, sendo 5 mL em tubo contendo EDTA como anticoagulante e 5 mL em
tubo sem anticoagulante. Os tubos foram centrifugados a 2000 rpm, por 10 minutos,
separando-se soro e plasma, respectivamente, que foram, posteriormente,
congelados (-80°C) separadamente, em aliquotas de 0,5 mL, em microtubos para
analises posteriores.

O CT, HDL e TG foram avaliados através do método colorimétrico enzimatico,
em equipamento automatico (Modelo BioSystems 310), de acordo com as
recomendac0@es do fabricante do kit Labtest®. Para o calculo do LDL-c, foi utilizada a
férmula de Friedewald:

LDL colesterol mg/dL= Colesterol total - HDL - (TG/5) (valida para valores
de TG menores que 400mg/dL)

Andlise de citocinas: foi utilizado para a quantificacdo das citocinas IL-8, IL-12,
TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-18 e IL-10, o kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) - Human

Inflammatory Cytokines. Sete populacdes de beads com distintas intensidades de

fluorescéncia sdo conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada
citocina, misturadas para formar o CBA e lidas no canal FL3 do citdmetro de fluxo.
As populagdes de beads foram visualizadas de acordo com as suas respectivas
intensidades de fluorescéncia: da menos brilhante para a mais brilhante. No CBA, as
beads de captura das citocinas sdo misturadas com o anticorpo de deteccdo e
depois incubadas com as amostras para formar o ensaio "em sanduiche". O mesmo
procedimento foi realizado para a obtencdo da curva-padrdo. Os tubos foram
homogenizados e incubados por trés horas, em temperatura ambiente, no escuro.
Os resultados foram gerados em gréficos e tabelas utilizando-se o software
CellQuest (BD).

Avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo:

- Avaliacdo da taxa de peroxidacao lipidica: foi avaliada pela mensuracao das

substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Baseia-se na reacao de duas
moléculas do TBARS com uma de malondialdeido (MDA), produzindo um complexo

de coloragédo résea que pode ser quantificado pela leitura em espectrofotbmetro.
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Para a determinacdo das concentracdes de TBARs, as amostras de soro foram
colocadas em Eppendorf® gelados contendo 1,5 ml de tampé&o fosfato 0,05 N
(composicédo, em g/L: KH2PO4, 1,34 e NaHPO42H20, 7,1), homogeneizadas em
Polytron® e centrifugadas durante cinco minutos a 10.000 rpm. Apds foi realizado a
leitura através de um espectrofotdmetro, em um comprimento de onda de 532nm.
Foi utilizado para esta dosagem o kit da Cayman Chemical® (Michigan, EUA).

- Mensuracdo de substancia antioxidante — CATALASE: foi determinada em

aparelho de espectrofotometria com comprimento de onda de 230nm a 30°C,
avaliando-se o consumo de H202 por 8 minutos. O meio de reag&o continha 10uL
de plasma, tampao Trisaminometano/EDTA (concentracéo final de 50nM e 250nM
respectivamente), pH 8,0 e 900uM de H202 (concentracao final de 9,0nM). Para os
calculos de concentracdo, utilizou-se o valor 0,071M-1cm-1 como coeficiente de
extingdo molar do H202. A concentracdo de catalase foi expressa por ng/mL de
plasma. Foi utilizado para esta dosagem o kitda Cayman Chemical® (Michigan,
EUA).

A parte experimental deste estudo foi realizada no Laboratério de Pesquisa
em Biofisica Celular e Inflamagédo da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande
do Sul - PUC/RS.

2.3.8 Anélise estatistica

O processamento da base de dados foi feito utilizando o software Excel®
para Windows®. As analises estatisticas realizadas pelo software SPSS Statistical
Package for Social Sciences versao 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA, 2010). Para
critérios de decisao estatistica adotou-se o nivel de significancia de 5%.

A organizacdo dos resultados deu-se através da estatistica descritiva, com
valores de média, erro padrdo e mediana. A distribuicAo de normalidade foi
verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov com correcao de Lillifors. As variaveis
categoricas foram apresentadas pelas distribuicdes absoluta e relativa.

Na comparagéo das variaveis continuas entre os grupos utilizou-se a Analise
de Variancia (One Way) / Correcado de Welch — Post Hoc Tukey. O emprego desse
conjunto de testes mostrou-se robusto, pois foi gerado paralelamente ao teste de

Kruskal Wallys — Post Hoc Dunn, em que se obtiveram os mesmos resultados.
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Quando a comparacao ocorreu entre 0S grupos e as variaveis categoricas,
fez-se uso dos testes Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher (simulacédo de
Monte Carlo). Na comparacéo de dois grupos principais — G1 e G2 - em relagcédo aos
medicamentos empregaram-se os testes Qui-quadrado de Pearson, com correcao
de continuidade ou exato de Fisher. A relacdo de linearidade entre as interleucinas e
as variaveis antropométricas e bioquimicas foi estimada através do coeficiente de
correlacao de Pearson.

Para identificar os fatores de maior impacto, com a finalidade de descrever
o desfecho: DAC severa, implementou-se a técnica de Andlise de Regressao
Logistica Binaria (método Stepwise) por blocos: antropometria e interleucinas, com
selecéo dos estratos por caracteristicas comuns das variaveis. Vale salientar que os
indicadores de Odds Ratio (OR) com valores inferiores a 1 no resultado da
regressao logistica foram convertidos por meio da férmula “1/valor da OR”, com a

intencdo de facilitar a interpretacédo do indice como fator de protecéo.
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2.4 RESULTADOS

Nesse estudo, os resultados apresentados referem-se a uma amostra de 90
observacdes, distribuidas entre trés grupos independentes, com 30 individuos em
cada. Para o G1, a amostra compreendeu um grupo de pacientes com SM e sem
DAC grave. No G2, apresentam-se pacientes com SM e com DAC grave. O G3
refere-se ao grupo controle, com individuos higidos.

Ao analisar os dados sociodemograficos, observou-se que em relacdo ao
sexo, houve distribuicdo semelhante entre os grupos, em virtude do pareamento,
sendo: 63,3% (n=19) mulheres e 36,7% (n= 11) homens. A maior média de idade foi
no G1 com 64,3 e a menor foi no G3 com 49,5.

Na avaliacdo do estado nutricional, segundo a classificacdo do IMC, foi
necessario realizar uma divisdo entre individuos adultos e idosos, pois 0s pontos de
corte sdo diferenciados. Nos grupos G1 e G2, entre os adultos ndo houve pacientes
com eutrofia. Porém as caracteristicas de sobrepeso resultaram em: 60,0% (n=6) do
G1 e em 38,5% (n=5) do G2. Quanto a obesidade esta alcancou 40,0% (n=4) dos
pacientes do G1, 61,5% (n=8) do G2 e sem ocorréncia dessa classificacdo no grupo
controle, em que todos os individuos eram eutrdficos. Nos pacientes idosos, a
caracteristica de eutrofia acometeu 25,0% (n=5) no G1 e em 35,3% (n=6) no G2. No
G3 esta caracteristica ocorreu em sua totalidade. Para a obesidade houve
prevaléncia no G1 em 75,0% (n=15) e 64,7% (n=11).

Ao comparar os grupos estudados frente a antropometria e indicadores de
obesidade central, observou-se diferencas significativas em relacdo ao IMC, RCEst
e na CC (sexo feminino), as médias foram mais elevadas nos grupos G1 e G2
gquando comparadas ao grupo G3 (p<0,001). Em relacdo ao CC para 0 sexo
masculino, o G1 diferiu significativamente do G3 (p<0,003), mas nao diferiu do G2
(Tabela 3).

Em relacdo aos pontos de corte para a CC e o indice C, todos os grupos
apresentaram valores acima dos parametros. Na RCEst, somente um paciente,

pertencente ao grupo controle, ficou abaixo do ponto de corte.
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Tabela 3 — Caracteristicas sociodemografica, antropométricas, laboratoriais e do uso

de medicamentos segundo 0s grupos

Grupos

Variaveis G1 (n=30) G2 (n=30) G3 (n=30) p

MédiatEP MédiatEP MédiatEP
Idade (anos) 64,3+1,4a 61,5+1,4a 49,5+1,3b <0,001¥
Faixa Etaria*
Ate 59 anos 10 (33,3) 13 (43,3) 26 (86,7) <0.001¥
60 anos ou mais 20 (66,7) 17 (56,7) 4 (13,3) ’
Sexo*
Feminino 19 (63,3) 19 (63,3) 19 (63,3) >0.999€
Masculino 11 (36,7) 11 (36,7) 11 (36,7) ’
Dados antropométricos
IMC (kg/m?) 30,6+0,8a 30,1+0,7a 24,0+0,5b <0,001¥
CC (cm)
Feminino 100,7+3,1a 99,9+3,4a 86,7+0,6b 0,001¥
Masculino 112,0+2,6a 106,0+2,2ab 101,2+0,5b 0,003¥
RCEst 0,64+0,01a 0,63+0,01a 0,55+0,006b <0,001¥
indice C 1,36+0,02 1,35+0,02 1,34+0,01 0,724%
Dados laboratoriais
CT (mg/dL) 190,9+10,7a 158,5+6,5b 174,945,3ab 0,018¥%
HDL (mg/dL)
Feminino 48,2+3,4 46,3+2,3 52,8+2,3 0,232¥
Masculino 33,9+2,5¢ 41,8+1,3b 50,1+1,9a <0,001¥
TG (mg/dL) 283,0+46,1a 204,3+19,3ab 125,0b+3,8b 0,001¥
LDL (mg/dL) 128,9+6,6a 101,7+3,7b 113,6+1,7a <0,001¥
Glicose (mg/dL) 130,0+9,94a 145,5+11,97a 98,15+0,95b 0,001¥
Diagnéstico*
HAS 30 (100,0) 30 (100,0) --- >0,999€
DM2 18 (60,0) 25 (83,3) --- 0,079€
Farmacos em
uso*
Betabloqueadores 22 (73,3) 29 (96,7) --- 0,026£
Antiagregantes ---
plaquetarios 20 (66,7) 29 (96,7) 0,003£
Estatina 28 (93,3) 30 (100,0) --- 0,492£
IECA/BRA 27 (90,0) 26 (86,7) --- 1,000£
Hipoglicemiantes ---
orais 13 (43,3) 17 (56,7) 0.302¢
Insulina 5 (16,7) 8 (26,7) --- 0,347£

*Resultado apresentado da forma n (%).
EP: Erro padrao.

¥: Analise de Variancia One Way — Post Hoc Tukey, onde médias seguidas de letras iguais, na
mesma linha, ndo diferem a uma significancia de 5%.

€: Teste Qui-quadrado de Pearson.
£: Teste Exato de Fisher.
Fonte: autora (2016).
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Quanto aos resultados dos dados laboratoriais, em relagéo ao CT verificou-se
que a média no G1 foi significativamente maior quando comparada ao G2 (p<0,018).
Porém ambos ndo diferem do G3. Para o HDL, nos dados em relacdo ao sexo
feminino n&o ocorreram diferencas significativas. No entanto para o sexo masculino
a diferenca significativa apontou que os trés grupos diferem entre si, sendo a média
mais elevada observada entre 0 G2 e o G3, e a menor média no G1 (p<0,001). Em
relacdo aos niveis séricos de TG, o G1 apresentou uma meédia superior quando
comparada ao G3 (p=0,001). Entre G1 e G3 nao houve diferenca do G2.

Para os valores de LDL, a diferenca significativa apontou que as médias do
G1 e G3 mostraram-se mais elevadas quando comparadas ao G2 (p<0,001). Sobre
os niveis de glicose a diferenca significativa apontou médias maiores no G1 e G2
guando comparados ao G3 (p=0,001) (Tabela 4).

Quanto aos medicamentos utilizados pelos grupos com SM, se observou
diferenca significativa entre os grupos em relacdo ao uso de beta-bloqueadores e
antiagregantes plaquetarios.

Na tabela 4, observam-se os resultados da analise estatistica comparativa
entre as meédias e medianas para as variaveis interleucina (pro-inflamatoria e anti-
inflamatdria) e estresse oxidativo. Os resultados referentes a IL-8, IL-12, TNF-a, IL-6
e IL-10 apontaram diferenca significativa entre os grupos.

Para a IL-8, a diferenca significativa apontou médias superiores no G1
(23,56+2,6; p<0,05) e no G2 (23,32+3,3; p<0,05) quando comparados ao G3
(14,61+2,2) (p=0,018). Entre G1 e G2 as médias nado diferiram.

Foram observados na comparacdo das interleucinas pro-inflamatérias 1L-12,
TNF-a e a IL-6, que o G1 apresentou média superior ao G3 (p=0,003), (p=0,002) e
(p=0,001) respectivamente. Na IL-12, a média do G1 (7,74+1,7) mostrou-se
significativamente mais elevada quando comparada ao G2 (3,10+0,8) e G3
(2,10+0,9) (p=0,018). Para o TNF-a, novamente a média do G1 (78,35+14,0) foi
significativamente mais elevada quando comparada ao G2 (39,98+8,3) e G3
(26,80+7,0) (p=0,007). E para a IL-6, a média do grupo G1 (6,50+1,3) também foi
significativamente mais elevada quando comparada ao G2 (2,96+0,6) e G3
(1,80£0,7) (p=0,010). Para estas trés interleucinas, entre o G2 e o G3 as diferengas

significativas ndo se configuraram.
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Quanto a citocina anti-inflamatoria, IL-10, o G1 apresentou média maior
(10,61+1,5; p<0,003) em comparacdo ao G2 (5,86+0,9; p=0,014) e G3 (4,14+0,9;
p=<0,001). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos G2 e G3 quando
comparados entre si.

Em relagdo as IL-1B e IL-18, as variacBes detectadas nas médias entre 0s
grupos nédo se mostraram expressivas, implicando em auséncia de diferencas
significativas.

Para o TBARS, a média no grupo G3 (9,00+0,5) foi menor (p<0,001) quando
comparada a média dos grupos G1 (24,2+2,8; p=0,004) e G2 (28,20+3,2; p=0,018).
O G1 e G2 nao apresentaram diferenca significativa entre si. Quanto a CAT, o G2
apresentou menores valores (1,03+0,1; p<0,001) em relacdo aos grupos Gl
(1,75+0,4; p=0,162) e G3 (1,91+0,4; p<0,05).



Tabela 4 — Medidas de tendéncia central e de variabilidade para IL (8, 12, TNF-q, 6, 13, 18 e 10) e indicadores de estresse

oxidativo, segundo os grupos.

GRUPOS
Variaveis G1 (n=30) G2 (n=30) G3 (n=30) p¥
s Mediana - Mediana L Mediana
Media+EP (1°-3° quartil) MediaEP (10,30 quartil) MediatEP (1030 quartil)
Interleucinas pro-inflamatorias
18,04 14,93 9,80
IL-8 (pg/ml) 23,56+2,6a (13,51.31,50) 23,32+3,3a (10,29-30,29) 14,61+2,2b (7.94.17.43) 0,018
4,97 1,16 0,04
IL-12 (pg/ml) 7,74+1,7a (0.37.12,84) 3,10+0,8b (0.04-4.72) 2,10+0,9b (0.04-1.05) 0,018
56,90 22,54 15,94
TNF-a (pg/ml) 78,35+14,0a (22,49-108,88) 39,9818,3b (4,07-61,93) 26,80+7,0b (4,07-29.83) 0,007
3,60 1,75 0,02
IL-6 (pg/ml) 6,50+1,3a (0.70-9.79) 2,96+0,6b (0.02.5.25) 1,80+0,7b (0,002-1,84) 0,010
11,63 11,63 7,34
IL-1B (pg/ml) 17,46+3,3 (5,34-15.71) 13,45+2,7 (0,88-21.32) 13,40+2,7 (1,99-20.97) 0,583
186,36 189,50 175,70+£18, 162,43
IL-18 (pg/mi) 214.58£19.9 (146 43-264,11) 205,86£11.9  150,11-258,51) 6 (114,71-190,01) 0,302
Interleucina anti-inflamatéria
9,40 4,56 2,05
IL-10 (pg/ml) 10,61+1,5a (3.41.15.71) 5,86+0,9b (1.17-8.37) 4,14+0,9b (1.17-5.63) 0,003
Indicadores de estresse oxidativo
18,60 23,50 8,25
TBARS 24,212 ,8a (13,75-32,10) 28,20+3,2a (4,07-61,93) 9,0£0,5b (6,85-10,63) <0,0001
1,50 0,92 1,84
CATALASE (ng/mL) 1,75x0,4a (0,69-1,84) 1,03+0,1b (0,46-1,38) 1,91+0,4a (1,15-2,30) <0,0001

¥: Analise de Variancia One Way (corre¢cdes de Welch) — Post Hoc Tukey, onde médias seguidas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem a uma

significAncia de 5%.
EP: Erro padrao.
Fonte: autora (2016).

12°]
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Para testar relacdo de linearidade entre os dados antropométricos e bioquimicos
em comparacao as interleucina pro e anti-inflamatorias, foram realizadas a anélise de
correlacdo estratificada por grupo. Entre os resultados foram detectados correlagdes
estatisticamente significativas e positivas, somente no G1, entre a IL-18 e as medidas
antropométricas: RCEst (Gréafico 1); CC (Gréfico 2) e indice C (Gréfico 3).

Gréfico 1 — Correlacao dos niveis de IL-18 e o indicador RCEst no G1.
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Gréfico 2 — Correlacao dos niveis de IL-18 e o indicador CC no G1.
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Gréafico 3 — Correlacéo dos niveis de IL-18 e indice C no G1
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No modelo de regressao logistica foi analisado as interleucinas (IL-6, IL-18, IL-
8, IL-10, IL-12, TNF-a) e os marcadores antropométricos (IMC, CC, RCEst, indice C).
Verificou-se que em relacdo as interleucinas, somente a IL-10 mostrou-se significativa
para explicar a prevaléncia de DAC grave sendo apontada como um fator de protecao
(OR: 0,896; 1C95%: 0,818 — 0,981), ou seja, pacientes com baixos niveis de IL-10
apresentaram 1,12 vezes (inverso do OR - 1/0,896=1,12) mais chance de desenvolver
a doenca isquémica grave quando comparados aos outros pacientes com niveis de IL-
10 elevados (Tabela 5).

Tabela 5 - Andlise multivariada de regressao logistica binaria por blocos para descrever

a presenca de evento cardiovascular

Variaveis OR IC95% P8
Dados antropométricos”
IMC (kg/m?) 0,985 0,854 1,137 0,841
CC (cm) 0,936 0,852 1,027 0,162
RCEst 2,174 0,002 2,950 0,224

Interleucinas (IL)B

IL-18 0,997 0,943 1,054 0,916
IL-12 0,910 0,679 1,219 0,526

IL-6 0,963 0,741 1,253 0,781
IL-10 0,896 0,818 0,981 0,018

IL-8 1,023 0,982 1,066 0,280
IL-18 0,998 0,992 1,004 0,540
TNF-a 1,014 0,979 1,050 0,435

OR: Odds ratio ajustado para as variaveis do modelo;

8: Regresséo logistica binaria por blocos.

Parametros dos modelos:

(A) R? de Nalgelkerke =0,148; Prova de Hosmer-Lemeshow p = 0,109;
(B) R? de Nalgelkerke =0,206; Prova de Hosmer-Lemeshow p = 0,491.

Considerando-se que apenas a IL10 mostrou-se significativa para indicar a

prevaléncia de DAC grave, os valores desta interleucina foram categorizados de acordo
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com quartis. No grafico 4, pode-se verificar que, quanto menores os niveis de IL-10
maior € o risco (OR) para pertencer ao G2. No 1° quartil o risco de apresentar DAC
grave foi quase cinco vezes maior quando comparado ao grupo com niveis de
interleucina no 4° quartil, que € o grupo com menor probabilidade de desenvolver

evento cardiovascular ou necessidade de revascularizagéo.

Grafico 4 - Odds ratio para separatrizes da IL-10
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2.5 DISCUSSAO

A SM é um problema de saude publica devido a sua alta prevaléncia. Apresenta
um conjunto de fatores de risco importantes, os quais podem identificar pacientes com
chances aumentadas de desenvolver doenca cardiovascular aterosclerética e diabetes
tipo 2 (DM2). Estes fatores de risco interligam-se através de aspectos bioquimicos,
clinicos, metabdlicos e por reacdes inflamatérias (BARBALHO et al., 2015).

Esse estudo teve como objetivo principal avaliar o perfil das citocinas em
pacientes com SM e DAC grave. Os resultados mostraram que existe uma relacéo entre
essas variaveis e o desfecho, pois pacientes que ndo apresentaram DAC grave
obtiveram niveis séricos, de algumas interleucinas proé-inflamatérias elevadas, da
mesma forma que a IL-10 (anti-inflamatoria). Chang e Leong (2010) afirmam que o
estudo sobre esses biomarcadores € importante, no que tange a melhora na precisao
do diagnostico da doenca aterosclerética, como também para fornecer maiores
informacdes sobre essa enfermidade.

Ao analisar os dados demogréficos do estudo atual, observou-se que houve
predominancia do sexo feminino. Fato confirmado ao se comparar com estudos
multicéntricos realizados nas populagdes: oriental (China, Taiwan, and Hong Kong) (HE
et al., 2006; GU et al., 2005); na Europa (Dinamarca, Finlandia, Franca, Italia, Lituania,
Irlanda do Norte, Polénia, Russia, Escécia, Suécia e Pais de Gales e Australia)
(VISHRAM et al., 2014; EVANS et al.,, 2005); nos Estados Unidos da América
(AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2010) e no Brasil (MOREIRA et al.,, 2014;
MARQUEZINE et al.,, 2008; NAKAZONE et al.,, 2007; SALAROLI et al.,, 2007,
OLIVEIRA, SOUZA e LIMA, 2006). Em todos resultou uma prevaléncia minima de
37,8% e maxima 51,3%, no sexo feminino para o diagnéstico de SM, frente a uma
minima de 18,3% e maxima 35% no sexo masculino.

Tanto o sexo quanto a idade, interagem na associacao entre SM e o risco de
DCV. Como nas mulheres, também em pacientes idosos esse risco se apresenta
fortemente aumentado (MOTTILLO et al., 2010; GAMI et al.,, 2007; GALASSI,
REYNOLDS; HE, 2006; FORD, 2005; McNEILL et al., 2005; HUNT et al., 2004).
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Demonstrou-se nessa pesquisa que nos grupos com SM, diferentemente do
grupo controle, houve maior nimero de pacientes idosos. O estudo de Hildrum et al.
(2007), corrobora ao mostrar uma variagdo na prevaléncia da SM de 9 a 16% em
homens, com idade superior a 40 anos e de 34 a 45% em homens com idades entre 60
a 69 anos. E em correspondentes idades supracitadas, ocorreu uma prevaléncia em
mulheres, de 5 a 8% e de 35 a 46%, consecutivamente.

As classificacdes do estado nutricional de sobrepeso e obesidade, sobretudo em
pacientes que apresentam acumulo de gordura na regido abdominal, apontam maiores
chances de desenvolver SM e consequentemente aumentam o risco de DCV
(PODANG; SRITARA; NARKSAWAT, 2013). Isto pode ser observado nesta amostra,
onde houve um predominio destas classificacfes nos participantes dos grupos com SM.

Este achado pode ser apoiado por estudos recentes, realizados em diversos
paises, 0s quais descrevem que, a maior prevaléncia da SM ocorre em individuos com
sobrepeso e obesos, em todas as faixas etarias, levando a maior morbidade e
mortalidade (MOREIRA et al., 2014; SY et al., 2014; LIU et al., 2013; AL-DAGHRI et al.,
2013).

Apesar da importancia dada a CC, é relevante destacar que um IMC elevado néo
€ um fendtipo sem risco. Pelo contrario, deve ficar claro que IMC elevado € preditivo
para o aumento da probabilidade de encontrar anormalidades metabdlicas. No entanto,
para qualquer valor de IMC, avaliar a localizacdo do excesso de gordura corporal, refina
a andlise do risco, ao se utilizar indicadores especificos para este fim. Sendo a aferi¢éo
da CC, muito utilizada (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2005; POIRIER,
2007).

Neste estudo objetivou-se também relacionar as interleucinas com os dados
bioquimicos e antropométricos de cada grupo. Observou-se que a obesidade central
ficou evidente entre os trés grupos estudados, principalmente no G1. Esse grupo
apresentou uma média bem mais elevada para os trés indices analisados. No G2
obteve-se médias semelhantes ao G1 para CC (sexo feminino) e RCEst. Apesar de
apresentar um média mais baixa, o grupo controle, figura com indices um pouco

elevado para CC (ambos os sexos, principalmente no masculino) e RCEst.
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Para justificar tais observacgdes, postula-se que as alteragbes dos valores de CC
entre 0os grupos, incluindo o controle, ocorrem por considerar como pontos de cortes
para a populacdo brasileira, os indicados pela IDF (2005). Isto pode ser refor¢cado pelo
estudo de Lima et al. (2011), os quais concluiram que os pontos de corte, propostos
pela IDF (2005), é resultado de um consenso internacional, avalizado pelo Brasil. E
recomendada enquanto outros valores especificos para nossa populacdo nao sejam
estabelecidos.

A CC apresentou-se tanto nesta pesquisa, como em outras como um marcador
de risco cardiometabdlicos. Confirma-se isso apoiado em estudos como: o IDEA
(BALKAU et al., 2007), o qual se associa a outros trabalhos como: o INTERHEART
(YUSUF et al., 2004, 2005) que objetivou o desfecho do IAM; estudos prospectivos em
homens americanos no estudo Health Professional’s Follow-Up Study (WANG et al.,
2005) e em mulheres no Nurses Health Study (CAREY et al. 1997). Todos encontraram
consistente associacdo entre a CC e o DM, e em todos os estagios das DCV. Estes
dados epidemiolégicos sédo suportados também por estudos com modelos
experimentais, em que a gordura visceral apresenta positiva associacdo com a
inflamacéo e disturbios da insulina e homeostase da glicose (BOUCHER et al. 2005).

Ao avaliar e analisar os outros indices de avaliacdo de gordura visceral, a
amostra atual mostrou que os valores da RCEst foram muito similares nos grupos de
individuos com SM. Isto reforca a relacdo deste indicador com os fatores de risco,
ocasionados pela presenca desta sindrome. Estudos que apoiam este achado foram
realizados em Taiwan, com pacientes de ambos 0s sexos, incluindo adultos e idosos,
em que observou-se forte associacdo da RCEst com hipertensao arterial, intolerancia a
glicose, diabetes e dislipidemias (LIN et al., 2002; HUANG et al., 2002). Também Ho,
Lam e Janus (2003) e He et al. (2012) observaram que a RCEst apresentou-se como
melhor indicador antropométrico de obesidade para discriminar fatores
cardiometabolicos.

Apesar do indice C, segundo Cordeiro (2010) se apresentar como um bom
parametro para avaliar o acumulo de gordura abdominal, nessa amostra nao foi

observado relagéo entre os grupos e a SM.
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Dados interessantes surgiram neste trabalho, ao relacionar os indicadores
antropométricos e as interleucinas. Somente no G1, a RCEst, a CC e o Indice C foram
positivamente correlacionadas com a IL-18. Esse resultado propfe que ha possivel
relacdo entre a adiposidade abdominal e biomarcadores pré-inflamatérios. Neste caso,
especificamente com a IL-18. Hung et al. (2005), descreveram que niveis de IL-18
elevadas podem estar ligada a fatores de risco cardiometabdlicos, pois em seu estudo
houve correlacdo entre essa interleucina e a CC. No estudo de Blankenberg et al.
(2002) seus resultados mostraram uma associacdo dos niveis plasmaticos de IL-18,
com a morte cardiovascular em pacientes com DAC e com eventos coronarianos em
homens aparentemente saudaveis.

Os pacientes do G1 apesar de estarem possivelmente em risco pode-se
perceber que ha uma atividade biolégica protetora evitando o desfecho. Em que para
essa amostra postula-se que seja a IL-10. A IL-18 é considerada uma potente indutora
da producdo de IL-12 e TNF-a, o que favorece a liberacdo de interleucinas anti-
inflamatorias, como a IL-10 (HAW; LAMKANFI; KANNEGANTI, 2010; FRANCISCO;
HERNANDEZ; SIMO, 2006).

Diferentemente destes achados, a correlagdo da obesidade visceral com a IL-6 e
o TNF-a est4 bem estabelecida. O tecido adiposo, dentre outras funcdes que exerce, é
uma fonte de adipocitocinas, como a adiponectina e citocinas inflamatdrias tais como a
interleucina a IL-6 e a TNF-a, que contribuem para a resisténcia a insulina, atividades
pré-inflamatérias e aterogénicas, estado hipertensivo e obesidade visceral (LEAL,
MAFRA, 2013; CAMPANA et al., 2014; MIRAGLIA et al., 2015). Moller et al (2015)
encontraram em seu estudo que os niveis de TNF-a e IL-6, estdo aumentados nos
adipdcitos intra-abdominais.

No presente estudo, o perfil lipidico apresentou valores referenciais desejaveis
para o CT e para o HDL (no sexo feminino) em todos os grupos. Porém no G1, destaca-
se uma média de alteracbes para os niveis sanguineos de HDL (no sexo masculino).
Quanto ao LDL, no grupo com SM e com evento cardiovascular, os niveis encontravam-
se 6timo e desejavel para o G1, pois a maioria dos pacientes utilizam estatinas

(inibidores da hidroximetilglutaril coenzima A - HMG CoA redutase).
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A reducao do LDL-c por estatinas permanece sendo a terapia mais validada por
estudos clinicos para reduzir a incidéncia de eventos cardiovasculares (XAVIER et al.,
2013; BAIGENT et al., 2010). Esse medicamento também reduz os niveis plasmaticos
de TG e elevam os niveis de HDL-C.

Em relacdo aos niveis de TG os grupos com SM, mostraram valores acima dos
recomendados (2150 mg/dl). As estatinas atuam na reducdo dos TG mediante o
aumento da expressao de LDL-R e, consequentemente, pela remocéao de lipoproteinas
ricas em TG do plasma. Porém, nesta amostra fatores tanto ambientais quanto
constitucionais podem estar influenciando nestes niveis inadequados.

O nivel sérico de glicose em ambos 0s grupos com SM, apresentaram-se acima
do preconizado, sendo mais elevado nos paciente que ja tiveram um evento
cardiovascular. Isto demonstra que a Rl ou DM2 encontram-se como um fator de risco
para doencas cardiovasculares. A acdo da hiperglicemia sobre os vasos sanguineos e
a resisténcia insulinica, a qual se apresenta como um distdurbio metabdlico se manifesta
por reducdo na utilizacdo da glicose pelo muasculo esquelético periférico
(HOTAMISLIGIL, 2006) e tem sido fortemente associado a disfuncdo endotelial,
preditivo de uma doenca aterosclerdtica (SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006).
Individuos com DM2 possuem comumente, uma dislipidemia aterogénica, caracterizada
por valores elevados de triglicérides e baixos de HDL-colesterol, assim como de LDL-
colesterol (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2005).

Nesse estudo mensuraram-se, simultaneamente, 0s niveis plasmaticos de sete
citocinas. Dentre as quais seis pro-inflamatérias e uma anti-inflamatéria. Foi
demonstrado que quatro dessas: IL-8, IL-12, TNF-a e IL-6 e uma anti-inflamatéria (IL-
10), encontram-se com niveis mais elevados nos pacientes do G1.

Ao analisar isoladamente os resultados de cada uma, pode-se perceber que a IL-
8, em ambos 0s grupos que apresentam SM, encontram-se niveis elevados. Esse
resultado se justifica pelo fato dessa interleucina desempenhar um papel importante na
migracdo de mondcitos no espaco subendotelial, processo crucial para o inicio das
fases da aterosclerose (APOSTOLAKIS, et al., 2009).

Estudos corroboram ao apresenta-la como um poderoso preditor independente

de outras citocinas, como da PCR, pois € produzida por varios tipos de células
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(endotélio vascular, células musculares lisas vasculares e mondécitos do sangue
periférico) envolvidas na aterosclerose (INOUE et al., 2008). Kim et al. (2006)
demonstrou que niveis elevados de IL-8 relacionam-se a indices também alterados de
IMC, CC, IL-6, PCR e HOMA. Demonstram que o tecido adiposo visceral libera mais do
que o subcutaneo e a IL-8 circulante € elevada na obesidade.

No estudo de Shin et al. (2009), pacientes com insuficiéncia cardiaca e SM
apresentaram niveis plasmaticos de IL-8 (p<0.05) significativamente maiores do que
naqueles sem SM. Também a IL-8 aparece relatada em alguns estudos com uma forte
atuacao em pacientes hipertensos (MARTYNOWICZ et al., 2014).

Observou-se que niveis elevados das IL-12, TNF-a e IL-6, foram encontrados em
pacientes do grupo com SM e sem DAC grave. Justificavel pela estreita relacdo dessas
interleucinas com a resisténcia a insulina e a obesidade. Resultados apoiados por um
recente estudo experimental, que demonstrou consistente relacdo entre o DM e os
niveis de IL-12. A glicemia elevada e DM2 foram apresentadas como promotores na
expressdo do gene dessa citocina e assim na estimulacdo da apoptose das células-3
do pancreas (WEAVER, NADLER, TAYLOR-FISHWICK, 2015).

No estudo de Wen et al. (2006), niveis elevados de glicose elevada induziram
a um aumento significativo na expressdo de RNAm de citocinas pro-inflamatérias
importantes, incluindo IL-1f3, IL-6, IL-12 e TNF-a. Além da indu¢cdo a um aumento
expressivo da producdo dos niveis de IL-12, produzido por macréfagos. Outros
trabalhos sugerem que a glicose apresenta uma forte relacdo na inducédo de IL-12, a
qual pode estar envolvida tanto em curto, como a longo prazo, nas complicacdes
vasculares relacionadas ao diabetes (CHU et al., 2014; Wu et al., 2010; WEGNER et
al., 2008; HAUER et al., 2005).

Existe uma forte relacdo entre a IL-12 e o TNF-q, pois a IL-12 € uma citocina com
a capacidade de induzir a sintese de IFN-y, células T e células NK (Natural Killer)
(TRINCHIERI, 2003). Em que IFN-y € um mediador chave na liberacdo de TNF-a por
macrofagos ativados classicamente (ODEGAARD; CHAWLA, 2008). Em alguns estudos
pode-se verificar que em pacientes obesos, quando hd um consumo de dieta
hiperlipidica, sao ativadas células pro-inflamatérias TH1 e macréfagos, com
consequente producao de IFN-y, TNF-a e IL-12 (SCHMIDT et al., 2015; KINTSCHER et
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al. 2008; LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007). Enquanto que a diferenciacdo de células
T naive em TH2 tém suas atividades reduzidas pela reducdo das interleucinas anti-
inflamatorias, dentre elas a IL-10 (SCHIPPER et al. 2012).

O TNF-a é uma citocina potente que induz a producédo de IL-6, principalmente
em individuos obesos. Enquanto que IL-4, IL-5, IL-12, IL-13 e IFN-y elevam-se na
presenca da SM, onde destaca-se um aumento expressivo da IL-12, em individuos, que
além de apresentarem obesidade, ndo praticam atividade fisica (SUAREZ-ALVAREZ et
al., 2013)

Bull6 et al. (2003) realizaram um estudo com 100 sujeitos de ambos o0s sexos, e
a andlise de seus resultados sugerem que leptina e TNF-a, encontram-se aumentados
na obesidade e induzem a producao de IL-6, PCR e outros fatores inflamatérios de fase
aguda. Concluiram que ha uma relacéo positiva de PCR, IL-6 e outros reagentes da
fase aguda com varios componentes do perfil lipidico, suportando assim a hipotese de
que a inflamacao desempenha um papel direto na etiologia da doenca cardiovascular.

Ainda, segundo Bennet et al. (2006) os niveis elevados de TNF-a estdo
associados com o risco aumentado de IAM. Relata também que individuos obesos com
niveis elevados desta interleucina e portadores de polimorfismos, sdo particularmente
suscetiveis.

Em relacdo a presente amostra estudada, os pacientes que foram acometidos
pelo evento cardiovascular (DAC grave), apresentaram niveis séricos de IL-6 com uma
média mais baixa, semelhante ao do grupo controle. Isso pode ser explicado devido a
estabilizacdo do quadro desses pacientes, através de monitoramento e tratamento
clinico otimizado. Também por essa citocina ser relatada em alguns estudos que niveis
elevados estdo presentes nas fases aguda da DAC.

Corroboram com este estudo os resultados encontrados por O’'Malley et al.
(2001), onde em sua pesquisa, 0S pacientes instaveis, em comparagcdo aos controles
(pacientes saudaveis), mostraram niveis significativamente maiores de IL-6 na
internacdo, seguidos por queda em trés meses, quando os niveis de IL-6 em ambos os
grupos tornaram-se similares. Mouco et al. (2006) analisaram niveis de IL-6 entre
pacientes com evento cardioldgico (angina recorrente, re-hospitalizacdo e infarto do

miocardio) e um grupo controle com individuos sadios, com similar sexo e idade.
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Identificaram que pacientes com evento obtiveram uma diminuigdo significativa nos
niveis de IL-6 entre a alta hospitalar e os trés meses de seguimento.

Anderson et al. (2013) encontraram um aumento destes niveis no momento do
IAM e em 24h apoés. E que a elevacdo da PCR-us 24 h apos IAM é secundario e reflete
que a IL-6 estimulou sua producéo hepatica como um reagente de fase aguda. Gomes,
Macédo Neto e Bispo (2009), observaram que homens aparentemente saudaveis,
apresentando niveis elevados de IL-6, estdo associados ao risco aumentado de futuras
isquemias miocardicas. No estudo de Ridker et al., 2000, os niveis séricos elevados de
IL-6 foram associados a um risco aumentado de um futuro IAM em homens saudaveis.
Por isto, tem sido referido como um fator de risco independente para a DAC,
considerada um bom marcador inflamatorio de aterosclerose (KLEEMANN; ZADELAAR;
KOOISTRA, 2008).

Em relagéo a analise do estresse oxidativo neste estudo, o TBARS foi avaliado e
apresentou-se elevado tanto no G1 como no G2, o que indica que nestes pacientes
suas ceélulas estdo sofrendo danos oxidativo. Este marcador avalia o dano oxidativo
através da reacdo dos radicais livres com os lipideos presentes na membrana e que
iniciam uma reacao oxidativa, a peroxidacao lipidica (MARNETT, 1999). Por outro lado,
os niveis de CAT encontram-se também elevados, confirmando que da mesma forma
que estes pacientes podem estar sofrendo danos celulares, hA uma producédo de
susbstancias e/ou atividades antioxidantes que estdo protegendo as suas células
destes danos. Isso implica na sugestdo de que, como os niveis de IL-10 também estéo
elevados no G1, ha uma acdo anti-inflamatéria, possivelmente também anti-
aterogénica.

Apesar de, nos ultimos anos, a grande maioria dos estudos sobre DCV ter se
concentrado nas citocinas pro-inflamatorias, atualmente as citocinas anti-inflamatorias,
em especial a IL-10, tem ganhado destaque e podem ter um papel importante na
fisiopatologia da SM e DCV.

Esta proposta é reforcada pelo recente estudo, Kishore et al. (2015), o qual
indica que a IL-10 apresenta atividade na regulagdo da autofagia patolégica pela
ativacao das vias de sinalizacédo do PI3K / Akt / mTORC1. Como a autofagia excessiva
ou deficiente contribui para o desenvolvimento da remodelacdo cardiaca patologica,
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agentes que manipulam as vias de sinalizacdo para regular a autofagia durante o
estresse patoldgico.

Estudos em pacientes com sindrome coronariana aguda (SCA) encontraram
baixos niveis séricos de IL-10 associados ao risco aumentado de eventos
cardiovasculares futuros. Niveis elevados de IL-10 com uma reducdo desses eventos
(JUN et al.,, 2014; DOMINGUEZ-RODRIGUEZ et al.,, 2007). Estudos em animais,
observacbes em seres humanos, mostraram que os niveis IL-10 foram menores nos
SCA, em comparacao com aqueles que tinham angina estavel. Também que niveis de
IL-10 tém alguma implicacdo no prognéstico da doenca da artéria coronaria (SMITH et
al., 2001).

Em outro trabalho Petska et al. (2004), relata que a IL-10 é uma citocina anti-
inflamatoria, que inibe a producdo de uma variedade de citocinas inflamatorias e esta
fortemente associada com melhor progndstico entre aqueles pacientes com sindromes
isquémicas agudas. Segundo Petersen e Pedersen (2005), concentragfes fisioldgicas
de IL-6 parecem estimular o aparecimento na circulacao das citocinas anti-inflamatorias:
receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra) e IL-10.

Em uma meta-andlise realizada por Kleemann, Zadelaar e Kooistra (2008)
revelaram que existem indicios em que a inflamacdo vascular local e as citoquinas
expressas em placas ateroscleroticas, revelaram que ha um equilibrio entre as citocinas
pré-inflamatérias e anti-inflamatdrias e que este equilibrio é crucial no desenvolvimento
de lesbes. Entre as citocinas anti-inflamatorias relatadas encontra-se a IL-10,
considerada, com efeito, ateroprotetor ao neutralizar a atividade de citocinas
inflamatérias produzidas pelo Thl (ROBERTSON, HANSSON, 2006).

Por fim, algumas questdes permanecem por serem esclarecidas. Nao esté claro
como a atividade anti-inflamatoria da IL-10 atua no estado inflamatério de um individuo.
Mais pesquisas sédo necessarias para poder elucidar o quanto estes dois biomarcadores
podem influenciar no organismo de pacientes com SM ou na atuacdo de risco
cardiometabolico. E também para definir em qual estagio de desenvolvimento da placa
esta relagdo entre interleucinas pro e anti-inflamatérias esta atuando, e também em que

fases, aguda ou cronica.
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2.5.1 Limitacdes

Entre as limitacbes, podemos citar o tamanho amostral que fez parte de um
grupo inicial oriundo do Ambulatério Cardiometabdlico do HSL/PUCRS. Também
avaliamos apenas alguns marcadores inflamatorios implicados na SM e ndo a sua
totalidade, entre eles o PCR-US, LDL-ox pequenas e densas e outras citocinas por
reduzida disponibilidade de recursos disponiveis. Entendemos que mesmo com essas
limitagdes conseguiu-se demonstrar em uma populacdo de pacientes com SM e com e
sem doenca isquémica cardiaca grave algumas associacbes entre determinados
marcadores inflamatorios e desfechos cardiovasculares.

Mais estudos sdo necessarios para melhor definir o papel das citocinas nos
mecanismos fisiopatoldgicos de progressdo da doenca aterosclerdtica em pacientes

com SM.
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3 CONCLUSAO

Os achados deste estudo permitiram formular as seguintes conclusoes:

1) As citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-12 e TNF-a) apresentaram niveis
significativamente maiores nos individuos com SM e sem DAC grave quando
comparados ao grupo com SM e DAC grave;

2) Nenhuma diferenca significativa foi evidenciada com relacdo aos niveis de
citocinas pro-inflamatorias (IL-1B e IL-18) entre os grupos com SM;

3) Houve correlacdo entre a IL-18 com a CC, a RCEst e o indice C nos pacientes
com SM, sem evento.

4) A IL-10 apresentou niveis significativamente maiores nos individuos com SM
sem eventos cardiovasculares quando comparados ao grupo com SM e com evento
cardiovascular. Sugere-se a ocorréncia de uma atividade anti-inflamatéria e anti-

aterogénica desta citocina.
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ANEXO B - Carta de Aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE QW““’
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DA ATIVAGAO E EXPRESSAO RROTEICA DO INFLAMASSOMO NLRP3
EM PACIENTES COM EVENTO CARDIOLOGICO E SINDROME METABOLICA

Pesquisador: LUIZ CARLOS BODANESE

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 12139613.2.0000.5336

Instituigdo Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAO E ASSISTENCIA

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 261.855
Data da Relatoria: 29/04/2013

Apresentacéo do Projeto:
Projeto de doutorado, bem elaborado. N=150. Pesquisa experimental aplicada, transversal, de cunho

quantitativo. metodologia e analise de dados bem definidas e claras.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a ativacdo do inflamassome NLRP3 em grupos de pacientes com diagnéstico de sindrome
metabdlica com e sem eventos cardiovasculares.

Objetivo Secundario:

- Avaliar as variaveis metabdlicas para aterosclerose dos pacientes diagnosticados com sindrome
metabdlica; - Dosar a interleucina pro-fibrogénica

TGFR do plasma dos pacientes em estudo; - Analisar a expresséo proteica dos inflamossomos (NRLP3) em
células monucleadas de sangue periférico (PMBC) e sua relacdo com a ativacdo da caspase-1, a IL-1R e IL-
18; - Avaliar o estresse oxidativo dos pacientes nos diferentes grupos.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A participagdo dos pacientes nesse estudo podera gerar um pequeno desconforto, que ocorrera somente no
momento da coleta. Caracterizando-se como dor no local em que for colocada a
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agulha e/ou vermelhidédo. Na regidio em que o sangue foi retirado

podera haver formac&o de uma mancha roxa, que desaparecera sozinha ao longo de horas ou dias. A
quantidade de sangue retirada, por ser muito pequena (20 ml)e ndo afetara sua saude.

Beneficios:

Este desconforto citado acima é considerado minimo e néo supera os beneficios.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Busca-se através desse projeto de pesquisa, quais as variaveis metabdlicas de pacientes com sindrome
metabolica que apresentam maior associacdo com os niveis de inflamassomos; os niveis da interleucina pré
-fibrogénica TGFR do plasma dos pacientes com evento cardiovascular e sua associacdo com o NLRP3;
como ocorre a ativacdo do inflamassomo NLRP3 em grupos de pacientes com diagnédstico de sindrome
metabdlica com e sem eventos cardiovasculares.

-Critério de Inclusdo:

Pacientes de ambos os sexos, com idades a partir de 18 anos, com diagndstico de sindrome metabdlica,
com e sem evento cardiovascular, variaveis

metabdlicas com alteracdes (COL Total, LDL-col, HDL-col, triglicerideos, pressao arterial, indice de Massa
Corporal (IMC), circunferéncia da cintura (CC), glicemia em jejum) e que aceitarem participar e assinarem o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Critério de Exclusdo:

Pacientes com idade abaixo de 18 anos e com outros diagnésticos além dos caracterizados nos critérios de
incluséo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

- TCLE, ok;

- Lattes, ok;

- Carta da CC da FAMED, ok;

- Carta do chefe de servico do Laboratério de Biofisica celular e de inflamacéo, ok;

-Carta do chefe de servico do ambulatério de risco metabdlico do servigo de cardiologia do HSL, ok;

- Termo de confidencialidade de dados, ok;

- Orcamento, corre por conta do pesquisador;

Recomendacdes:
Todas as recomendacdes foram acatadas pelo pesquisador, conforme carta anexada a plataforma.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o existem mais pendéncias.

Situacgéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacéo da CONEP:
Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

PORTO ALEGRE, 02 de Maio de 2013

€

Assinador por:
caio coelho marques

(Coordenador)
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