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RESUMO

Introducdo: As doencgas cardiovasculares (DCV) ainda sé&o consideradas a principal
causa de morte ho mundo. Tendo conhecimento de que o principal achado clinico
associado ao desenvolvimento de uma DCV corresponde a aterosclerose, o presente
estudo buscou avaliar a possivel associacao entre as variaveis clinicas, bioquimicas
e inflamatérias com niveis circulantes totais de Oxido nitrico (NOx) em pacientes
idosos que ndo apresentavam nenhum quadro inflamatério grave ou doenga com
elevada progressao. Métodos: 168 individuos idosos participantes do estudo de coorte
prospectivo denominado Progndstico e Terapéutica em Geriatria (ProTeGer) tiveram
tracados os seus perfis clinicos, bioquimicos, antropométricos e metabdlicos, sem
distincdo de sexo, que seguiram os critérios de inclusdo do estudo e assinaram termo
de consentimento livre e esclarecido. Além disso, os niveis circulantes de 10
mediadores inflamatorios e de NO foram medidos. Por testes de correlacdo de
Spearman ou Pearson, foram analisadas caracteristicas categdricas ou continuas
(respectivamente) de acordo com NO sérico. Foi adotado P <0,005 como limite de
significancia conforme convengédo de Bonferroni. Resultados: Apesar de n&do terem
sido encontradas associacdes entre o Oxido nitrico (NO) e variantes clinicas,
bioquimicas e antropométricas, foi demonstrada uma correlacdo negativa entre as
concentracdes plasmaticas de NO e os niveis do mediador inflamatério Interleucina
(IL)17a (r =-0,236; P =0,004). Concluséo: Sendo o NOx um regulador das IL 17, uma
interleucina inflamataria, infere-se que essa molécula gasosa corresponde a um fator

protetor para aterosclerose, quando expresso em concentracdes ideias.

Palavras-chave: aterosclerose, inflamacéo, interleucina 17, éxido nitrico, idoso



ABSTRACT

Introduction: Cardiovascular diseases (CVD) are still considered the leading cause of
death in the world. Bearing in mind that the main clinical finding associated with the
development of CVD is atherosclerosis, the present study sought to evaluate the
possible association between clinical, biochemical and inflammatory variables with
total circulating levels of nitric oxide (NOXx) in elderly patients who did not present a
severe inflammatory or disease progression. Methods: 168 elderly individuals enrolled
in the prospective cohort study, Prognostic and Therapeutic in Geriatrics (ProTeGer),
had their clinical, biochemical, anthropometric and metabolic profiles, without gender
distinction, which followed the inclusion criteria of the study and signed a term of Free
and informed consent. In addition, circulating levels of 10 inflammatory mediators and
NO mediators were measured. Through the Spearman or Pearson correlation tests,
categorical or continuous characteristics (respectively) were analyzed according to
serum NO. P <.005 was adopted as the limit of significance according to the Bonferroni
convention. Results: Although there were no associations between nitric oxide (NO)
and clinical, biochemical and anthropometric variants, a negative correlation was
observed between plasma NO concentrations and levels of the inflammatory mediator
Interleukin (IL) 17a (r = -0.236; P = 0.004). Conclusion: Being the NOx a regulator of
IL-17, an inflammatory interleukin, it is inferred that this gas molecule corresponds to

a protective factor for atherosclerosis, when expressed in ideal concentrations.

Key words: atherosclerosis, inflammation, interleukin 17, nitric oxide, elderly
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) podem ser classificadas como uma
variedade de doencas responsaveis por desencadear distlrbios no coracao, artérias,
veias e/ou capilares sanguineos!. Sendo definida como uma classe de doencas, as
DCV incluem as doencas das artérias coronarias, infarto agudo do miocardio,
acidentes vasculares cerebrais e angina, por exemplo. Dentre os seus variados tipos,
cada doenca apresenta suas particularidades com sintomatologia e niveis de
prevaléncia variados. Apesar de todas essas diferencas, comumente € observado que
a populacdo mais acometida por DCV corresponde aquela em que os individuos
apresentam idade mais avangada®.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define como idoso o individuo que,
cronologicamente, apresenta idade igual ou superior a 60 anos?. Neste contexto, 0
envelhecimento populacional, a nivel mundial, acrescido de habitos de vida pouco
saudaveis, tem ocasionado crescente prevaléncia de DCV3. Estudos apontam que
Obitos por DCV ocorrem, em sua maioria, em razdo de doencas coronarias, isto €,
devido a depdsito gorduroso ou ceroso no interior das artérias que as tornam rigidas
e irregulares. Outro dado importante a ser observado é que o0 maior contingente
acometido por essas doencas corresponde aos paises de baixa e média renda®.
Dados da OMS revelam que, nas ultimas décadas, dentre as 56,9 milhdes de mortes
ocorridas, as DCV foram responsaveis por 30,5% dessa mortalidade, permanecendo
como principal causa de morte no mundo e uma importante questdo de saude publica
a ser considerada®.

Nestas circunstancias, o principal achado clinico associado ao
desenvolvimento de DCV corresponde a aterosclerose®, que é definida de acordo com
SPOSITO et al., 2007, como “uma doenca inflamatoria cronica de origem multifatorial
gue ocorre em resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a camada
intima de artérias de médio e grande calibre””. Sendo caracterizada pelo depdésito de
placas de gordura e calcio no interior das artérias (Figura 1), a aterosclerose é capaz
de dificultar ou obstruir a circulacdo sanguinea nos 6rgaos desencadeando diversos
sintomas e agravos na saude que variam de acordo com seu local de acometimento

(Figura 2), fatores de risco modificaveis e ndo modificaveis?.



Artéria Normal Disfuncao Endotellal Forma(;ao de Formaqao de Placa Ateroma
estria gordurosa Fibrosa

Figura 1 — Processo de formacao de placa aterosclerdtica nas artérias (Adaptado).
Fonte:<https://br.123rf.com/photo 38473541 a-forma%C3%A7%C3%A30-de-aterosclerose.-
art%C3%A9ria-saud%C3%Alvel-e-art% C3%A9rias-saud%C3%Alveis,-mostrando-passo-a-passo-
co.html|> Acesso em 23 de margo de 2017.

lliacas e
femorais

Figura 2 — Artérias comumente acometidas por aterosclerose (Adaptado).
Fonte:<http://claudiogabriele.com.br/cirurgias-arteriais/cirurgia-de-carotidas-aterosclerose/ > Acesso

em 23 de marco de 2017.

Dentre as principais causas da aterosclerose, podem ser consideradas aquelas
gue envolvem habitos nocivos a saude como, por exemplo, alcoolismo, tabagismo,
sedentarismo e ma alimentagcdo. Tais fatores sdo capazes de gerar, dentre outras
doencas, acumulo de colesterol “ruim”, isto &, lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
sobre elementos fibrosos da camada intima das artérias com consequente ativacao
focal do sistema imunoldgico®®. Rabelo et al., 2001°, demonstrou em seu estudo que
a gravidade e o avancgo do processo aterosclerético, além de estar relacionado a
duracdo dos fatores de risco, também esta associado a quantidade e intensidade dos
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https://br.123rf.com/photo_38473541_a-forma%C3%A7%C3%A3o-de-aterosclerose.-art%C3%A9ria-saud%C3%A1vel-e-art%C3%A9rias-saud%C3%A1veis,-mostrando-passo-a-passo-co.html
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mesmos. Além disso, ao contrario do que se esperava, placas fibrosas e estrias
gordurosas podem eventualmente ser observadas ja no inicio da fase adulta,
caracterizando esta doenca ndo mais como exclusiva de individuos idosos®°,

Outras causas aterosclerdticas sdo advindas de fatores genéticos que, ao
contrario das descritas acima, ndo podem ser evitadas nem tdo pouco modificadas
pelo individuo acometido. Exemplo disso corresponde a expressao exacerbada de
células e/ou moléculas do sistema imune responsaveis por gerar reacdes
inflamatorias em determinadas populacoes.

Em termos didéaticos, o sistema imunoldgico pode ser dividido em células e
moléculas soluveis. As células podem ser agrupadas de acordo com o tipo de resposta
gque o organismo desencadeia a uma ameaca exogena, sendo esse grupo
denominado como células do sistema imune inato ou adquirido/adaptativo. O sistema
imune inato, composto por fagdcitos (células dendriticas, macréfagos e neutrofilos),
células natural killer (NK), mastoécitos, basofilos e eosindfilos € caracterizado por
promover uma resposta rapida, tipica e limitada a um grande nimero de antigenos**.

Por sua vez, o sistema imune adquirido € caracterizado por sua maior
especificidade e diversidade de reconhecimento de patdégenos, apresentando
mecanismos de memoria, resposta especializada, autolimitacdo e tolerancia a
componentes do proprio organismo. Esse sistema é composto por linfécitos T, B e
NK/T, células dendriticas ou apresentadoras de antigenos.

As moléculas soluveis fazem parte do sistema imunolégico inato e adquirido,
sendo dividas de acordo com o tipo de resposta desencadeada'!. Dentre as variadas
moléculas sollveis capazes de contribuir para a defesa do organismo em diferentes
estagios de uma infeccéo, existem as citocinas. Segundo VARELLA; FORTE, 2001,
elas sdo classificadas como um grupo heterogéneo de proteinas extracelulares
produzidas por diversos tipos celulares capazes de enviar sinais estimulatorios ou
inibitérios para diferentes células do sistema imunolégico ou outros sistemas??.
OLIVEIRA et al., 2011, mostra em seu estudo que essas moléculas sdo capazes de
atuar na ativacdo, diferenciacdo, proliferacdo e na sobrevida das demais células
imunoldgicas, bem como na sintese e agdo de outras citocinas. Sendo assim, em
situacdes de infeccao e/ou leséo tecidual o tipo de resposta (pro- ou anti-inflamataoria)
além de depender da regido em que um individuo é acometido pode também ser

influenciada pelo tipo de citocina expressa??.



Podendo agir no local onde sdo produzidas, em células préximas ou secretadas
na circulagdo a fim de desencadear efeitos a distancia, as citocinas pro-inflamatorias
sao consideradas aquelas responsaveis por induzir o organismo a desencadear uma
série de respostas que sdo percebidas pelos individuos acometidos como infeccéo
e/ou inflamacdo. Desempenhando diversas funcdes relacionadas a processos
inflamatorios, as interleucinas (IL) sdo consideradas como uma classe de citocinas
denominadas numericamente a partir da sua ordem de descoberta, sendo ainda
subdividas de acordo com suas respectivas e variadas funcdes. Segundo
HERNANDEZ-URZUA, 20014, as IL s&o proteinas solliveis de baixo peso molecular
capazes de, dentre outras atividades, mediar o crescimento celular, desencadear
inflamacdo assim como promover imunidade, diferenciacdo e reparacdo celular
(Figura 3). Além disso, de acordo com sua frequéncia de expresséo, em determinadas
regides do organismo elas podem estar associadas a diversas doencgas, inclusive a

aterosclerose.



Citocina/ e Prindpais células
quimiocina Receptor Principais efeitos produtoras
— .
I-1-aef IR e I-1RI | Pr-inflamatania, ativa 2 liberagio de TNF-alfa e L6, promaove 2 fase aguda da inflamagio ﬁﬂfgﬁfg macréfago,
IL-1ra IL-1 Rl Anti-inflamatdrio, competidor antagonista da L1 H.nnd;ij:u,rrumjfagc-,
neutréfils
-2 I-2Rafy | Pro-inflamataria, proliferacio de linfdcitos T e B, induz producio de IFh-y Thi, Thi
IL-12 IL-12R Pro-inflamatoria, aumenta produgio de IFN-g e induz diferenciagio ThI-Thi h‘.acrdfa_gn, céula
; dendritica & N|K |
IL-18 " pho Macrcrago, célula
(superfamilia L1 IL-18Ra Provinflamatcinia, induz Thi dendlition
IL-17 IL-17R Provinflamatcinia, induz IL-6 & IL-8 Thi7 _
(Fh-y [Fh- Pra-inflamatiria, ativa macrofago a produzir radicais téwicos, producio de THFa m Eﬁﬁfﬁ?' Ulas
Membros dasu- | o, . T 5 - .
THF-a perbarnlia TNER Provinflamatdiia, induz proteings de chogue, IL-1, apoptose Mondcito, macrafago
Anti-inflamatdria, inibe producgo de IL-1 o/f, THF- a e IL-6; induz diferenciagio de ThO-Th2, - v
L I-4R proliferacio e diferenciacio de linfdcitos B, Tha, mastécito e basdfio
IL-10 IL-10R Ant-inflamardria, inbe IL-1, IL6 & THF- 0 Treq, Tha e macréfagn
IL-13 IL-13R Anti-irflamatdria, inibe pradugio de I1-1, IL-6, THNFo Thi
TGFBR, TGFPAI |~ g
TGF-B complem Anti-inflamataria, inbe IFNy Treq, macrofago
Privanti-inflamatdria, ativa explosdo respiratéria em neutrofilos, producio de proteings de fase Monécito. macifao
L6 IL6R aguda; inibe IL-1 & THF-; captagio de glicose no misculo esquelético; lipdlize no tecido muscular & célula muscular g
e zdiposg; aliconeogénese hepdtica
IL-5R Pri-inflamataria, fator quimintdtion para neutrafilo @ basofile; indur desgranulzcio e explosio | Mondcino, macrdfags
IL-8 (CHCLE IR X o . . .
(CHCRTY respirateria em neUrdlilo; angiogénese neutrafilo e célula muscular
. LR T s e . . ] Mandcit, fibroblasta
IL-15 IL-15Ra e IL-2RRyy | Pro-inflamatario, quimintitico para linfocito T e M, induz IFN-g & TNF-o; hipertrofia musoular & céluls muscular

Figura 3 — Principais citocinas envolvidas no processo inflamatorio.
Fonte: TERRA, Rodrigo et al. Efeito do exercicio no sistema imune: resposta, adaptacao e sinalizacao

celular. Rev. bras. med. esporte, v. 18, n. 3, p. 208-214, 2012.

No que tange aos fatores considerados de elevada importancia para o

desenvolvimento de processos ateroscleréticos, a integridade do endotélio vascular €
considerada um fator determinante. Sendo ele composto por uma fina camada de
células especializadas que reveste internamente 0s vasos sanguineos, o endotélio
vascular além de ser uma barreira fisica responsavel por exercer uma das primeiras
linhas de defesa de um organismo contra um agente patogénico, desempenha
diversas funcdes. Dentre essas fungbes pode-se destacar, por exemplo, o controle do
tbnus vascular, a coagulacdo sanguinea e a fibrindlise, além de promover interacdes
com a adesividade leucocitaria e plaquetaria.

Em condi¢Bes saudaveis, o endotélio € responsavel por promover a regulacéo
do fluxo sanguineo, da resisténcia vascular, modular respostas imunitarias e liberar o
fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF), hoje conhecido como o 6xido
nitrico (NO)*5:18,



Sendo o NO uma molécula gasosa soltvel com curto tempo de meia vida capaz
de se difundir por entre as membranas celulares e atuar em diversos sistemas
bioldgicos, o NO pode ser produzido por uma variedade de células a partir de uma
série de estimulos diferentes. Sendo sintetizado pelas células endoteliais, 0 NO
resulta na vasodilatagdo devido ao relaxamento da musculatura lisa ocasionado nas
artérias. Além disso, a partir de estimulacdo prévia, os macrofagos liberam alta
guantidade de NO que atuard contra uma série de microrganismos auxiliando o
sistema imune na defesa do hospedeiro. Em outros sistemas, tais como respiratorio,
cardiaco, geniturinério, gastrointestinal ou sistema nervoso, indmeras atividades do
NO foram descritas e por esta razdo, corresponde a uma molécula altamente
investigada na comunidade académica.

A partir da conversdo de um aminoacido semi-essencial denominado L-arginina
em L-citrulina através da enzima oxido nitrico sintase (NOS), o NO é produzido. Para
isto, existem trés tipos de enzimas (isoenzimas, isto €, multiplas formas moleculares
da mesma enzima) produtoras de NO que podem ser encontradas em areas distintas
do organismo. Tendo sido descoberta no endotélio vascular, a 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) produz, como o proprio nome sugere, NO no endotélio. Enzimas
produtoras de NO no sistema nervoso periférico e cérebro sdo denominadas 6xido
nitrico sintase neuronal (NNOS). Outro tipo de enzima responsavel pela sintese de NO
através da ativacdo de células do sistema imunoldgico através de estimulos
inflamatérios e/ou infecciosos corresponde a éxido nitrico sintase induzivel (iNOS)?Y’
(Figura 4).
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Figura 4 — Formacao do oxido nitrico pela Via L-arginina

O NO ¢ sintetizado a partir de L-arginina e oxigénio molecular pelo grupo NOS de enzimas. Na
inflamacéo, citocinas tais como IL-1 e TNF sdo suprareguladas. As citocinas induzem a expresséo do
gene NOS (iNOS) induzivel, levando a sintese da enzima iNOS, que produz éxido nitrico (NO) a partir
da L-arginina. O NO é uma molécula muito reativa e reage rapidamente com o oxigénio para formar
nitrito e nitrato.

Fonte: VAN'T HOF, Rob J.; RALSTON, Stuart H. Nitric oxide and bone. Immunology, v. 103, n. 3, p.
255-261, 2001.

Dentre suas variadas fungdes, o NO é considerado um neurotransmissor capaz
de promover o relaxamento do musculo liso, a vasodilatacdo, atuar no controle da
circulacao placentaria, regular as contracfes uterinas no trabalho de parto, atuar na
memoria e no aprendizado. Porém, em situacfes de inflamacéo ou processos de auto-
imunidade!® diferentes concentracées desse mediador pode definir a ocorréncia de
um fendtipo clinico adverso ou resolutivo, indicando, consequentemente, que essa
molécula pode atuar tanto como um agente benéfico ou tdéxico para o organismo.

Neste sentido, pesquisas tendem a apontar que a producao exacerbada de NO
pode desencadear lesdes teciduais, havendo exemplo de sua atuacdo em processos
patolégicos como isquemia cerebral e doenca de Parkinson®. Além disso, é
observado que elevadas concentracfes de enzimas responsaveis pela sintese de
oxido nitrico (NOS) séo capazes de aumentar a frequéncia de episodios isquémicos e
de neurotoxicidade no encéfalo®.

Variados tipos celulares que participam de uma resposta inflamatéria
promovem a liberacdo de NO. Isso ocorre principalmente em decorréncia de
mediadores com propriedades inflamatérias que, ao se ligarem a seus respectivos

receptores, ativam intracelularmente a transcricdo génica a fim de promover a sintese



e/ou funcionalidade de outras substancias?l. A exemplo disso, tem-se a producéo do
fator nuclear (NF) kB, um fator de transcricdo bastante estudado em processos
ateroscleroticos, capaz de estimular a sintese de citocinas pré-inflamatérias. Além de
ser associado a regulacédo de genes inflamatorios, o NFkB ativa a producéo de NO,
entre outras espécies reativas de oxigénio?24,

A maior propor¢do do NO circulante é produzida pelo endotélio vascular,
através da acao catalitica da enzimatica O0xido nitrico sintase endotelial (eNOS), onde
ocorre a oxidacdo da L-arginina com a presenca de cofatores como oxigénio e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)?. Considerando que este
mediador promove importante vasodilatacéo, a perda ou deficiéncia de sua expressao
sugere a intensificacdo de um processo aterosclerdtico e/ou outros distarbios
vasculares®26:27,

Avaliando todo este cenério, € possivel perceber que processos danosos e
invasivos ao organismo fazem com que todo o sistema se organize para que reagdes
enzimaticas ocorram de forma acelerada, que a producao de células do sistema imune
seja aumentada e que a quantidade (e atividade) dos agentes causadores de doencas
sejam reduzidos??. Desta forma, tanto as citocinas quanto as moléculas de NO
desempenham atividades semelhantes quando o sistema é acometido por inflamacéao.
Além disso, tendem a produzir respostas auto-imunes quando expressos

exacerbadamente, podendo controlar niveis de expressao de variadas moléculas.



2. JUSTIFICATIVA

As doencas cardiovasculares (DCV) séo responsaveis por uma porcentagem
consideravel de mortes por doencas ndo transmissiveis em todo o mundo. Tendo
conhecimento de que fatores como habitos de vida pouco saudaveis acrescidos as
variagbes genéticas predispdem individuos idosos ao risco cardiovascular, este
estudo associativo busca demonstrar fatores de risco que podem ser quantificados e
analisados a fim de prever ou constatar doencas. Além disso, 0 presente estudo
possibilita a compreensao referente aos processos fisiopatolégicos que culminam na

aterosclerose.



3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Sabendo que a susceptibilidade a eventos ateroscleréticos esta associada a
variacfes dos niveis circulantes de NO, o presente estudo objetivou investigar uma
possivel associacao existente entre fatores de risco classicos para aterosclerose e as
concentracgdes circulantes de NO e de citocinas com conhecidas propriedades pré- e

anti-inflamatérias.

3.2 Objetivo Especifico

Tracar os perfis clinicos, bioquimicos, antropométricos, metabdlicos e
inflamatorios, sem distingdo de sexo, de 168 participantes do estudo denominado
Progndstico e Terapéutica em Geriatria (Proteger). Para isso, realizou-se avaliagéo
laboratorial do perfil bioquimico, quantificagdo de niveis séricos do 6xido nitrico,
dosagem de citocinas e analises estatisticas exploratérias, descritivas e inferenciais,
com apresentacdo dos resultados obtidos da amostra desta populacdo idosa do

Distrito Federal.



4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

O presente estudo foi realizado através de analises de corte transversal com
dados obtidos da comunidade idosa das cidades satélites do Distrito Federal. Este
estudo foi realizado em conformidade com a Declaragdo de Helsinki e orientacbes
sobre as boas préticas clinicas, sendo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. Além disso, todos os

participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO | e II).

4.2 Procedimento clinicos

Para a obtencdo das amostras do presente estudo, foram tracados os perfis
clinicos, bioquimicos, antropométricos, metabdlicos e inflamatérios, sem distingéo de
sexo, de 168 individuos idosos participantes do estudo de coorte prospectivo
denominado Progndstico e Terapéutica em Geriatria (ProTeGer), iniciado em 2011 e
desenhado para identificar fatores de risco para prevenc¢ao primaria ou secundaria de
eventos vasculares no segmento geriatrico brasileiro. Como critério de inclusdo, foram
arrolados participantes com idade = 60 anos que procuraram atendimento de forma
espontanea. Como critério de exclusdo, o participante ndo poderia ser portador de
doencas autoimunes, infec¢des cronicas ou recorrentes, doencas neoplasicas ativa
ou pregressa, doenca renal cronica (clearence de creatinina < 25 mL/min/1.73m2)
e/ou ter usado medicamento por indicacdo anti-inflamatéria nos 30 dias que
antecederam o0s exames clinicos e bioquimicos. A participacdo foi voluntaria e
mediante assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido. Os dados foram
coletados no periodo compreendido entre agosto de 2011 a julho de 2014, durante os
atendimentos no Servico de Geriatria do Hospital da Universidade Catdlica de Brasilia
(HUCB) e no Centro Multidisciplinar do Idoso (CMI) do Hospital Universitario de
Brasilia (HUB).

Por meio da determinacéo do perfil clinico dos idosos, analisaram-se alteracdes
de pressao, presenca de diabetes mellitus e dislipidemia, sendo registradas suas
comorbidades bem como a farmacoterapia empregada, caso houvesse. Para serem

considerados praticantes de exercicios fisicos os individuos deveriam praticar 30



minutos ou mais de qualquer exercicio durante pelo menos quatro dias por semana,
enquanto que o habito de fumar foi definido como consumo de mais de 100 cigarros
ao longo da vida. A diabetes tipo 2 foi definida de acordo com os valores de referéncia
estabelecidos pela Associacdo Americana de Diabetes (glicemia de jejum = 126 mg /
dl) ou o uso atual de medicamentos hipoglicemiantes orais ou insulina. Pressao
arterial sistolica e diastolica foram medidas como recomendado pelas VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensdo Arterial. Pacientes com pressao arterial sistolica = 140
mmHg e/ou a pressao arterial diastdlica = 90 mmHg, foram classificados como
hipertensos, bem como os usuarios de medicamentos anti-hipertensivos.

Para estimar a composicao corporal da amostra, foi determinada a medida da
circunferéncia abdominal, utilizando-se fita métrica inelastica e localizado o ponto

meédio entre a ultima costela e a crista iliaca no momento da expiracao do individuo.

4.3 Avaliacao laboratorial

O perfil bioquimico foi analisado através da determinacédo do colesterol total
(CT), lipoproteina de alta densidade (High Density Lipoproteins, HDL), triglicerideos
(TG), glicose sérica, hemoglobina glicada, insulina, proteina C-reativa (PC-R),
hormonio estimulante da tireoide (TSH) e homocisteina. Amostras de sangue venoso
foram coletadas em tubo com EDTA, apés um periodo de jejum de 12h. Os testes de
laboratorio foram realizados com base em analises clinicas de rotina, com reagentes
adquiridos da Boehringer Mannheim (Alemanha) e processados em aparelho
Autohumalyzer (Humana GMBH, Alemanha). Lipoproteina de muito baixa densidade
(Very Low Density Lipoproteins Cholesterol, VLDL) foi determinada dividindo os niveis
TG por 5, enquanto que a equacao de Friedewald foi usada para produzir LDL, por
subtracdo de VLDL e de HDL da colesterolemia total. Os casos foram avaliados como
positivos ou negativos para montar variaveis categoricas para disturbios metabalicos.
A categorizacéo lipémica foi realizada de acordo com do NCEP ATP lll, com cada
voluntario identificado como um portador (ou nao) da hiperlipidemia mista (CT = 200
mg/dl, LDL = 130 mg/dl e/ou TG = 150 mg/dl). O uso atual de drogas antilipémicas foi
considerado na definicéo da hiperlipidemia. O indice HOMA, definido como um modelo
de avaliacdo homeostatica capaz de estimar a resisténcia a insulina e a funcao das

células beta no organismo, corresponde ao produto da insulina (uUIl/mL) e da glicemia



(mmol/L), ambas em jejum, dividido por 22,5 (para conversédo da glicose de mg/dL
para mmol/L, multiplica-se o valor em mg/dL por 0,0555).

4.4 Mensuracdo do no/nitrito/nitrato total

Para quantificac@o dos niveis séricos totais do mediador 6xido nitrico (NOXx), foram
empregados 0s ensaios enzimaticos de conversdo do nitrato em nitrito (NO2) por agéo
da nitrato redutase, seguida de deteccao colorimétrica pela reacdo de diazotacéo de
Griess, realizado conforme instrugfes de conjunto especifico (R&D Systems Inc, MN,
USA). As leituras das reacgdes colorimétricas foram realizadas em aparelho Biotek ELX

800 (DeMorellis, SP, Brasil) em comprimento de onda de 490 nm.

4.5 Dosagem de citocinas

No momento da avaliacédo bioquimica, foi feita coleta de sangue total e obtidas
amostras de soro, que foram mantidas congeladas a -80 °C até serem descongeladas
para a avaliacdo dos mediadores inflamatorios.

As concentragdes das citocinas foram obtidas por citometria de fluxo usando
sistema multiplex com dois sets de imunoensaio baseado em esferas, a saber: Human
Th1/Th2/TH17 e o Human Inflammatory, ambos produzidos pela BD Biosciences®
(San Diego, CA, USA).

Os procedimentos em laboratorio seguiram os protocolos fornecidos pelo
fabricante dos kits. Os kits juntos produziram medi¢cdes para dez mediadores
circulantes diferentes: Interleucina (IL)1B, IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, IL12p70, IL17a,
interferon gama (IFNy) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa).

Os padrdes de citocinas liofilizadas e as amostras de soro foram processados
juntamente, seguindo protocolo do fabricante, e os resultados obtidos utilizando o
citometro de fluxo BD FACSCalibur, canal FL4. Trezentos eventos foram adquiridos
por cada esfera de citocina utilizada no ensaio.

Os dados foram analisados usando o software FCAP software, versao 3.0 (BD
Biosciences®, San Diego, CA, USA). A curva padrdo para cada citocina foi gerada
utilizando padrdo do mediador fornecido no kit. A concentragdo em cada soro foi

determinada por interpolagéo a partir da curva padréo correspondente.



4.6 Andlises estatisticas

Para avaliar a ocorréncia e a forca da associacao de niveis circulantes de éxido
nitrico, foram obtidos coeficientes de correlacdo entre o mediador e variaveis
continuas e categoricas selecionadas de relevancia clinica. Para isso, avaliou-se a
distribuicdo proxima ao normal de todas as variaveis continuas utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. A associacdo entre as variaveis continuas foi avaliada pelo
teste de correlacdo de Pearson, enquanto que o envolvimento de pelo menos uma
variavel categorica ou um traco continuo com distribuicdo ndo gaussiana (skewness
> 3) foi feito utilizando a contraparte de Spearman, com homens e mulheres
representados por 1 ou 2, e auséncia ou presenca de uma caracteristica representada
por O ou 1, respectivamente. Além disso, as concentracfes brutas de NO foram
testadas através dos niveis circulantes de um painel de 10 mediadores imunoldgicos
diferentes, utilizando o teste de correlagdo de Spearman. Quando os resultados
mostraram uma correlacdo significativa, os niveis diferenciais de 6xido nitrico sérico
foram testados entre os quartis do mediador imunolégico por meio de analise de
variancia com o teste post-hoc de Tukey.

Todas as analises foram realizadas com o Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) para Windows (versdo 17.0), com limiar de significancia
estabelecido em p <0,05. Somente para as analises exploratérios de correlacdo foi
gue um valor de p (bicaudal) foi adotado como significativo segundo o principio de

Bonferroni para multiplas comparacées (k = 10 testes .. a <0,005).



5. RESULTADOS

A amostra composta por 168 individuos idosos, predominantemente
sedentarios, do sexo feminino e com idade média de 73,3 anos, teve seus resultados
analisados ap0s a realizacdo de testes bioquimicos, clinicos e antropométricos,
apresentados na Tabela 1 em termos meédios e frequenciais. Observa-se elevada
prevaléncia de fatores de risco vascular em meio a amostra, a exemplo dos valores
médios de circunferéncia abdominal, superior tanto aquele preconizado para mulheres
(80 cm) quanto para homens (94 cm). Ademais, mostrou-se consideravel (22%) a
prevaléncia dos pacientes portadores de diabetes mellitus do tipo 2, sendo
constatados valores médios de hemoglobina glicada (HbAlc) entre 4% a 6%. Mais
recentemente, a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) (2007) estabeleceu a meta
de HbA1c menor que 6,5% para caracterizacado do bom controle glicémico desde que
ndo aumente o risco de hipoglicemia ou outras complicacGes do tratamento?®-20.

No que tange os niveis pressoricos desta populacdo, observa-se 76,2% dos
pacientes em condi¢des de hipertensao sistémica, o que confirma dados da VIl Diretriz
Brasileira de Hipertenséo Arterial ao mencionar uma associagéo direta e linear entre
envelhecimento e prevaléncia de HA. Valores médios da pressdo arterial sistolica
foram encontrados acima do considerado normal (> 130 mmHg)3.

Também foram realizadas analises referentes ao perfil hormonal, visto que o
TSH, por exemplo, influencia no metabolismo celular e, consequentemente, interfere
no funcionamento cardiaco. Foi constatado que os valores médios encontrados estao
dentro dos valores recomendados (entre 0,4 e 4 mUI/L)%2.

Com relacdo ao perfil inflamatério, a PC-R, uma proteina de fase aguda
identificada na circulagdo em resposta a citocinas inflamatorias é caracterizada como

um biomarcador de inflamacéao sistémica. A dosagem da PC R se mostrou, em termos



meédios, acima da faixa de referéncia sobre a qual se indica monitoramento em
cardiologia (0,1 a 0,25 mg/dL)33, corroborando com cenario de risco insidioso na
amostra. Além disso, nosso trabalho investigou outros mediadores inflamatorios de
importancia sistémica, dentre as quais a IL17. Definida como uma nova linhagem das
células T CD4, as células Th17 induzem a liberacdo da IL17 que, a0 mesmo tempo
gue demonstram ser fator de protecdo contra infeccdes bacterianas e fungicas, tem
ocasionado um quadro de doencas inflamatérias e auto-imunes quando expressa
demasiadamente34.

As variaveis clinicas, antropométricas e metabdlicas da amostra investigada
foram descritas na Tabela 1 demonstrando que esta populacdo era acometida, em
sua maior parte, por uma ou diversas enfermidades. No entanto, devido aos fatores
de exclusdo, ndo apresentavam nenhum quadro inflamatério grave ou doenca com
elevada progressdo. Portanto, esses pacientes estavam dentro dos padrbes de
normalidade esperados.

Testes associativos entre as concentracdes de NO e as caracteristicas clinicas
e bioguimicas dos pacientes foram realizados, ndo sendo identificados parametros
que correlacionem, de forma significativa, niveis de NO com as diversas condi¢cdes
clinicas de base da amostra (Tabela 2).

Investigando a associagdo dos niveis absolutos das citocinas circulantes
dosadas com as concentracdes séricas de NO dos pacientes a admisséo (Tabela 3),
os resultados apresentaram correlagédo negativa (P < 0,005) com a IL17a, mas néo
com outros mediadores inflamatorios. Em face deste resultado, os diferentes niveis
de 6xido nitrico no soro foram testados ao longo dos quartis do referido mediador
inflamatorio, como pode ser observado na Figura 5. Essa anélise de variancia permitiu

confirmar, sob outra perspectiva, a correlagdo negativa existente entre o NO e IL17.



Tabela 1. Descricao das variaveis clinicas, antropométricas e metabdlicas da
amostra investigada.

Variaveis (n=168)

Sexo masculino, % 41,6

Idade, anos 73,3+£8,9

CA, cm 97,3+11,6
Nivel de Glicose, mg.dI* 102,9 + 28,1
HbAlc, % 59+1,0
Insulina®™, mUl/MI 6,7 (3,2 ;10,8)
HOMAT index 1,6 (0,9 ; 3,0)
DM28, % 22,0

Colesterol Total, mg.dlIt 191,7 + 32,2
LDL-c, mg.dIt 1145+ 32,2
Triglicérides, mg.dIt 142,0 £ 65,1
Hiperlipemia®, % 48,8

HDL-c, mg.dlt 48,8 £ 10,9
PAS, mm Hg 134,6 + 19,3
PAD, mm Hg 80,4 +11,3
HAS , % 76,2

PC-Rt, mg.dIt 1,1 (0,3 ; 4,4)
TSHT, mIU.I 1,9 (1,3; 3,1)
Homocisteina®, umol.I* 11,3 (9,0 ; 14,5)
Sedentario$, % 60,7

Fumante$, % 38,1

/IFNyt, pg/ml 6,2 (5,4 ;7,0)
IL1BT, pg/ml 2,0(0,1;9,5)
IL2T, pg/ml 8,4 (7,4;9,6)
IL4T, pg/ml 9,6 (8,4; 10,6)
IL6T, pg/ml 21,0 (12,7; 30,5)
IL8T, pg/ml 43,1(27,2;100,4)
IL10T, pg/ml 0,2 (0,0;2,2)
IL12T, pg/ml 9,3(7,1; 11,0
IL17af, pg/ml 38,1 (32,2; 42,8)
TNFat, pg/ml 0,4 (0,0; 1,9)
NO, uM 57,9 +17,8

Os dados séo expressos como média + desvio padrdo para parametros continuos, como frequéncias
relativas para caracteristicas categoricas, e como intervalo médio e interquartil para tragos continuos
com distribuicdo ndo Gaussiana. O teste t de Student ou o teste Qui-quadrado ou o teste de Mann-
Whitney t foram utilizados. CA = circunferéncia abdominal; HbAlc = hemoglobina glicada Alc; HOMA
= Avaliagcao do modelo homeostatico; DM2 = diabetes mellitus tipo 2; LDL-c = colesterol de lipoproteina
de baixa densidade; HDL-c = colesterol lipoproteico de alta densidade, PAS = presséo arterial sistolica;
PAD = pressao arterial diastélica; HAS = hipertenséo arterial sistémica; PC-R = proteina C-reativa; TSH
= hormonio estimulante da tiroide; IFN = interferon; IL = interleucina, TNF = fator de necrose tumoral;
NO = 6xido nitrico.



Tabela 2. Analise da correlacédo dos niveis absolutos de citocinas séricas, bem como
de escores de Oxido nitrico através de caracteristicas clinicas e bioguimicas dos 168
individuos na admisséao.

NO

NO

Caracteristicas Clinicas

Idade Sexo’ CA DM28 HASS PAS PAD Hiper- Fumante® Sedentario
5
lipemia$

-,004; ,960 -,006; ,940 ,062; ,442 ,048; ,551 ,165;037 -,031;,700-,052; ,517 ,075;,348 ,003; ,968 -,064; ,424

Caracteristicas Bioquimicas

PC-R TSH Homo- CT VLDL-c HDL-c TGL Insulina HOMA HbAlc
cisteina

-,075; ,346 ,020; ,802 -,012; ,877 ,016; ,845 ,066; 414 ,060; ,455 ,037; ,639 -,039;,634 -,026;,748 ,033;,686

O teste de correlacdo de Spearman® ou Pearson foi utilizado. Os dados séo expressos em indice de
correlacdo e nivel de significancia (r; P). PC-R = proteina C-reativa; PAD = presséo arterial diastélica;
DM2 = diabetes mellitus tipo 2; HbAlc = hemoglobina glicada Alc; HDL-c = colesterol de lipoproteina
de alta densidade; HOMA = Avaliacdo do modelo homeostético; NO = 6xido nitrico; HAS = hipertensao
arterial sistémica; PAS = presséo arterial sistdlica; PAD= Presséo arterial diastdlica; CT = colesterol
total; TNF = fator de necrose tumoral; TSH = hormdnio estimulante da tiréide; VLDL-c = colesterol de
lipoproteina de densidade muito baixa; CA = circunferéncia abdominal. * O limite de significancia
estabelecido em P <0,005 estava de acordo com a convenc¢éo de Bonferroni para cada painel de testes
de correlagdo. O limiar de significancia estabelecido em P <0,0025 estava de acordo com a convengao
de Bonferroni para (x) testes de correlacéo.



Tabela 3. Andlise de correlacdo entre os niveis brutos de citocinas séricas e escores
de 6xido nitrico no soro dos 168 pacientes no momento da internacao.

NOX, uM
INFy, pg/ml -,160; ,052
IL1B, pg/ml -,030; ,712
IL2, pg/mi -,115; ,164
IL4, pg/mi -,187; ,023
IL6, pg/mi -,112; ,166
IL8, pg/mi ,053; ,510
IL10, pg/mi -,057; ,484
IL12, pg/mi ,028; ,729
IL17a, pg/ml -,236; ,004
TNFa, pg/ml -,008; ,926

O teste de correlagdo de Spearman foi utilizado. Os dados sao expressos em indice de correlagdo e
nivel de significancia (r; P). IFN = interferon; IL = interleucina; TNF = fator de necrose tumoral; NO =
Oxido nitrico. * O limiar de significancia estabelecido em P <0,005 estava de acordo com a convengao

de Bonferroni para testes de correlagdo multipla (k).
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Figura 5 — Comparacdo dos niveis circulantes de NO através dos individuos
agrupados em aumento dos quartis de niveis IL17a. A significancia foi verificada por
meio de andlise de variancia com o teste post-hoc de Tukey. As barras verticais
representam intervalos de um erro padrao.



6. DISCUSSAO

A correlacdo negativa encontrada no presente estudo entre 0s niveis
circulantes totais de Oxido nitrico e de IL17 pode ser atribuida a hipotese de que,
endogenamente, todo o sistema colabora para que a producéo de IL17 seja limitada
pelo NO constitutivamente expresso pelo endotélio vascular saudavel a fim de se
evitar exacerbacédo ou perpetuacéo das respostas inflamatorias e, consequentemente,
0 surgimento de autoimunidades ou hipersensibilidades3*.

Informacdes recentes a respeito da IL17 tem sido descritas na literatura, devido
a sua capacidade de atuacdo como mediador pré-inflamatério da recém-caracterizada
linhagem de células T CD4, a Th173%3%, A exemplo disso, estudos demonstraram a
contribuicdo da IL17 quando expressa demasiadamente, em doengas como psoriase,
doencas reumaticas, esclerose miltipla e distirbios 6sseos3®*.

Estudos demonstraram que condicbes fisiologicas de hipertensao,
hipercolesterolemia, diabetes mellitus e tabagismo, muito prevalentes na populagao
estudada, predispdem a aterosclerose, estdo associadas a producdo aumentada de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e quantidades reduzidas de NO bioativo na
parede do vaso. Neste contexto, estudos demonstraram que o NO advindo do
endotélio por intermédio da enzima eNOS, por ser um cofator que interage com
superoéxido derivado da NADPH oxidase, teve sua enzima descrita como uma enzima
pro-aterosclerética produtora de superédxido®’. Tudo isso sugere que o aumento de
superoxido gera um maior estresse oxidativo e resulta em uma maior sobrecarga de
enzimas antioxidantes levando um individuo, por exemplo, a apresentar sintomas da
aterosclerose.

Além disso, o NO demonstrou ser um regulador negativo das células produtoras
de IL17, capaz de inibir potencialmente sua fungéo e proliferagdo, por suprimir a
expressado de receptor para hidrocarboneto de arilo (AhR) em células T CDA4.
Pesquisas realizadas por Niedbala et al., 2011, observaram que camundongos
deficientes em Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS, ou NOS 2) apresentavam um
elevado numero de células Thl7, assim como uma expressao aumentada dos AhR
em células circulantes na medula espinal, que € capaz de potencializar a diferenciacéo
de células Th17. E vélido salientar que os linfécitos ndo sofrem reprogramac&o, uma

vez que na auséncia de NO, ocorre a retomada da proliferacdo das células Th1738,



Sendo conhecido como um tipo de “sensor celular para poluentes” ou receptor
de dioxinas, os AhR possuem variados tipos de ligantes, podendo ser divididos como
sintéticos e naturais. Dentre os ligantes de origem natural, o 6-formilindolo [3,2-b]
carbazole (FICZ), corresponde a um fotoproduto do triptofano que possui uma
estrutura quimica muito similar ao ICZ, um ligante natural dos AhR, com potente
atividade indutora de CYP1A1 e CYP1A2%.

Bio-aglutinantes como a dioxina e o metabolito 6-formolindolo [3, 2-b] carbazole
(FICZ)*® sdo contribuintes para o desenvolvimento de doengas autoimunes, muitas
das quais sdo devidas a atividade de células T TH17%°. Sendo os AhR fatores de
transcricdo dependentes de ligante, sua atividade tem sido amplamente estudada,
embora seu papel fisiol6gico ainda nédo seja muito bem compreendido“.

Tomando por base que elevadas concentracdes de NO além de estarem
associadas a saude, podem também promover uma gama de doencas, compreende-
se que o principal mediador quimico liberado pelo endotélio tem a capacidade de
monitorar o estado de saude de pacientes cardiovasculares, ser marcador clinico da
atividade enzimatica das NOS e de diversas doencas*!. Estudo realizado por Ghasemi
et.al*! com 3505 pacientes adultos saudaveis foi capaz de estabelecer um intervalo de
referéncia para NO sérico (10,3-66,8 uM), o que viabilizou analises referentes a
diferentes estados patolégicos e concentracdes variantes de NO. Considerando que
o valor médio apresentado pelos pacientes da ProTeGer esta dentro do intervalo
estabelecido por Ghasemi et.al, os pacientes do presente estudo nao exibem
condicdes de saude inflamatérias ou outras complicacdes (ver critérios de excluséo).
Sendo assim, € possivel considerar que seus respectivos endotélios estavam
regularmente preservados, o que permite inferir niveis fisioldgicos de NO dentro dos
padrées de normalidade apesar da alta prevaléncia de comorbidades.

No que tange IL17, embora néo corresponda a um mediador inflamatério com
valor de referéncia ja estabelecido para predizer o risco de um individuo desenvolver
determinadas doencas, a IL 17 tem demonstrado um papel significativo no sistema
imunitario ndo sé por ter sido evidenciada sua capacidade de ativar e/ou suprimir a
expressao de outras células, mas também por ter sua fungcéo regulada por outras

moléculas, como por exemplo, a correlagdo negativa demonstrada neste estudo.



7. CONCLUSAO

Os achados obtidos no presente estudo remetem a uma nova forma de
regulacdo do sistema imunolégico exercida por uma molécula gasosa (NO) capaz de
desempenhar uma atividade dual no organismo, a depender de sua concentracao
expressa. A hipotese levantada que justifica a correlacdo negativa encontrada no
estudo é atribuida a um sistema homeostatico enddégeno capaz de limitar a producao
de IL17 pelo NO constitutivamente produzido a partir do endotélio vascular saudavel
a fim de se evitar constantes reacdes inflamatorias.

Sendo o NO um regulador das IL 17, uma interleucina inflamatoria, infere-se
gue essa molécula gasosa corresponde a um fator protetor para aterosclerose,
guando expresso em concentracdes ideias.

Estudos futuros devem estimar a magnitude da contribuicdo preventiva e/ou
terapéutica do NO no feno6tipo aterosclerético dependente de Th17. Além disso, deve-
se investigar a contribuicdo das diferentes isoformas de NOS para a regulacdo do

perfil Th17, o que ainda gera muito debate cientifico e académico.
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