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RESUMO NA LINGUA PORTUGUESA

Propriedades imunomodulatérias da farmacoterapia antihipertensiva em mulheres
idosas. 2015. 129f Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia. Brasilia. 2016.

A angiotensina Il, o principio ativo do sistema renina-angiotensina (SRA), além de
desempenhar um papel na regulacédo da pressao arterial (PA), mostra efeitos pro-
inflamatoérios importantes apds estimulacdo do seu receptor de tipo 1 (AT1R). Além
disso, a excitacdo do sistema simpéatico e seus produtos de catecolaminas também
apresentam efeitos pro-inflamatorios atribuiveis as vias desencadeadas por
receptores B1-adrenérgicos (B1-AR). Assim, aumentado atividades simpatica e do
SRA, muitas vezes presente em hipertensdo e diabetes, sendo determinantes
importantes da disfuncdo endotelial e complicacdes relativas a contribuicdo de
mediadores imunes.

O objetivo deste estudo consistiu em testar a hipotese de que a farmacoterapia anti-
hipertensiva produz efeitos anti - inflamatérios na pratica clinica, este estudo
investigou os niveis séricos de mediadores pro-inflamatorios, especificamente IL-6
TNF - a e IFN - y, em resposta ao uso de antihipertensivos para o controle da
pressao arterial (PA ). O estudo prospectivo envolveu 110 mulheres de 60 anos ou
mais, hipertensas, residentes na comunidade do Distrito Federal e entorno, com
disturbios metabdlicos diferentes, entre 2005 a 2009. A terapia medicamentosa de
reducdo da presséo arterial de curto prazo foi realizada de acordo com as diretrizes
brasileiras atuais sobre a hipertenséo e os niveis de citocinas basais foram medidos
antes e depois da intervencao. Os resultados encontrados e intervencdes realizadas
representam as praticas de gestdo de hipertensdo atuais no Brasil e que
correspondeu a uma reducéo significativa nos niveis da PA sistélica e diastdlica em
uma analise de grupo inteiro, mesmo quando usudrias e ndo usuarias das classes
medicamentosas mais comuns foram consideradas separadamente. Considerando
todos os pacientes, a IL-6 e TNF- a mostrou uma diminuigdo significativa na
concentragdo sérica (p < 0,01) no final do estudo, enquanto que o nivel médio de
IFN - y ndo foi significativamente diferente dos valores da linha de base. Em andlises

separadas, apenas 0s usuarios de antagonistas do sistema renina - angiotensina



(SRA) e os usuarios de diuréticos exibiram o mesmo tratamento significativo
induzido por reducéo de IL — 6 e TNF - a sérica, observada em todo o grupo . Os
resultados demonstraram que um tratamento anti-hipertensivo clinicamente guiado é
eficaz em reverter o baixo grau de um estado proé-inflamatério de citocinas séricas
encontrada em mulheres pds-menopausa e sugere beneficios extra cardiacos de

diuréticos e antagonistas do SRA.

Palavras-chave: sistema renina angiotensina; citocina; hipertensao; farmacoterapia;

diretrizes; polimorfismo.



RESUMO NA LINGUA INGLESA

Tailored antihypertensive drug therapy prescribed to older women attenuates
circulating levels of IL-6 and TNF-alpha. 2015. 129f Thesis (Doctoral) - Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia. 2015

Angiotensin Il, the active principle of the renin—angiotensin system (RAS), in addition
to playing a role in the regulation of blood pressure (BP), shows key proinflammatory
effects upon stimulation of its type 1 receptor (AT:R).}? Furthermore,
sympathoexcitation and its catecholamine products also exhibit proinflammatory
effects attributable to B1-adrenoceptor (B1-AR)-triggered pathways.® Thus, enhanced
sympathetic and RAS activities, often present in hypertension and diabetes, are
important determinants of endothelial dysfunction and complications concerning the
contribution of immune mediators. Objective: To test the hypothesis that
antihypertensive drug therapy produces anti-inflammatory effects in clinical practice,
this study investigated circulating levels of selected proinflammatory mediators (IL-6,
TNF-a and IFN-y) in response to multivariate drug directions for blood pressure (BP)
control. Methods: Prospective study involving 110 hypertensive, community-dwelling
older women with different metabolic disorders. A short-term BP-lowering drug
therapy was conducted according to current Brazilian guidelines on hypertension,
and basal cytokine levels were measured before and after intervention. Results:
Interventions were found to represent current hypertension management practices in
Brazil and corresponded to a significant reduction in systolic and diastolic BP levels
in a whole-group analysis, as well as when users and non-users of the most common
therapeutic classes were considered separately. Considering all patients, mean IL-6
and TNF-a levels showed a significant decrease in circulating concentration (p <
0.01) at endpoint, whereas mean IFN-y level was not significantly different from
baseline values. In separate analyses, only users of antagonists of the renin-
angiotensin system (RAS) and users of diuretics exhibited the same significant
treatment-induced reduction in serum IL-6 and TNF-a observed in the whole group.
Conclusion: Our data demonstrates that a clinically guided antihypertensive

treatment is effective in reversing the low-grade proinflammatory state of serum



cytokines found in postmenopausal women and support extracardiac benefits from
diuretics and RAS antagonists.

Keywords: renin-angiotensin system; cytokine; hypertension; drug therapy;
guidelines; polymorphism.
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1. INTRODUCAO



1. Introducéo

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA POPULACAO IDOSA E SEU IMPACTO NA SAUDE

A populagdo mundial vem envelhecendo significantemente - processo que
resulta em proporcdes crescentes de idosos na populagao total - desde meados do
século XX. O processo de envelhecimento populacional iniciou-se precocemente nas
regides mais desenvolvidas no mundo, sendo observado mais tardiamente em
paises em desenvolvimento e tornando-se globalmente mais evidente na
Conferéncia Internacional sobre Populacdo e Desenvolvimento, ocorrida em 1994,
no Cairo, Egito (1). A discussdo desta tematica foi consolidada globalmente na
Segunda Assembleia Mundial sobre o Envelhecimento, em Madri, Espanha, em
2002, na qual os estudos de projecbes demograficas da época evidenciaram uma
tendéncia inconfundivel de envelhecimento populacional continuo, o qual,
indubitavelmente se consolidaria durante o século XXI (1 e 2).

O envelhecimento resulta da transicdo demografica, um processo no qual ha
uma mudanca de uma situacdo de mortalidade e natalidade elevadas, com
populacdes predominantemente jovens, para uma situacdo com mortalidade e
natalidade baixas, com aumento da proporcao de idosos (3 e 4). Este processo vem
ocorrendo globalmente, no entanto, sua extensdo e velocidade variam (3, 4 e 5).
Nos paises mais desenvolvidos, a populacdo envelheceu ao longo de muitas
décadas, enquanto que nos paises em desenvolvimento este fendmeno vem sendo
observado ha relativamente pouco tempo, assim como as taxas de mortalidade e as
de fecundidade vém reduzindo (3 e 4). Atualmente, as populacbes mais
envelhecidas estdo em paises desenvolvidos, contudo a maioria das pessoas idosas
reside em paises em desenvolvimento (3 e 4). Dado que a taxa de crescimento da
populacédo idosa nos paises em desenvolvimento € significativamente maior do que
em paises desenvolvidos, a populacdo mais velha do mundo sera cada vez mais
concentrada nas regides menos desenvolvidas (4 e 5).

Conforme relatério da ONU € importante que seja dada a devida aten¢do no
gue tange a aspectos macroecondémicos e fiscais representados pela transicéo
demografica, em especial no que se refere a politicas de saude para esta populacéo
(6). Ressalta-se que o envelhecimento populacional também deve ser avaliado sob a
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Otica de mudancas na composi¢ao populacional por género, uma vez que mulheres
tendem a ter maior expectativa de vida que homens, constituindo, portanto, maioria
substancial dentro da populacdo idosa. As projecOes atuais das Nacdes Unidas
sugerem que a diferenca de expectativa de vida entre os géneros permanecera
relativamente constante nas proximas quatro décadas em escala mundial. No
entanto, espera-se que, nas regibes menos desenvolvidas, 0s incrementos na
expectativa de vida feminina sejam maiores do que 0s incrementos na expectativa
de vida masculina. Estes dados sdo importantes para guiar os investimentos
governamentos futuros em politicas de saude publica, visando o gerenciamento de
politicas macroecondmicas que acomodem essa nova realidade demogréfica (5 e 6).

No final da década de 90, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) passou a
utilizar o conceito de “envelhecimento ativo” buscando incluir, além dos cuidados
com a saude, outros fatores que afetam o envelhecimento. Pode ser compreendido
como o processo de otimizacdo das oportunidades de saude, participacdo e
seguranca, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida a medida que as
pessoas ficam mais velhas (2). Envolve politicas publicas que promovam modos de
viver mais saudaveis e seguros em todas as etapas da vida, favorecendo a pratica
de atividades fisicas no cotidiano e no lazer, a prevencéo as situacdes de violéncia
familiar e urbana, o acesso a alimentos saudaveis e a reducdo do consumo de
tabaco, entre outros (2, 5 e 2). Tais medidas contribuirdo para o alcance de um
envelhecimento que signifigue também um ganho substancial em qualidade de vida
e saude. Sua implementacdo envolve uma mudanca de paradigma que deixa de ter
o enfoque baseado em necessidades e que, normalmente, coloca as pessoas idosas
como alvos passivos, e passa a ter uma abordagem que reconhece o direito dos
idosos a igualdade de oportunidades e de tratamento em todos os aspectos da vida
a medida que envelhecem (7 e 8). Essa abordagem apoia a responsabilidade dos
mais velhos no exercicio de sua participacdo nos processos politicos e em outros
aspectos da vida em comunidade (2 e 7).

Aos 60 anos de idade, a deficiéncia e o falecimento resultam amplamente de
perdas de audicdo, visdo e movimentos relacionados a idade, bem como doencas
nao transmissiveis, incluindo doencas cardiacas, acidente vascular cerebral,
doencas respiratérias cronicas, cancer e deméncia (2). Ha de se considerar que
esses problemas néo sdo observados apenas em paises desenvolvidos. De fato, 0s
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encargos associados a muitas dessas condigcbes em pessoas idosas € muito maior
em paises de baixa e média renda (2, 4 e 5).

As mudangas que constituem e influenciam o envelhecimento sao
complexas (9). No nivel biologico, o envelhecimento é associado ao acumulo de uma
grande variedade de danos moleculares e celulares. Com o tempo, esse dano leva a
uma perda gradual nas reservas fisiolégicas, um aumento do risco de contrair
diversas doencas e um declinio geral na capacidade intrinseca do individuo. Em
Gltima instancia, pode resultar no falecimento. Porém, essas mudancas ndo séo
lineares ou consistentes e sdo apenas vagamente associadas a idade de uma
pessoa em anos (2 e 9).

A epidemiologia de doencas crbonicas esta fortemente ligada ao
envelhecimento da populagéo. Distarbios com uma forte relacdo idade dependentes
aumentardo em prevaléncia em paralelo com os numeros absolutos e relativos (em
relacédo ao tamanho da populacgéo total) de pessoas idosas (= 60 anos) (5 e 10). Em
paises economicamente mais desenvolvidos, o envelhecimento populacional
persiste, assim como a fertilidade continua a cair e a expectativa de vida aumenta
lentamente. Para muitos paises em desenvolvimento, vem ocorrendo uma
diminuicdo na taxa de mortalidade durante grande parte do século XX, a taxa de
fertilidade também vem diminuindo e consequentemente se observa um
envelhecimento rapido da populacdo (10). A duplicacdo da proporcdo da populacéo
idosa de 65 anos ou mais de 7% para 14% ocorrida ao longo de 46 anos no Reino
Unido, de 68 anos nos EUA, e 116 anos de Franca, sera concluida em apenas 26
anos na China e em 21 anos em Brasil (11 e 12).

A tendéncia de envelhecimento da populacdo brasileira cristalizou-se mais
conforme pesquisa do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) (13). Os
idosos - pessoas com mais de 60 anos - somam 23,5 milhdes dos brasileiros, mais
gue o dobro do registrado em 1991, quando a faixa etaria contabilizava 10,7 milhdes
de pessoas (13). Na comparacao entre 2009 (ultima pesquisa divulgada) e 2011, o
grupo aumentou 7,6%, ou seja, mais 1,8 milhdo de pessoas. Ha dois anos, eram
21,7 milhdes de pessoas (13). Estima-se que, em 2025, o Brasil terd a sexta
populacdo de idosos do mundo, com uma propor¢cdo de aproximadamente 14%, o
gue significa, em numeros absolutos, cerca de 32 milhdes de idosos (14). Com
esses dados, Com isso, surge uma grande preocupagdo com O0s idosos,
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despertando o interesse de muitos estudiosos e das instancias governamentais para
a temética do envelhecimento (14 e 15).

Murray & Lopez (16) propuseram uma nova medida sintética denominada
DALY (disability-adjusted life years — anos de vida perdidos ajustados por
incapacidade), indicador do estudo de carga de doenca que combina informacdes de
mortalidade e morbidade, sendo originalmente calculado para uma lista de mais de
100 doencas e agravos. O DALY permite mensurar o impacto de cada doenca ou
agravo sobre o estado de salude da populacdo, constituindo-se em ferramenta
fundamental para elaboracdo de politicas voltadas para a reducdo da carga de
doenca (16 e 17). O DALY (Disability-Adjusted Life Year- esperanca de vida corrigida
pela incapacidade) € uma métrica adotada pela Organizacdo Mundial da Saude para
avaliar a carga total de doenca de mortalidade e morbidade (16 e 17). Um DALY
pode ser pensado como um ano perdido de vida "saudavel”. A soma desses DALYs
em toda a populagéo, ou a carga de doenca, pode ser pensada como uma medida
da diferenca entre o estado de saude atual e uma situacéo ideal de saude, a qual
toda a populacédo vive até uma idade avancada, livre de doencas e incapacidades
(17). DALYs para uma doenca ou condicdo de saude sdo calculados como a soma
dos anos de vida perdidos (YLL) devido a mortalidade prematura na populacéo e os
anos perdidos devido a incapacidade (YLD) para as pessoas que vivem com uma
condicao de saude ou suas consequéncias (17).

De acordo com as estimativas para 2010 do Global Burden of Disease
(GBD) (4, 10), 23,1% da carga total de doenca (574 milhdes de 2,490 bilhdes de
DALYSs) é atribuivel a distirbios em pessoas com 60 anos ou mais, 49,2% da carga
total de doenca em idosos é encontrada em paises desenvolvidos, enquanto que
19,9% da carga total de doenca é observada em paises em desenvolvimento (10 e
18)

Os principais contribuintes para carga de doenca em pessoas idosas sdo
doencas cardiovasculares, neoplasias malignas, doencas respiratorias crénicas,
doencas musculo-esqueléticas, disturbios neurolégicos e mentais, doencas
infecciosas e parasitarias, lesdes nado intencionais, diabetes mellitus, doencas no
trato digestorio e infec¢des respiratdrias (10 e 18). A ordem de classificacdo néo
varia muito entre estes paises, contudo as doencas infecciosas e parasitarias tém

mais proeminente contribuicio na carga de doengas em paises em
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desenvolvimento, enquanto que distirbios mentais e neuroldégicos e doencas
musculo-esqueléticas contribuem mais na carga de doencas em paises mais
desenvolvidos (10 e 18). A carga de doenca por pessoa em idosos é maior 0s paises
em desenvolvimento (827 DALYs por 1000) que nos paises desenvolvidos (590
DALYs por 1000), o que pode ser explicado pelo aumento da carga de doenca
cardiovascular, respiratoria cronica e infeccbes em paises em desenvolvimento (10).
Para os idosos, as 15 doengas mais onerosas sao a doenca isquémica do coracéo
(77,7 milhdes de DALYs ); acidente vascular encefalico (66,4 milhdes); doenca de
obstrucdo pulmonar crénica (DPOC, 43,3 milhdes); diabetes (22,6 milhdes); dor
lombar (19,1 milh&o); cancer de traqueia, brénquios ou pulmonar (18,6 milhdes);
guedas (12,4 milhdes); deficiéncia visual (10,4 milhdes); deméncia (10,0 milhdes);
tuberculose (9,2 milhdes); hipertensdo (9,5 milhdes); cancer de estdbmago (8,6
milhdes); perda de audicdo (7,5 milhdes); osteoartrite (7,5 milhdes); e transtorno
depressivo (7,5 milhdes) (10).

A hipertenséo arterial, condicdo prevalente em idosos (19) € uma das mais
importantes causas modificaveis de morbi-mortalidade cardiovascular precoce na
populacdo adulta mundial, além de ser fator de risco independente para doencas
cardiovasculares (20 e 21). Ettehad e colaboradores (22) publicaram recentemente
uma metanalise avaliando ensaios clinicos randomizados e controlados publicados
no MedLine entre janeiro de 1966 e julho de 2015 (613.815 participantes recrutados
em 123 ensaios clinicos de grande escala). Estes autores concluiram que uma
reducdo de 10 mmHg na pressdo sistélica estava associada a reducdes
significativas nos riscos relativos para eventos cardiovasculares, acidentes
vasculares encefélicos, doenca coronariana e insuficiéncia cardiaca (22).
Globalmente, estima-se que a hipertensédo é responsavel por 62% dos casos de
acidentes vasculares encefélicos e 49% dos casos de doenca cardiaca isquémica
(23).

1.2HIPERTENSAO ARTERIAL
Hipertenséo, definida como pressao arterial (PA) acima de 140/90 mm Hg, é
o fator de risco modificavel mais prevalente para doenca cardiovascular; em 2001,
7,6 milhdes de mortes prematuras em todo o mundo, incluindo 54% dos acidentes
vasculares cerebrais fatais e 47% das mortes por doenca cardiaca isquémica, foram
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atribuidos a alta presséo arterial (24). Em 2000, 26,4% da populacdo adulta do
mundo tinha hipertensdo e, em 2025, esse numero devera aumentar para 29,2%, o
equivalente a 1,5 bilhBes de pessoas. No primeiro quarto do século XXI, projeta-se
gue a prevaléncia mundial de hipertensdo aumente 9% em homens e 13% em
mulheres (25).

Além disso, é interessante observar que a prevaléncia de hipertenséo
aumenta acentuadamente com o avanco da idade (26 a 29). Em um relatério de
2005 do Framingham Heart Study, a prevaléncia de hipertenséo foi de 27,3% em
aqueles com idade < 60 anos, 63,0% naqueles com idade 60-79 anos e 74,0% nas
pessoas com idade = 80 anos (28). Dados do US National Health and Nutrition
Examination Surveys (NHANES) de 2003-2004 mostraram que a prevaléncia de
hipertenséo foi de 7,3%, 32,6% e 66,3% entre individuos com idades 18-39, 40-59 e
= 60 anos, respectivamente (29). Estas taxas de prevaléncia nao diferiram
significativamente daqueles observadas nesta mesma populagcdo em 1999,
indicando que as politicas publicas de saude nos Estados Unidos vém conseguindo
obter adequado controle da hipertenséo (27 e 29).

No Brasil, o Ministério da Saude monitora por inquérito telefénico a
frequéncia e distribuicdo dos principais determinantes das doencas cronicas nao
transmissiveis (DCNT) (30). Este monitoramento ocorre por meio do Vigitel
(Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crbnicas por Inquérito
Telefénico). Estes dados contribuem na formulacdo de politicas publicas que
promovam a melhoria da qualidade de vida da populacdo brasileira e subsidiam o
monitoramento das metas propostas no Plano de Acdes Estratégicas para o
Enfrentamento das Doencas Cronicas no Brasil (30). Foram avaliados de 2006 a
2014 os dados referentes as participantes de todas as capitais dos estados
brasileiros e o Distrito Federal. A frequéncia de adultos que referiram diagnostico
médico de hipertensao arterial variou entre 15,2% em Palmas e 29,2% em Porto
Alegre. No sexo masculino, as maiores frequéncias foram observadas em Macei6
(27,8%), Recife (26,7%) e Rio Branco (25,6%) e as menores em Sao Luis (15,3%),
Palmas e Belém (15,8%) e Boa Vista (17,1%). Entre mulheres, as maiores
frequéncias foram observadas em Porto Alegre (32,2%), Rio de Janeiro (30,7%) e
Vitéria (29,9%) e as menores em Palmas (14,6%), Sdo Luis (17,8%) e Manaus
(18,1%) (figuras 2 e 3) (30).
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A tabela 1 apresenta o percentual de individuos que referiram diagnostico
médico de hipertensao arterial no conjunto da populagdo adulta (= 18 anos) das
capitais dos estados brasileiros e do Distrito Federal, por sexo, segundo a idade e os
anos de escolaridade (30). Estes dados indicam que o percentual de individuos
hipertensos aumento com o decorrer da idade, sendo que esta condi¢cdo é mais
prevalente em mulheres em quase todas as faixas etarias avaliadas (tabela 1). As
figuras 2 e 3 indicam que no conjunto das 27 cidades, a frequéncia de diagndstico
meédico prévio de hipertensdo arterial foi de 24,8%, sendo maior em mulheres
(26,8%) do que em homens (22,5%) (30). Tais indicadores demonstram a
importancia da avaliacdo da hipertensdo em idosas, populacdo com maior
prevaléncia desta condi¢ao no Brasil.

Tabela 1. Percentual de individuos que referiram diagnostico médico de hipertensdo arterial no
conjunto da populagao adulta (= 18 anos) das capitais dos estados brasileiros e do Distrito Federal,

por sexo, segundo a idade e os anos de escolaridade.

Sexo

Variaveis Total Masculino Feminino

%o IC 95% %o IC 95%: %Yo IC 95%
Idade {anos)
18a24 4,6 34 - 58 4,0 25 - 54 5.4 35 - 7.2
?5a34 9,5 82 - 108 98 79 - 11,8 92 75 - 10,9
35a44 19,5 177 - 1.3 20,8 17,8 - 23,8 18,5 16,3 - 20,7
45 a 54 32,6 306 - 3346 319 286 - 352 332 307 - 356
55 a 64 50,2 477 - 52,7 470 428 - 51,3 524 494 - 554
65 e mais 59,9 576 - 621 534 49,3 - 574 645 621 - 669
Anos de
escolaridade
Das 38,1 365 - 39,7 31,7 292 - 343 436 416 - 457
9all 19,3 182 - 204 178 161 - 196 20,6 191 - 221
12 e mais 14.6 134 - 157 165 145 - 184 130 11,6 - 144
Total 24.8 240 - 25,6 225 21,2 - 238 268 257 - 27.B
Fante: 5WV55.

* Percentusl ponderade para ajustar a distnbuicae sociodemografica da amastra Vigitel & distrnbuicae da populacis
adulta da cidade projetada para o ano de 2014 (ver Capitulo 2 — “Aspectos Metodoldgicas™).

Vigitel: Vigilanca de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crdnicas par Inquénto Telefanico.

IC 95%: Intervalo de Confianca de 95%.
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Figura 1. Percentual de homens (= 18 anos) que referiram diagnéstico médico de hipertenséo

arterial segundo as capitais dos estados brasileiros e o Distrito Federal. Vigitel, 2014.
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Figura 2. Percentual de mulheres (= 18 anos) que referiram diagnéstico médico de

hipertensdo arterial segundo as capitais dos estados brasileiros e o Distrito Federal.

Vigitel, 2014.
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Ainda no Brasil, analises de estudos cross-sectional entre 1980 e 2010
revelaram que a prevalénca de hipertensdo é aproximadamente 31% na populacdo
adulta (31) e 68% na populacdo idosa (mais de 60 anos) (32), destacando
novamente a importancia de se estudar esta Ultima populacao.

Individuos idosos, particularmente mulheres idosas, tendem a ter
hipertensdo mais grave e menores taxas de controle da presséo arterial em
comparagao com adultos jovens e de meia idade (28). Por exemplo, no Framingham
Heart Study, apenas 23% das mulheres com idade acima de 80 anos (em
comparacao com 38% dos homens) tinham PA controlada <140/90 mmHg (29). Nao
se sabe se a reducéo relacionada a idade no controle da PA entre mulheres esta
relacionada com uma verdadeira resisténcia ao tratamento devido a fatores
biol6gicos, a intensidade inadequada, ou aderéncia ao tratamento ou a escolha
inadequada de medicamentos (29 e 33).

A disfuncéo endotelial, caracterizada por um desfavoravel equilibrio entre
vasodilatadores, como nitrico 6xido (NO), e vasoconstritores, tais como a endotelina,
€ outro importante contribuinte para a elevacdo da PA em idosos. A disfuncéo
endotelial e a diminuicdo da disponibilidade de NO relacionada com a leséo
mecanica e inflamatoria das artérias envelhidas, tém sido associada ao aumento da
rigidez arterial e ao desenvolvimento de ISH (hipertensao sistélica isolada) (34).

A hipertensao primaria, essencial ou idiopatica € definida como alta presséao
arterial, na qual causas secundarias, tais como doencas renovasculares, falha renal,
feocromocitoma, aldosteronismo ou outras causas secundarias ou formas
monogénicas estejam ausentes (35). A modalidade primaria é um distarbio
heterogéneo, com diferentes pacientes tendo diferentes fatores que levaram ao
aumento na PA. Esta modalidade precisa ser separada em varias sindromes, uma
vez que as causas do aumento da PA na maioria dos pacientes podem ser
classificadas uma vez que a hipertensao primaria seja reconhecida. Ja a hipertenséo
secundaria corresponde a aproximadamente 5% dos casos e suas causas Sdo as
acima mencionadas (35). Varios fatores aumentam a pressao sanguinea, incluindo
obesidade, resisténcia a insulina, alto consumo de &lcool, alto consumo de sal,

envelhecimento, e talvez, estilo de vida sedentario, estresse, baixo consumo de
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potéssio e baixo consumo de calcio. Muitos desses fatores sdo aditivos, tais como
obesidade e consumo de alcool (36 e 37).

O uso concomitante de uma variedade de medicamentos prescritos e néo
prescritos € comum entre idosos. Em média, idosos consomem mais de seis
diferentes medicacdes prescritas (38). Comorbidades como osteoartrite, doenca
renal cronica, dor cronica e depressao sao prevalentes entre idosos e 0s
medicamentos comumente utilizados nessas condi¢des, tais como antinflamatoérios
ndo esteroides e corticosterdides, podem aumentar a PA (39). Além disso,
medicamentos psicotrépicos comumente utilizados, tais como, clonazepam,
diazepam, clozapina, risperidona, amitriptilina e venfalaxina, tém diversos efeitos
sobre a PA (elevacédo ou reducao) (40 a 43).

Doenca crénica renal, definida como a diminuicdo da funcao renal (taxa de
filtracdo glomerular estimada < 60 mL/min /1,73m?) ou danos renais (albumindria)
gue persiste por 3 meses ou mais, € comum em pessoas idosas; 0 risco de
desenvolver esta condicdo € mais que dobrado em individuos com idade = 75 anos,
em comparacao com individuos mais jovens (44 a 46). Entre as idades de 30 e 85
anos, estima-se que a massa renal, em especial a massa cortical, seja reduzida em
20-25% (45). Doenca cronica renal pode ser uma causa ou uma consequéncia da
hipertenséo. A hipertensdo pode se desenvolver secundaria a alteracbes estruturais
e funcionais do rim, incluindo glomerulares, vasculares, tubulointersticial, e doenca
cistica, ao passo que em longo prazo a exposicdo a alta PA pode levar a
glomerulosclerose e faléncia da funcao renal (46 e 47).

Apesar da disponibilidade de varios tratamentos farmacologicos e o0s
conhecidos efeitos preventivos da mudanca no estilo de vida, a hipertesdo continua
a ser um disturbio altamente prevalente em todo o mundo. Estima-se que a pressao
arterial elevada resulte em aproximadamente metade da carga de todas as doencas

cardiovasculares (48).
1.2.1 SRAA (sistema renina-angiotensina-aldosterona)

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) tem um papel importante

na regulacdo da pressdo sanguinea e sua inibicdo farmacologica € um aspecto
chave para a reducdo do risco de eventos cardiovasculares. A cascata SRAA é
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iniciada com a liberacdo de renina de células justaglomerulares renais para a
circulacdo sanguinea. A secrecdo de renina é estimulada por muitos fatores,
incluindo concentracdo de Na+ nos tdbulos distais, estimulacdo simpética ou
perfusdo renal reduzida. Renina ativa no plasma cliva angiotensinogénio (produzido
no figado) produzindo angiotensina |, que é entdo convertida localmente para
angiotensina IlI, por meio da catélise promovida pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) (49). A maioria dos efeitos da angiotensina Il na SRAAs séo
exercidos pela sua ligacédo a receptores tipo 1 de angiotensina Il (AT1R), levando a
vasoconstricdo arterial, efeitos glomerulares e tubulares — tais como aumentada
reabsorcdo de Na+ ou modulacéo da taxa de filtracdo glomerular — e promocao da
inflamacé&o, hipertrofia e fibrose no coracéo, rins e artérias (49). Adicionalmente,
junto a outros estimulos, tais como adrenocortitropina, hormdénio antidiurético,
catecolaminas, endotelina, serotonina e niveis de Mg+2 e K+, a estimulacdo de
ATI1R leva a liberacdo de aldosterona (49). A aldosterona, por sua vez, promove a
excrecdo de Na+ e K+ nos tubulos contorcidos distais que, quando em excesso,
podem levar a fibrose ventricular esquerda, remodelamento arterial e
glomeruloesclerose (50).

A disfuncdo endotelial € observada nos estagios iniciais do processo
aterogénico e € iniciada pela lesdao ao endotélio arterial. Tais lesfes estao
associadas a fatores de risco cardiovascular, como diabetes mellitus ou desbalanco
no metabolismo de glicose, hipertensdo, uso de tabaco, dislipidemia, obesidade ou
sindrome metabdlica (51 e 52). A hipertensdo € um fator de risco estabelecido para
o desenvolvimento de aterosclerose (35). Evidéncias sugerem que a hipertenséo
tanto promove, quanto acelera o processo aterosclerético via mecanismos de
inflamacdo ligados a ativacdo do estresse oxidativo pela angiotensina Il, que
subsequentemente leva a disfuncdo endotelial e ao desenvolvimento de lesdes
aterogénicas e placa (53).

Estudos em modelo de aterosclerose demonstraram que inibidores do
sistema renina-angiotensina (SRA) ou antagonistas/bloqueadores reforcam as
concentragfes do imunomodulador 6xido nitrico, diminuindo o desbalanco de as,
inibindo a inflamacdo mediada por SRA, como representado pela acdo destes
farmacos em varios biomarcadores da inflamagéo (52 e 54). Adicionalmente, estas
alteracfes bioquimicas estdo também relacionadas ao um avango no controle da PA
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em pacientes com aterosclerose e alta pressédo sanguinea. Estudos demonstraram
gue a administracdo de olmesartana medoximila suprime o avangco do processo
aterosclerdtico e significantemente melhora as disfungdes cardiovasculares (52 e
54). Recentemente foi demonstrado que o inibidor de ECA enalapril melhorou a
lesd@o vascular oxidativa por meio da supressao na geracao de espécies reativas de
oxigénio pela enzima NADPH oxidase, por meio da supressao de mediadores
inflamatérios e pela regulacdo positiva do sistema de defesa antioxidante em
camundongos deficientes de Apo-E (55 e 56).

Desta forma, agentes anti-hipertensivos que aumentam a concentracédo de
NO, diminuem o estresse oxidativo ou reduzem a inflamacé&o relacionada a SRAA
mostram reduzir a progresséo do processo aterogénico (57 e 58).

O estado inflamatério de baixo grau é reconhecido como tendo uma
importante funcéo fisiopatolégica nas doencas cardiovasculares em especial na
hipertenséo (59 a 65).

O estado inflamatorio de baixo grau mostrou ser um mecanismo que
participa da progresséo de doencas cardiovasculares e possui um papel importante
na patogénese da hipertensdo (59). Particularmente, a participacdo da resposta
imune inata e adaptativa foi observada tanto em aterosclerose, quanto em
hipertenséo (60). Nos vasos sanguineos, a inflamacao pode reforcar a proliferacéo
de células musculares lisas e ter um papel importante na remodelacéo vascular (66).

Em humanos, a maioria das evidéncias aponta para riscos cardiovasculares
como um estado de inflamacdo de baixo grau relacionado a muitos marcadores
inflamatorios (67). Em relacdo a hipertensdo, um dos primeiros estudos cross
sectional avaliou a possivel relagdo entre valores de PA e marcadores plasmaticos
de inflamacéo de baixo grau, investigando IL-6, como um estimulante primario da
resposta de fase aguda e a molécula de adeséo intercelular — 1 (sICAM-1), como
mediadores da ligacdo e migracao de leucécitos através da superficie endotelial, em
uma coorte de homens aparentemente saudaveis (68). Esse estudo mostrou que o
aumento na PA sistélica e PA média foram significantemente associados com 0s
niveis de sICAM-1 e IL-6, sugerindo que o aumento da PA pode ser um estimulo
para a inflamacao e que este € um possivel mecanismo em que a hipertensédo € um

fator promotor para a doenga aterosclerotica (68). Outros estudos cross sectional,
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incluindo um estudo multi-étnico de aterosclerose, indicaram um associagdo entre
proteina C-reativa (CRP), TNF-a e IL-6 e hipertens&o priméria (69 a 71).

O desenvolvimento da hipertensdo envolve o processo inflamatorio. O
conhecimento de padrées moleculares e celulares na progressao da hipertensao
melhorou consideravelmente nas ultimas décadas, por avaliar o papel central da
imunidade inata e adaptativa e citocinas pro-inflamatoérias relacionadas a danos em
orgaos-alvo (64 e 65). Este novo conceito relacionados ao papel do sistema imune
ird eventualmente permitir a descoberta de novos alvos terapéuticos que podem
melhorar os desfechos na hipertensdo e doencas renais e cardiovasculares,
representando uma abordagem terapéutica inovadora no tratamento destas
condicodes.

Sabe-se que medicamentos comumente utilizados para o tratamento de
doencas cardiovasculares, tais como estatinas e farmacos que afetam o SRAA,
exercem efeitos pleiotropicos além da reducdo de lipidios e da PA, reduzindo

também a inflamacéo cardiaca e renal (72).

1.2.2 TRATAMENTO DA HIPERTENSAO E AS PRINCIPAIS CLASSES
MEDICAMENTOSAS

Diretrizes internacionais de tratamento de hipertensdo em populacéo idosa
diferem em relacdo a limiares e metas para terapia anti-hipertensiva em idosos
devido a escassez de evidéncias cientificas de alto nivel obtido por meio de ensaios
clinicos controlados e randomizados e devido a inconsisténcias na definicdo de
“idosos” (73). Grupos de discussédo e painéis de consenso entre 0s especialistas da
area vém utilizando dados de revisdes sistematicas e metanalises e analises de
subgrupos de ensaios clinicos em que tanto participantes idosos quanto
participantes mais jovens foram recrutados para recomendar limites e metas para
controle da PA em idosos. As diretrizes do NICE (National Institute for Health and
Clinical Excellence) para manejo clinico da hipertensdo primaria em adultos (73)

recomendam o tratamento com medicamentos anti-hipertensivos para os individuos
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com idade < 80 anos com hipertensédo estagio 1 (PA 140-159 / 90-99 mmHg) apenas
na presenca de danos a o6rgdos alvo, antecedentes de doenga cardiovascular,
doenca renal cronica, diabetes ou um risco 2 20% de desenvolvimento de doenca
renal cronica em 10 anos. Estas diretrizes também recomendam tratamento
medicamentoso para pessoas de qualquer idade com estagio 2 de hipertensao (PA
>160/100mmHg) (73). Os guias da Fundagdo ACC/AHA propdem um limiar de
140/90 mmHg para os individuos com idade entre 65-79 anos e um limiar de pressao
arterial sistdlica de 150 mmHg para aqueles com idade >80 anos,
independentemente de comorbidades e nivel de risco cardiovascular (73). As
diretrizes da NICE propbem PAs alvo de <140/90 mmHg para aqueles com idade
<80 anos, e <150/90 mmHg para aqueles com idades compreendidas entre = 80
anos, (29) enquanto que a Fundagdo ACC/AHA propdem um alvo de PA sistdlica
<140/90 mmHg para aqueles com idade entre 65-80 anos e uma meta de 140-145
mmHg com um limite maximo de 150 mmHg, se tolerado, como "razoavel" para
aqueles com idade >80 anos (38). Ressalta-se que a escassez de dados
provenientes de ensaios clinicos para apoiar esta Ultima recomendacdo foi, no
entanto, reconhecida pela Fundacdo ACC/AHA (73).

Tratamento néo farmacolégico

Tratamentos nao farmacolégicos, incluindo mudanca no estilo de vida, tém
se mostrado benéficos a todos os pacientes com hipertensao, incluindo os idosos,
reduzindo a PA, modificando outros fatores de risco para doencas cardiovasculares
e reduzindo a quantidade e as doses de anti-hipertensivos necessarios para controle
da PA (38 e 74). Algumas intervencfes, como a reducdo da quantidade de sal na
dieta, sdo mais eficazes para baixar a pressao arterial em idosos que em doentes

adultos mais jovens com hipertenséao (74).

Tratamento farmacolégico

Consideracbes especiais na escolha do tratamento anti-hipertensivo em
pacientes idosos incluem caracteristicas fisiolégicas relacionadas a idade, que
influenciam na absorgé&o, distribuicdo, metabolismo e excrecdo dos medicamentos,
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(38), bem como a presenca de comorbidades, tais como diabetes, insuficiéncia
cardiaca com func¢éo ventricular esquerda preservada ou reduzida, fibrilacdo atrial e
doenca renal cronica, que sao condicdes altamente prevalentes em idosos. Tais
comorbidades levam a necessidade de vigilancia para evitar efeitos adversos
relacionados com o tratamento, tais como disturbios eletroliticos, deterioracdo da
funcdo renal, e excessiva reducdo da PA ortostatica (38). Devido a estas
preocupacdes, a recomendacdo geral para idosos € de se iniciar o tratamento com
medicamentos anti-hipertensivos em doses baixas, com gradual aumento da
titulacdo para a dose méxima tolerada de acordo com o controle da PA (38). Um
segundo agente de uma classe diferente deve ser adicionado, caso a resposta da
PA a medicacao inicial seja inadequada depois de se atingir a dose completa (n&o
necessariamente a dose maxima recomendada). Se nenhuma resposta terapéutica
ocorrer, ou na presenca de eventos adversos substanciais, uma medicacdo de outra
classe deve ser substituida. A néo aderéncia a medicacdo, interacbes
medicamentosas, hipertensdo secundaria e pseudorresisténcia a medicamentos
anti-hipertensivos (isto €, a aparente falta de controle da pressédo arterial causada
pela medicdo imprecisa da PA, inadequadas escolhas de drogas ou doses, nao
aderéncia a terapia prescrita ou o efeito do avental branco) precisam ser
considerado antes de adicionar outro agente ao tratamento (38).

As principais classes de medicamentos utilizados no tratamento de
hipertensdo em populacao de idosos séo (26):

e Bloqueadores do receptor de aldosterona - Ex: eplerenona,
espironolactona.

e Bloqueadores do receptor da angiotensina Il — Ex: candesartana,
eprosartana, irbesartana, losartana, olmesartana, telmisartana,
valsartana.

e Inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) - Ex:
benazepril, captopril, enalapril, fosinopril, quinapril, trandolapril,
lisinopril, perindopril e ramipril.

e Agonistas a-adrenérgicos atuando centralmente — Ex: guanfacina.

e Antagonistas a,-adrenérgicos seletivos atuando perifericamente — Ex:

doxazosina, prazosina, terazozina.
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e Blogueadores B-adrenérgicos ndo seletivos sem atividade
simpatomimética intrinseca — Ex: nadolol e propranolol.

¢ Blogueadores B3;-adrenérgicos seletivos sem atividade simpatomimética
intrinseca — Ex: atenolol e metoprolol.

¢ Blogueadores B3;-adrenérgicos seletivos com atividade simpatomimética
intrinseca — Ex: acetobutolol.

e Agentes de atividade dual — Ex: carvedilol, labetalol e nebivolol.

e Antagonistas de calcio — Ex: amlodipina, diltiazem, nifedipina,
verapamil, felodipina e nicardipina.

e Diuréticos de al¢ca — Ex: bumetanida, furosemida e torsemida.

e Diuréticos poupadores de potassio — Ex: amilorida, triamtereno.

e Diuréticos tiazidicos — Ex: clortalidona, hidroclorotiazida e indapamida.

As atuais recomendacdes da Sociedade Europeia de Hipertensao (ESH)/
Sociedade Europeia de Cardiologia (ESC), (75 e 76), o sétimo Relatorio da
Comissdo Nacional sobre a prevencédo, a deteccdo, a avaliacdo e o tratamento de
pressao arterial elevada (JNC7) (77) e a Fundacdo ACC/AHA (38) sao consistentes
com 0s ensaios clinicos atualmente disponiveis para esta indicacdo na populagao
idosa. Estas diretrizes recomendam iniciar tratamento anti-hipertensivo tanto em
idosos quanto em pacientes mais jovens com um bloqueador dos canais de célcio
(CCB), um diurético do tipo tiazidico, um inibidor da ECA (enzima conversora de
angiotensina) ou ARB (bloqueador do recepetor da angiotensina) ou um beta-
bloqueador. Esta abordagem envolve o conceito de que os beneficios do tratamento
anti-hipertensivo sdo em grande parte atribuiveis a reducdo da PA per se e que
todas as classes de anti-hipertensivo mostraram que a reducado efetiva da PA e a
reducdo dos desfechos cardiovasculares sdo adequadas para a iniciacdo e a
manutencao da terapia anti-hipertensiva (78 e 79). A escolha do agente para cada
individuo dependerda da eficacia, tolerabilidade, presenca de comorbidades
especificas e custos.

Por outro lado, as diretrizes do NICE recomendam que a escolha do
medicamento seja feita com base na idade do paciente, com bloqueadores de canal

de célcio ou para aqueles individuos intolerantes com diuréticos semelhantes a
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tiazidicos, preferidos como terapia inicial para pacientes com idade > 55 anos,
enquanto que inibidores da ECA (ou bloqueadores do receptor da angiotensina para
aqueles que sao intolerantes a inibidores da ECA) sdo os preferenciais para
pacientes mais jovens (73). Estas diretrizes recomendam especificamente que
diuréticos mais potentes semelhantes a tiazidicos e de acdo mais prolongada
(clortalidona 12.5-25.0 mg por dia ou indapamida de 2,5 mg ou de 1,5 mg com
liberacdo modificada, diariamente) sejam utilizados preferencialmente aos diuréticos
tiazidicos convencionais (tais como a hidroclorotiazida ou bendroflumetiazida),
baseado em dados obtidos de ensaios clinicos randomizados, e que beta-
bloqueadores n&o sejam utilizados como tratamento de primeira linha em pacientes
idosos. A diretriz NICE, baseadas em evidéncias obtidas por meio de ensaios
clinicos randomizados e controlados, relata que betabloqueadores tradicionais,
particularmente atenolol, sdo ineficazes na reducdo da PA e na prevencdo de
desfechos cardiovasculares em idosos (89 e 90). Estas diretrizes recomendam que
betabloqueadores sejam reservados como terapia de quinta linha para pacientes
gue nao conseguem alcancar o controle da presséo arterial com uma combinacgao
guadrupla de um inibidor de ECA ou bloqueador de receptor de angiotensina, um
bloqueador de canal de célcio, um diurético semelhante a tiazidicos e
espironolactona (73). Novos beta-bloqueadores, tais como carvedilol e de nebivolol,
gue promovem vasodilatacdo por melhorar a funcdo endotelial podem fornecer
beneficios ndo observados com a utilizacdo dos beta-bloqueadores tradicionais,
embora eles ainda ndo tenham sido testados em ensaios clinicos avaliando idosos
com hipertenséo.

Considerando que o estado inflamatério de baixo grau é normalmente
observado em idosos e que dados da literatura sugerem aumento dos niveis de
citocinas pré-inflamatdrias na hipertensdo arterial (68 a 71), sugere-se que 0
tratamento farmacolégico direcionado ao controle da inflamacéo poderia ser Gtil no
tratamento da hipertensao arterial.

Mais da metade dos idosos (mais de 65 anos de idade) apresentam
hipertenséo (82) e a prevaléncia desta doenca aumenta com a idade (83). Causas
secundarias da hipertenséo, tais como apneia do sono obstrutiva, doenca renal
obstrutiva e estenose arterial renal, que séo todas associadas com inflamagéo, séo
altamente prevalentes na velhice (84). A inflamacdo crbénica de baixo grau
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normalmente ocorre com o envelhecimento e € denominada “inflammaging” (85).
Este fenbmeno é carcterizado por um desbalanco nos marcadores pro-inflamatoérios
e nos anti-inflamatérios. Os niveis dos marcadores pro-inflamatorios, tais como IL-6,
CRP e TNF-a sao elevados, enquanto que citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-
10 apresenta niveis reduzidos (86).

Estes dados mostram que a hipertensdo é muito prevalente em idosos e que
seu tratamento pode alterar o grau de inflamacao nesta populagcédo. Desta forma, é
importante estudar o efeito anti-inflamat6rio em idosos, uma vez que essa populacéo

apresenta componente inflamatdério mais presente.

1.3 INFLAMACAO, ATEROSCLEROSE E ENVELHECIMENTO.

Inflamacé&o é um processo agudo ou crénico e uma resposta de defesa a
uma lesdo, a uma resposta autoimune, a isquemia tecidual ou a agentes infecciosos.
A inflamacdo aguda € uma defesa primaria contra leséo ou infeccdo e um fator de
estimulo adequado no processo de cura. Este processo € geralmente benéfico,
comeca rapidamente e em seguida torna-se grave. A inflamacao cronica que ocorre
apos a inflamacédo aguda nédo € favoravel ao sistema, tendo papel relevante na
fisiopatologia de doencas tais como diabetes mellitus, doenca de Crohn,
aterosclerose e cancer (87).

Uma ampla variedade de doencas, incluindo diabetes, cancer, infeccao,
aterosclerose, doencas cardiovasculares, Alzheimer e outras doencas degenerativas
estdo associados com o0 aumento no estresse oxidativo e nas condi¢cdes
inflamatorias. O processo de inflamacdo esta envolvido no inicio e no
desenvolvimento de varias doencas crbnicas (87).

No processo de envelhecimento, o balanco normal entre o estresse oxidativo
e o sistema tioxidante culmina em complicacdes cardiovasculares. No idoso estas
condicbes causam o aparecimento de um fenbmeno denominado
“inflammaging”(49). Neste contexto, esta palavra € utilizada para mostrar o estado
inflamatoério em individuos idosos.

A inflamagao crbnica nos tecidos “inflammaging” € uma caracteristica

generalizada do envelhecimento e a maioria das doencas relacionadas ao
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envelhecimento estd associada com o processo inflamatorio. O inflammaging é
descrito como uma inflamacé&o sistémica, cronica, de baixo grau, em pessoas idosas
e na auséncia de infeccdo (88). E um grande fator de risco para mortalidade e
morbidade em idosos.

A inflamacéo tem papel importante na fisiopatologia de uma ampla variedade
de doencgas crbnicas, particularmente nas lesdes e doencas infecciosas. A interagao
de varias células dos sistemas imune adaptativo e inato com mediadores
inflamatérios modula a inflamacéo aguda e crénica causando varias doencas. Esta
coordenacdo dos mecanismos inflamatérios leva a remodelagcdo da matriz
extracelular, estresse oxidativo, lesdo tecidual, angiogénese e fibrose em varios
tecidos. Estes mecanismos inflamatorios estdo envolvidos na maioria das
complicagbes cardiovasculares, incluindo doenca arterial coronariana, isquemia,
doenca reumatica, artrite reumatoide, ruptura de placa, trombose e aterosclerose
(89). O dominio das respostas inflamatorias requer o desenvolvimento de novas
abordagens para a prevencdo e o tratamento de doencas crénicas associadas ao
envelhecimento, como a aterosclerose (89).

Os mediadores da inflamacdo participam de mudancas ateromatosas e
injarias vasculares. A secrecdo de uma série de fatores inflamatorios pode contribuir
para o aumento de risco cardiovascular. Os efeitos cardioprotetores de muitos
farmacos sdo mediados pela melhoria da inflamacé&o sistémica (90). A supresséo do
alvo de varias cascatas pro-inflamatorias em adipdcitos representa uma nova
oportunidade terapéutica para o tratamento de doencas cardiovasculares.

A associacao entre inflamacao sistémica e aumento do risco de doencas
cardiovasculares tem estimulado investigadores a pesquisar a natureza precisa e as
diferencas da inflamacado tradicional e do inflammaging em relacdo as doencas
cardiovasculares (91). A este respeito, embora os diferentes papéis em acelerar a
aterogénese continuem indefinidos, no entanto, sabe-se que a resposta inflamatoria
nos idosos nao é tao rapida quanto em individuos mais jovens. A inflamacao pode
ser benéfica facilitando a adaptacéo, turnover e reparacdo de muitos tecidos. No
entanto, esta resposta inflamatéria pode ser prejudicada durante o envelhecimento,

0 que aumenta a suscetibilidade a patogenos (91).
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No periodo de envelhecimento, uma série de mudangas moleculares e
celulares, incluindo eventos genéticos, epigenéticos e ambientais, ocorrem com 0
aumento da progressao de doencas arteriais.

Nos idosos, os tecidos estdo em sua maioria em um estado cronicamente
inflamado, sem sinal de infeccdo. A geracdo de radicais livres também aumenta e
faz com que as pessoas idosas estejam suscetiveis a doencas cardiovasculares
(92).

Os diversos marcadores associados com a inflamacao podem ser divididos
em categorias, como: 1) citocinas pré-inflamatérias; 2) citocinas antiinflamatorias; 3)
adipocinas; 4) quimiocinas; 5) marcadores de inflamacdo derivados de hepatdcitos;
6) marcadores de consequéncia da inflamacéo; e 7) enzimas (93).

Inflammaging esta associado com o aumento dos niveis de IL -1, IL- 6 , TNF
e CRP, que séo fatores de risco independentes para mortalidade e morbidade. A
interferéncia no processo de envelhecimento ocorre com a sinalizagdo anabdlica, IL-
6 e o fator de necrose tumoral alfa aumenta a regulacdo negativa da insulina e de
IGF-1, bem como a sinalizacdo de eritropoietina e a sintese de proteinas.
Inflammaging pode ser devido ao acumulo de macromoléculas danificadas e de
células, o que aumenta com a idade, devido ao aumento da producdo e/ou
eliminacdo inadequada (94). Inflammaging também pode ocorrer devido ao aumento
de agentes nocivos produzidos por microorganismos do corpo humano, incluindo os
gue compdem a microbiota intestinal. No envelhecimento a microbiota intestinal
pode reduzir capacidade do intestino de sequestrar estes microbios e seus produtos,
levando a inflamac&o cronica (94).

O aumento da inflamacdo no envelhecimento também pode ser devido ao
elevado nivel de resposta celular ao estresse e aos danos (senescéncia celular). As
células senescentes provavelmente sdo como um combustivel para doencas
relacionadas com a idade, tais como doenca cardiovascular, pois elas secretam
varias citocinas pré-inflamatérias, modificando o microambiente do tecido e alterando
a funcdo das células vizinhas normais. Imunossenescéncia também contribui para
inflammaging (95). No envelhecimento a imunidade adaptativa diminui e a imunidade
inata aumenta, resultando em uma ligeira hiperatividade, o que pode conduzir a
reacOes inflamatorias locais em idosos. A coagulacdo é considerada como uma
parte do sistema de inflamacdo. O aumento da ativacdo do sistema de coagulagao
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também pode aumentar a inflamag&o. A maior incidéncia de trombose em idosos
vem sendo atribuivel a um estado de hipercoagulabilidade nesta populacao (95).

Os mais importantes medicamentos anti-inflamatoérios incluem anti-
inflamatoérios ndo esterdides (AINES), glicocorticéides, e agentes modificadores de
doenca de doencas reumatoides (DMARDSs) (96). AINEs e glicocorticoides sao
utilizados para aliviar os sintomas, enquanto DMARDs sdo usados com o objetivo de
reduzir ou prevenir danos teciduais que sédo causadas por um ataque inflamatorio.
Infelizmente, todos estes medicamentos tém efeitos secundarios inaceitaveis. Além
disso, € necessario descobrir farmacos para utilizacao por longos periodos de tempo
no tratamento de uma doenca cronica.

A hipertensdo € uma doenca prevalente em idosos, sendo que a inflamacao
esta presente nas duas condicbes. O objetivo deste trabalho foi investigar se o

tratamento da hipertenséo arterial pode modificar seus parametros inflamatorios.
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2. Objetivos

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar se a farmacoterapia anti-hipertensiva, seguindo diretrizes atuais
sobre o tratamento de hipertensao arterial sistémica, produz efeitos anti-inflamatérios
na prética clinica em uma amostra de mulheres idosas hipertensas residentes no
Distrito Federal e acompanhadas pelo Estudo Prognéstico e Terapéuticas em
Geriatria (ProTeGer) de Brasil.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os niveis séricos dos mediadores pré-inflamatérios IL-6, TNFa e INF-y
em resposta a multivariadas farmacoterapias para o controle da pressao
arterial em idosas.

o Avaliar se ha correlacdo dos niveis sérios de mediadores pro-inflamatorios

com a resposta anti-hipertensiva.

o Avaliar se ha correlacdo entre os tratamentos anti-hipertensivos prescritos e o
estado de “inflammaging”.

o Avaliar se ha correlacéo entre as classes de medicamentos anti-hipertensivas
avaliadas e o estado de “inflammaging”.

o Quantificar os niveis séricos das citocinas mediadoras de inflamacéo
sistémica IL1a, IL1b, IL8, IL10 e IL12 e correlacionar com parametros
clinicos/metabdlicos relacionados a fatores classicos de risco
aterosclerotico em idosas.

o Analisar a associacdo da intolerancia a glicose e do diabetes mellitus tipo 2
com as variagOes alélicas -174 G > C e -308 G > A de IL-6 e TNF-q,
respectivamente, a luz de indicadores antropométricos e faixa etaria em
idosas.

o Avaliar se ha correlacdo da ingestao habitual de macronutrientes por idosas

com niveis circulantes dos mediadores inflamatorios IL1a, IL1b, IL6, IL8,

IL10, IL12 e TNF-a por meio de imunoensaios especificos.
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3. Métodos

3.1 ESTUDO E CRITERIOS ETICOS

3.1.1 Projeto Promocao da Saude do ldoso

Foi realizado um estudo experimental entre 2005 e 2009, utilizando dados
obtidos a partir de pacientes ambulatoriais do sexo feminino, residentes no Distrito
Federal, com idade superior a 60 anos e participantes inscritas em algum curso da
Universidade Aberta a Terceira Idade (UnATIl) UCB/DF, do qual o projeto deste
estudo foi intitulado - Projeto Atencdo a Saude e a Qualidade de Vida dos ldosos
(UCB), sob o processo CNPq n° 402699/2007-6 e Processo FAPDF n° 7-005/2007 —
“‘Projeto Atencdo a Saude e a Qualidade de Vida dos Idosos”, financiado pelo
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico - Auxilio financeiro /
Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal - Auxilio financeiro, para a
triagem e a intervencéo visando prevenir distlrbios ateroscleroticos.

Através de meios de divulgacédo e de palestras- convites foram cadastrados
130 mulheres idosas, as quais foram conduzidas a consulta médica, nutricional e
farmacéutica constituindo a amostra total de todas as etapas do estudo. O estudo foi
dividido em duas fases: pré-intervencdo e pos-intervencdo. A pré-intervencao
constituiu-se de duas consultas, sendo a primeira no ano de 2005 e a segunda em
2006/2007 (97).

Os objetivos da pré-intervencao foram definir aspectos sécio-econémicos
das pacientes, investigar doencas auto-referidas, bem como tomar conhecimento do
perfil dos medicamentos utilizados pela populacdo em estudo. A pds-intervencéo
ocorreu em 2006/ 2007, sendo 0s objetivos desta fase a realizacao das intervencdes
interdisciplinares e a avaliacdo da sua efetividade. O tempo entre a segunda
consulta da pré-intervencdo e a pos-intervencdo nao ultrapassou um més. Durante
todas as consultas do estudo foi realizado um levantamento dos medicamentos
utilizados e seu perfil de consumo (97). Observou-se que a classe de medicamentos
mais utilizada durante as fases pré e pos-intervencdo foi aquela relacionada ao
sistema cardiovascular, que se encontra em consonancia com as doengas auto-
referidas pelas idosas. Cabe ressaltar que a hipertensao arterial, a dislipidemia e a
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insuficiéncia cardiaca, que séo distirbios de impacto sobre o sistema cardiovascular,

totalizaram a maior parte das doencas autorreferidas (97)

3.1.2 Presente estudo

Os protocolos utilizados no presente estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Catdlica de Brasilia, sob o nimero CEP-UCB
082/2004, com posterior revalidagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, sob o numero CEP-FM
061/2011, para novo uso das amostras biolégicas e dos dados coletados a fim de
investigar os mediadores inflamatorios. A anuéncia para a participacao neste estudo
foi voluntaria e o termo de consentimento livre e esclarecido em formato escrito foi
obtido de todos os participantes conforme os critérios estabelecidos pela Declaracao
de Helsinque, em alinhamento com 0s preceitos éticos internacionalmente aceitos

para boas praticas clinicas.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Para inclusao neste estudo, cada participante foi submetida a uma avaliacéo
inicial dos parametros bioquimicos, antropométricos e clinicos. Hipertensdo foi
definida de acordo com as IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial, as quais
nao diferem dos padrdes internacionalmente aceitos. Somente casos de hipertenséao
arterial sistémica (HAS) diagnosticados em 2005, confirmados ao longo dos
acompanhamentos clinicos realizados entre 2006 e 2007 e que ndo se beneficiaram
de reducdo da PA com terapias anti-hipertensivas anteriores foram incluidos nesta
analise. A presséao arterial foi aferida apés um periodo de repouso de 10 minutos e
para cada participante foram atribuidos valores da média de pelo menos duas
avaliacdes obtidas por médicos. Para a presente investigacao, conduzida em 2009,
a avaliacédo inicial de PA foi realizada em ambos os membros superiores e quando
encontrada alguma diferenca, o braco com o maior valor de presséo foi usado para a
obtencao de todas as futuras medidas de PA. Os pacientes com hipertensédo arterial

sistémica confirmada foram considerados aptos para o estudo. O uso prévio ou atual
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de medicacao anti-hipertensiva no momento da admissao foi considerado para fins
de diagndstico de HAS (97).

Também foi avaliado o indice de massa corporal (IMC; kg/m?) e a razdo
circunferéncia cintura-quadril (RCQ; cm de cintura / cm de quadril). O peso corporal
foi medido com resolugéo de 0,1 kg, com os participantes usando roupas leves, e
altura de 0,1 cm, sem sapatos. A circunferéncia da cintura foi medida ao ponto
meédio entre a margem costal inferior e crista iliaca, e a circunferéncia do quadril foi
medida na largura maxima ao longo dos grandes trocanteres (97).

Os testes laboratoriais incluiram: avaliacdo sérica renal, sendo dosados
acidos uricos e creatinina; e testes hepaticos, sendo avaliadas as enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransaminase (ALT) e fosfatase alcalina
(ALP). O clearence de creatinina foi estimado por meio da creatinina sérica como
descrito por Cockcroft e Gault (98). Os niveis séricos em jejum de glicose e lipidios
[triglicerideos, colesterol total e lipoproteina de colesterol de alta densidade (HDL)]
também foram obtidos como marcadores metabdlicos. Lipoproteina (LDL) de baixa
densidade foi calculada segundo a férmula de Friedewald e colaboradores (99).
Todos os testes foram realizados no mesmo laboratorio certificado pelo programa de
Acreditacdo de Laboratorios Clinicos da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica,
com reagentes da Boehringer Mannheim® (Alemanha). Os niveis séricos de sodio e
potassio foram determinados por fotometria de chama com sondas especificas ao
fon (Celm®, em Barueri, SP, Brasil). A proteintria foi determinada por um ensaio
imunonefelométrico (Bering®, Marburg, Alemanha), usando uma coleta de urina de
24 horas (97).

Casos de hipertensdo secundaria ou maligna, bem como historia clinica de
arritmia, doenca coronaria ou acidente vascular cerebral nos ultimos 12 meses foram
excluidos desta analise. Outros critérios de exclusdo foram o0s niveis séricos de
marcadores hepaticos ou renais incompativeis com a funcédo normal destes 6rgéos,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) descontrolada e/ou sinais claros de inflamacéao,
infeccdo ou doencas malignas. DM2 ativa foi caracterizada por glicemia de jejum >

126 mg/dL assim como pelo uso de insulina ou antidiabéticos orais (97).
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3.3 PROCEDIMENTOS CLINICOS

A intervencdo farmacoldgica foi livremente escolhida pelo médico dentro
dos limites das IV Diretrizes Brasileiras para Tratamento da Hipertensao Arterial
Sistémica, que recomenda que o0s pacientes recebam o tratamento de manutencgao
com a terapia individual ou combinada de medicamentos com base nas seguintes

classes medicamentosas: diuréticos, betabloqueadores, IECAs, BRA Il e ACC (97).

3.3.1 Diuréticos

O mecanismo de acdo anti-hipertensiva desta classe relaciona-se
inicialmente com os seus efeitos diuréticos e natriuréticos, com diminuicdo do
volume extracelular. S&o eficazes no tratamento da hipertensao arterial, tendo sido
comprovada sua eficacia na reducdo da morbimortalidade cardiovasculares (100 e
101). Posteriormente, ap0s cerca de quatro a seis semanas, 0 volume circulante
praticamente se normaliza e ha reducao da resisténcia vascular periférica. Para uso
como anti-hipertensivos, sdo preferidos os diuréticos tiazidicos e similares, em
baixas doses. Os diuréticos de alca séo reservados para situacdes de hipertensao
associada a insuficiéncia renal com taxa de filtracdo glomerular abaixo de 30
mL/min/1,73 m? e na insuficiéncia cardiaca com retencdo de volume. Em pacientes
com aumento do volume extracelular (insuficiéncias cardiaca e renal), 0 uso
associado de diurético de alca e tiazidico podem ser benéficos tanto para o controle
do edema quanto da pressdo arterial, ressalvando-se 0 maior risco de eventos
adversos. Os diuréticos poupadores de potassio apresentam pequena eficacia
diurética, mas, quando associados aos tiazidicos e aos diuréticos de alca, sdo Uteis
na prevencao e no tratamento de hipocalemia. Seu uso em pacientes com reducao

da funcao renal podera acarretar hipercalemia.

3.3.2 Betabloqueadores (BB)

A farmacodinamica desta classe de anti-hipertensivo consiste na reducao
inicial do débito cardiaco, diminuicdo da secrecdo de renina, readaptacdo dos
barorreceptores e diminuicdo das catecolaminas nas sinapses nervosas. BB de
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geragcdo mais recente (terceira geracao), diferentemente dos betabloqueadores de
primeira e segunda geracdo também proporcionam vasodilatacdo, que se explica no
fato de que em grande parte do efeito de bloqueio se da concomitante ao bloqueio
do receptor alfa-1 adrenérgico (102 e 103). A reducdo da morbimortalidade
cardiovasculares é bem documentada em grupos de pacientes com idade inferior a
60 anos (104 a 107). Recentes estudos de metandlises, (108 e 109) ndo tém
assinalado reducdo de relevantes desfechos, principalmente acidente vascular
encefalico, em pacientes com 60 anos ou mais, situagcdo em que o0 uso dessa classe
de medicamentos seria reservado para situacOes especiais, como disfuncéo
sistdlica, nos portadores de coronariopatia, arritmias cardiacas ou infarto do
miocardio prévio (108). Pesquisas recentes com carvedilol, metoprolol, bisoprolol e,
recentemente, com nebivolol demostrou que estes BB, sdo Uteis na reducédo de
morbimortalidade cardiovasculares de pacientes com insuficiéncia cardiaca,
hipertensos ou néo, independentemente da faixa etaria (110 e 111). O propranolol
se mostra util, também, em pacientes com sindromes hipercinéticas, tremor

essencial, cefaleia de origem vascular e naqueles com hipertensao portal.

3.3.3 Inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA)

Esta classe de anti-hipertensivos age essencialmente pela inibicdo da
enzima conversora da angiotensina (ECA), impedindo a transformacdo da
angiotensina | em Il no sangue e nos tecidos, mesmo que outros fatores possam

estar envolvidos nesse mecanismo de acéo.

Sao indicados para o tratamento da HAS, reduzindo a morbimortalidade
cardiovasculares nos hipertensos (106, 112, 113, 114 e 115) pacientes com
insuficiéncia cardiaca (116 e 117), com infarto agudo do miocardio, em especial
guando apresentam baixa fracdo de ejecdo (118 e 119) de alto risco para doenca
aterosclerotica (119), sendo também (teis na prevencdo secundaria do acidente
vascular encefalico (120) Os IECAs aprazam o declinio da funcdo renal em
pacientes com nefropatia diabética ou de outras etiologias, quando administrados

em longo prazo (121 a 123).
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3.3.4 Bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina (BRA II)

Por meio do bloqueio especifico de seus receptores AT1, os BRAs i
antagonizam a acdo da angiotensina Il. Sendo eficazes no tratamento da
hipertenséo, especialmente em populagbes de alto risco cardiovascular ou com
comorbidades proporcionando a reducdo da morbimortalidade cardiovascular.
Estudos também evidenciam seu efeito benéfico em insuficiéncia cardiaca
congestiva (104 e 105) e sao Uteis na prevencédo do acidente vascular cerebral (103
e 106). Em paciente com diabetes melito tipo 2 com nefropatia estabelecida (108 e
110) e incipiente (118), séo nefroprotetores. Metanalise recente aponta equivaléncia
entre IECA e BRA Il na reducao de eventos coronarianos (107) e superioridade dos
BRA Il na protecéo cerebrovascular (107), contrapondo-se a metanalises anteriores
gue indicavam reducéo de eventos coronarianos apenas com os inibidores da ECA
(109 e 112). O tratamento com o uso de IECA, assim como com o uso de BRA I
vem sendo associado a uma reducdo da incidéncia de novos casos de diabetes
melito tipo 2 (111 e 119).

3.3.5 Antagonista dos canais de calcio (ACC).

Nesta Ultima classe a acdo anti-hipertensiva provém da reducdo da
resisténcia vascular periférica por reducdo da concentracdo de célcio nas células
musculares lisas vasculares. A despeito do mecanismo final comum, esse grupo é
subdividido em trés, com particularidades quimicas e farmacolégicas distintas, sendo
elas: benzotiazepinas, diidropiridinas e fenilalquilaminas.

Sdo anti-hipertensivos eficazes e reduzem a morbimortalidade
cardiovasculares (112 e 115). Deve-se dar preferéncia aos bloqueadores dos canais
de calcio de longa duracdo de acéo intrinseca ou por formulacdo manipulada e
personalizada permitindo a liberacdo do ativo de forma controlada. N&o séo
recomendados agentes de curta duracdo, pois estudo de desfecho ratificou a
eficacia, seguranca e tolerabilidade do uso dessa classe farmacologica no
tratamento da hipertenséo arterial de pacientes com doenca coronariana (121).

N&o foram encontradas idosas utilizando inibidores diretos da renina.

Cada farmacoterapia escolhida iniciou-se preferencialmente com a dosagem
diaria minima definida, exceto quando um tratamento jA se estava descrito como
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ineficaz nos registros clinicos do paciente. Foi preconizado que ndo se aumentaria
qualquer dosagem, ndo se substituiria o principio ativo ou se mudaria a combinacao
da terapia medicamentosa antes de duas semanas de manutencdo de um
determinado regime posologico. Quando clinicamente apropriado, os diuréticos
foram introduzidos como primeira-linha de tratamento, seguido pelos IECA ou BRAII
I, aqui referidos como antagonistas do SRA.

Todos os tratamentos foram preconizados para serem administrados por via
oral, para preservar a qualidade de vida do paciente, assim como para considerar
suas condi¢cdes socioecondmicas e de saude. Instru¢cdes sobre como obter os
medicamentos a partir do sistema de salde publica foram constantemente
fornecidos.

Para este estudo, na avaliacdo da farmacoterapia anti-hipertensiva, o
desfecho para a intervencéo clinica se deu quando qualquer reducéo da PA sistolica
(PAS) foi observada entre a avaliagdo inicial e um minimo de duas visitas

consecutivas em qualgquer esquema de dosagem.

3.4 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

Para a quantificacdo de mediadores inflamatérios, amostras de sangue total
foram obtidas no periodo da manha (entre 08h0OOmin e 09h30min) em tubos de
coleta livres de endotoxinas em dois momentos do estudo: na admissao do protocolo
e no desfecho do tratamento. O soro foi separado do sangue total 1 hora apos a
coleta e armazenado em aliquotas a - 80 °C, até o dia de processamento, quando as
amostras foram analisadas em lotes utilizando kits para ensaio imunoenzimatico de
captura especifico a cada citocina (ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay),
comercializados pela empresa eBioscience (San Diego, CA, EUA). Cada amostra foi
processada em duplicata. As doses minimas detectaveis foram experimentalmente
determinadas como 1,0, 1,6 e 2,0 pg/mL para IL6, TNFa e IFNy, respectivamente. As
medidas de todas as citocinas resultaram em coeficientes de variacéo intra-ensaio

médios inferiores a 5% (97).

3.5 CALCULO DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM)
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A pressdao arterial média (PAM) foi calculada da seguinte forma:
PAM = PAS + (PAD x 2)

3
Sendo que foi considerado o seguinte: presenca de reducdo da PAM para

aqueles cuja variagao da PAM foi superior a 0%

3.5.1 Analise estatistica
Para observar a diferenga entre os grupos “Presenca de reducdo da PAM” e
“Auséncia da redugcao da PAM” nas variaveis andlises bioquimicas (lipideos totais,
glicemia em jejum, enzimas hepaticas, acido urico), IMC, Idade e variacdo das
citocinas IL-6, TNFA e IFNG, primeiramente, os dados nos grupos, foram testados
guanto a sua normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk. Diante disso, o teste
estatistico utilizado foi o U de Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi de

5% e o programa estatistico utilizado foi o SPSS verséao 22.0

3.6. TESTES BIOQUIMICOS E EXAMES FiSICOS

Cada participante foi submetido a avaliacdo bioquimica, antropométrica e a
exames fisicos para admisséo neste estudo. O indice de massa corporal (IMC; Peso
(kg)/altura (m?)) foi determinado com as participantes utilizando roupas leves e
descalcas. A massa de gordura (kg) e a massa livre de gordura foram mensuradas
utilizando a técnica de absorciometria de raios X de dupla energia (DXA; modelo
Lunar DPX-1Q, software versao 4.7e, Lunar Radiation Corp, Madison, WI, USA) (122
e 123).

Testes bioquimicos incluiram a determinacédo do colesterol total sérico (CHL-
t), colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL), triglicerideos (TGL) e glicemia.
Amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos contendo EDTA apds um
periodo de jejum noturno de 12 h. Testes laboratoriais foram realizados seguindo a
rotina de analises clinicas com reagentes da Boehringer Mannheim (Alemanha) e
entdo processados em um dispositivo AutoHumalyzer (Human GMBH, Alemanha)
(122 e 123). A equacdo de Friedewald foi utilizada para estimar o colesterol
lipoproteina de baixa densidade (LDL-c). A categorizacéo de lipidios foi realizada de

acordo com o Il NCEP ATP, de modo que cada participante foi identificada com
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portadora (ou nédo) de dislipidemia mista (CHL - t = 200 mg /dl, LDL —c = 130 mg/dl
e/ou TG = 150 mg/dl) ou de HDL < 50 mg/dl. 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 uso atual de hipoglicemiantes orais ou insulina
(122 e 123).

Para a avaliacdo de fendtipos da intoleréncia a glicose e diabetes mellitus
tipo 2 em mulheres idosas, foram avaliados o IMC e o indice de conicidade (ICo),
sendo este Ultimo estimado como 9,17 vezes a razdo entre a circunferéncia da
cintura enquanto numerador (em m) e a raiz quadrada da razdo entre massa
corporal (em kg) e a estatura (em m) enquanto denominador (124). Para a referida
analise, a avaliacdo bioquimica consistiu na dosagem sérica da glicemia apos jejum
de 12 horas, usando reagentes da empresa Roche® (EUA). Como critério para
classificacdo do diabetes tipo 2, utilizou-se valor de referéncia (=126 mg/dL)
preconizado pela Sociedade Americana de Diabetes (ADA) ou uso corrente de
hipoglicemiante oral ou insulina. Estado de intolerancia a glicose foi definido como
glicemia =2 100 mg.dL-1 ou presenca de diabetes, conforme preconizado pela

International Diabetes Federation (124).

3.7 AVALIACAO DIETETICA

Avaliou-se o consumo habitual de macronutrientes por mulheres idosas.
Para avaliar o consumo dietético, foi conduzido um registro dietético de trés dias néo
consecutivos, incluindo um dia de fim de semana. Para o correto preenchimento dos
formulérios, cada paciente recebeu informacdes de nutricionistas treinados em
relacdo a quantidade e ao tamanho das porcdes. Para melhorar a confiabilidade dos
dados, os pacientes foram avaliados com uma versdo validada em lingua
portuguesa do Exame do Estado Minimental. Sete a dez dias apds sua distribuicéo,
os formularios retornaram as participantes durante sua primeira visita subsequente,
programada para verificar a acuracia dos registros e completar as informacgdes
perdidas (122).

A analise da composicao de nutrientes foi realizada com o software Diet Pro,
versdao 4.0 (A.S. Sistemas, Brasil), ajustado para todos os bancos de dados
disponiveis com uma tabela de composicdo quimica para a comida brasileira. As
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participantes cujos registros indicaram o0 uso de suplementagdo contendo
macronutrientes foram excluidas desta analise (122).

Ap6s a entrada de dados dietéticos, ingestdes absolutas (mg) de
carboidratos, proteinas e lipidos foram calculadas individualmente. Ingestbes
absolutas foram convertidas em calorias relativas a partir destes macronutrientes em

relacdo ao total de calorias da dieta (122).

3.8 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

Na analise dos dados de farmacoterapia anti-hipertensiva, foi utilizado o
teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a distribuicdo normal dos dados a partir
de variaveis continuas na amostra total ou em uma abordagem intra-grupo. Foi
utilizado o teste t de Student para amostras pareadas para comparar os valores
médios das variaveis com distribuicdo normal, ao passo que foi utilizado teste de
Wilcoxon para comparacdo de valores médios de variaveis com distribuicdo nao
normal. Para fins ndo paramétricos, foi utilizado o teste qui-quadrado. Todas as
analises foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS®) para Windows (versdao 17.0). Um valor de p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo (97).

Na avaliacdo dos dados nutricionais, transformacfes logaritimicas foram
aplicadas a todos os valores de citocinas e a associacdo entre concentracfes de
citocinas log-transformadas com os niveis de ingestdo de macronutrientes foram
avaliados utilizando o teste de correlacdo de Pearson. Este mesmo teste foi utilizado
para a obtencdo de coeficientes de correlagdo entre citocinas e outras variaveis
continuas (idade, IMC, massa magra e massa gorda, ingestéo total de calorias) de
potenciais efeitos de confundimento. A associacdo entre titulos circulantes de
citocinas com a ingestdo de macronutrientes especificos foi ainda analisada
segregando participantes de acordo com tercis de ingestdo habitual encontrada na
amostra e utilizando a andlise de variancia para comparar as concentracdes log —
transformadas através de intervalos. Para as analises ANOVA, a significancia foi
definida como p < 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®) para Windows (versdo 17.0)

(122 e 123).
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Na avaliacdo de correlacdo entre mediadores inflamatérios e fatores de risco
aterosclerotico, foi considerada a utilizacdo de medicamentos para controle de
colesterol, controle glicémico e anti-hipertensivo pela populagcdo analisada. Para
testar se a natureza de varidveis paramétricas intercorrelacionadas afetou as
analises, um modelo de multiplas e simultaneas correlacdes foi utilizado para testar
a associacao entre parametros clinicos/metabdlicos e os niveis de citocinas, com
todos os ajustes de uma sO vez nos protocolos uni ou multivariados, o p- valor foi
considerado significativo apds um principio da corre¢cdo de Bonferroni para multiplos
testes com a mesma variavel dependente (nimero de testes = 10; a < 0,005). Estas
andlises foram conduzidas utilizando o software SAS v.9.2 (123).

Para a avaliacao de fendétipos da intolerancia a glicose e o diabetes mellitus
tipo 2 em mulheres idosas, a analise estatistica consistiu em caracterizar os dados
referentes & amostra por meio do calculo da média e do desvio-padrdao ou por
frequéncia relativa. Calculou-se a prevaléncia geral de intolerancia a glicose e o
diabetes em cada estrato (idade <65 anos e >65 anos, IMC <27 kg/m? e
> 27 kg/mz?, indice de conicidade < 1,25 e > 1,25), assim como a prevaléncia dos
genotipos de IL-6 e de TNF-a em cada estrato. Utilizou-se o teste do qui-quadrado
para identificacdo das diferencas de frequéncias entre estratos. Em seguida, foram
determinadas as razfes de prevaléncia (RP) relativas a intolerancia a glicose e ao
diabetes de forma dicotdmica nos estratos eleitos para estudo (estrato inferior =0 e
estrato superior = 1). Adicionalmente, foram criadas variaveis dummy para
comparacao entre estratos assumindo o estrato inferior como grupo de referéncia
(estrato inferior =0) e o0s outros estratos de cada variavel estudada para os
polimorfismos da IL-6 e TNF, sendo IL-6 (GG =0e GCe CC=1), TNF (GAe AA=0
e GG =1) e quando analisados os genes conjuntamente (GG para IL-6 e GA e AA
para TNF=0 e as demais combinacdes = 1). As diferencas foram observadas
através do teste de Mantel-Hanzel. Utilizou-se o intervalo de confianca de 95%. Os

dados foram analisados pelo programa estatistico Stata, verséo 7.0 (124).
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4. RESULTADOS

53



4. Resultados

4.1 PARTICIPANTES DO ESTUDO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Dados de um total de 110 pacientes admitidos no estudo foram incluidos
nas analises aqui apresentadas. As caracteristicas basais dos pacientes estao
resumidas na Tabela 2 e sdo consistentes com o esperado para uma amostra de
idosos hipertensos. O valor médio do IMC foi de 28,4 kg/m? o que esta dentro da
faixa clinicamente esperada para pacientes com sobrepeso (27-30 kg/m?). Valores
médios de triglicérides e de glicemia em jejum foram de 150,3 e 102,3 mg/dL,
respectivamente, indicando uma elevada prevaléncia de sindrome metabdlica no
grupo investigado, conforme critérios de consenso mundial. Por outro lado, os
niveis médios dos marcadores da funcdo renal e hepatica no soro estavam dentro
dos respectivos intervalos de normalidade. A Tabela 2 mostra também um notéavel
grau de homogeneidade na amostra em relacdo as caracteristicas clinicas e
laboratoriais, expresso por valores muito baixos de assimetria (skewness < 3,0) das
variaveis continuas.

Durante o periodo de terapia farmacologica, os sujeitos do estudo
apresentaram uma contagem absoluta de 189 episédios de prescricio de
medicamentos (cada principio ativo considerado como um episodio de prescri¢cao)
ao longo de 430 consultas médicas realizadas (2,5 + 1,6 consultas/paciente) As
maiores frequéncias modais de consultas foram de 2 e 3 visitas de retorno,
alcancando mais de 8 retornos em alguns casos. O numero de episédios de
prescricdo para se alcancar uma reducdo da PA variou de 1 a 4 diferentes anti-
hipertensivos/paciente ao dia (1,7 = 0,9 episédios de prescricdo/paciente).
Enquanto 45,4% (n=50) dos usudrios receberam prescricdo para um Unico
farmaco, 39,1% (n=43) receberam duas, enquanto 15,5% (n=17) receberam trés ou
guatro medicacdes simultaneamente. No presente estudo, diuréticos e

antagonistas do SRA foram as classes terapéuticas mais comumente prescritas,
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sendo utilizadas por 63,6% (n=70) e 55,5% (n=61) dos pacientes, respectivamente,
seguidos dos bloqueadores dos canais de calcio (24,5%; n=27) e dos bloqueadores
beta-adrenérgicos (20%; n=22). Entre o inicio da intervencédo e o seu desfecho, os
valores médios de PA sistolica diminuiram na ordem de 22,1 mm Hg (p < 0,001),

enquanto que a PA diastdlica (PAD) diminuiu em 8,8 mm Hg (p <0,001) (Tabela 2).

Tabela 2. Dados clinicos e bioquimicos da amostra estudada

Parédmetros Resultados (N=110)
Idade (anos) 68,1+6,0
IMC (kg/m?) 28,4+ 4,5
Relacao cintura quadril 0,87 £ 0,06
Glicemia em jejum (mg/dL) 102,3+ 14,0
Colesterol total (mg/dL) 217,4 + 40,6
Colesterol HDL (mg/dL) 55,0+8,7
Colesterol de LDL (mg/dL) 132,2 +37,8
Triglicerideos (mg/dL) 150,3 + 64,6
AST (U/l) 240+7,3
ALT (Ul 19,1+9,1
ALP (U/l) 176,4 + 63,9
Acido urico (mg/dL) 3,71+1,01
Clearence de creatinina (mL/min) 74,8 +21,3
Proteindria (mg/24h) 144,1 + 66,8
Sadio (mEg/L) 140,1+2,1
Potassio sérico (mEg/L) 4,29 +0,42
PAS pré tratamento (mmHg) 163,0 £ 20,6
PAD pré tratamento (mmHg) 92,5+12,2
PAS po6s tratamento (mmHg) 140,9+ 15,4
PAD pés tratamento (mmHg) 83,7+8,5
DM2 12,7

Dados expressos em valores médios + desvio padrdo, exceto para DM2 (em percentagem). Notas: ALP =
fosfatase alcalina; ALT = alanina aminotransaminase; AST = aspartato aminotransferase; IMC = indice de
massa corporal; PAD = pressao arterial diastdlica; DM2 = diabetes mellitus tipo 2; HDL lipoproteinas de alta
densidade =; LDL = lipoproteina de baixa densidade; PAS = pressao arterial sistolica.
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AVALIACAO DA PORCENTAGEM DE REDUCAO NA VARIACAO DA PRESSAO
ARTERIAL MEDIA (PAM)

Com relacdo a reducdo da PAM, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos presenca de reducao da PAM e auséncia de reducéo da PAM, com relacao
a: variacdo das citocinas IL-6, TFNA e INFG, variaveis bioquimicas como
lipidograma total, colesterol total, VLDL, HDL e LDL, TGO, TGP, &cido urico, bem
como para Idade e IMC (P>0,05; tabela 3).
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reducdo da PAM, comparados com o teste U de Mann-Whitney (P valores).

Tabela 3- Percentis 25, 50 (mediana) e 75, valores minimos e maximos dos grupos Presenca de reducdo da PAM e auséncia de

Presenca de redugdo da PAM média

Com queda da PAM (N=97; 88,18%)

Sem queda da PAM (N=11,82%)

Percentil Percentil Percentil Percentil

25 Mediana 75 Contagem Minimo Méaximo 25 Mediana 75 Contagem Minimo Méaximo P
DeltalL-6 -1 0 0 97 -53 20 0 0 13 -2 0 0,927
Delta -11 0 0 97 -822 34 0 0 0 13 -84 23
TNFA 0,225
Delta 0 0 0 97 -443 199 0 0 0 13 -14 59
IFNG 0,615
Idade 63 67 72 97 53 84 67 70 73 13 57 82 0,321
IMC 25,7 27,9 31,0 97 16,2 44,3 26,0 28,8 30,9 13 20,8 34,4 0,945
Lipideos 623,0 683,0 763,0 97 434,0 1038,0 626,0 675,0 798,0 13 418,0 886,0
totais 0,806
Colesterol 195,0 217,0 245,0 97 118,0 350,0 180,0 227,0 236,0 13 136,0 259,0
total 0,591
LDL 107,0 134,0 157,0 97 29,0 254,0 103,0 129,0 149,0 13 72,0 165,0 0,544
VLDL 22,0 29,0 33,0 97 9,0 79,0 14,0 30,0 39,0 13 12,0 66,0 0,781
HDL 49,0 56,0 61,0 97 35,0 82,0 52,0 53,0 56,0 13 39,0 67,0 0,650
Glicemia 91,0 100,0 112,0 97 76,0 133,0 93,0 95,0 105,0 13 77,0 125,0
em jejum 0,578
TGO 20,0 23,0 27,0 97 10,0 49,0 18,0 22,0 27,0 13 12,0 29,0 0,399
TGP 12,0 17,0 22,0 97 7,0 50,0 13,0 15,0 18,0 13 9,0 50,0 0,646
Acido 2,9 3,6 4,4 97 2,0 6,1 2,7 2,8 3,2 13 2,1 6,7 0,075
urico
Sédio 139,0 140,0 141,0 97 133,0 144,0 139,0 141,0 141,0 13 135,8 143,0 0,728
Potassio 4,0 4,3 45 97 3,3 55 4,1 4,4 4,6 13 3,9 4,9 0,257

57



pg/mil

4.2NIVEIS DE CITOCINAS APOS TRATAMENTO ANTI-HIPERTENSIVO

Os niveis basais de citocinas pré- e pos-tratamento encontram-se
resumidos na Figura 3. No desfecho, niveis circulantes de IL-6 e TNF-a mostraram
uma diminuicdo significativa de concentracao sérica (p < 0,01), considerando todos
os pacientes. Os niveis de IFNy no desfecho ndo foram diferentes daqueles

observados antes do tratamento.

(A) 50 | (B) 0 1©
p =0,006 p <0,001 p =0,611
T 40
30
30
20
20 -
| 10 — 10 e
_ $
0 0
Pré- Pos- Pré- Pos- Pré- Pos-

Figura 3. Os efeitos da terapia anti-hipertensiva personalizada sobre os niveis circulantes de IL6
(A), TNFa (B) e INFy (C) em uma andlise do grupo inteiro (n = 110). Os dados sdo expressos como
média + erro padrdo. Valores de p obtidos pelo teste de Wilcoxon. Abreviaturas: IFN, interferon; IL,

interleucina; TNF, fator de necrose tumoral; Pré-, antes da intervencéo; Pos-, apos a intervencao.

4.3 NIVEIS DE CITOCINAS CONFORME GRUPO FARMACOLOGICO

Devido a uma possivel associacdo entre a escolha medicamentosa e o
padrdao de resposta aos anti-hipertensivos e aos anti-inflamatorios, diferencas
pressoéricas entre usuarios e ndo usuarios das principais classes terapéuticas

avaliadas foram investigadas (Tabela 4).
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Esta andlise revelou que todas as caracteristicas de base dos individuos,
tais como os parametros clinicos e bioquimicos gerais, permaneceram
equiparaveis entre os diferentes bracos de tratamento e que as principais acdes de
intervenc@o empregadas produziram alteragfes pressoricas muito semelhantes em
termos de valores médios de PA. Além disso, esta abordagem revelou que apenas
usuérios de antagonistas do SRA e usuarios de diuréticos exibiram reducéo de IL-6
e TNF-a circulantes em magnitudes importantes em resposta ao tratamento, a
exemplo da reducdo observada quando toda a amostra foi analisada. J& o
tratamento com bloqueadores de canais de calcio ou com bloqueadores dos
receptores [-adrenérgicos nao evidenciou tendéncia de reducdo semelhante.
Diferencas nos niveis de IFN-y permaneceram nao significativas apesar desta

etapa analitica.
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Tabela 4. Efeitos da terapia medicamentosa anti-hipertensiva personalizada sobre os niveis de IL6, TNFa e IFNy

circulantes, comparando usuarios e nao-usuarios das classes anti-hipertensivas mais comuns.

IL-6 (pg/mL) TNF-a (pg/mL) INF-y (pg/mL)

Classes de medicamentos Condicdo (n) Baseline desfecho Baseline desfecho Baseline desfecho
Antagonistas do SRA usuarios (61) 1,6+0,5 1,0+0,4 21,1+9,9 43+1,3° 16,5+7,8 149+ 4,3

nao-usuarios (49) 24+1,3 0,3+0,2° 428+205 21+09° 28,5+ 15,3 35+1,7
Diuréticos usuarios (70) 26+1,0 0,9 +0,4° 40,7 + 16,6 4,2 +1,2° 22,8 +10,8 7,3+3,2

nao-usuarios (40) 0,7+0,2 0,3+0,2 13,4+3,5 1,9+0,9° 20,2+ 11,7 142+4,1
Blogueadores de canais de usuérios (27) 15+07 06+04  364+303 16+1,3 1207 50+27
ca*

nao-usuarios (83) 2,1+0,8 0,7+0,3? 28,9+ 10,2 3,9+1,0° 28,6 + 10,6 11,4+£3,2
Bloqueadores (-adrenérgicos usuarios (22) 0,6 +0,3 1,0£0,6 11,3+4,2 6,0+ 2,7 43,9+ 27,7 16,2+9,7

nao-usuarios (88) 2,3+0,8 0,6 +0,3% 356+13,7 2,7+0,8° 16,4+7,3 8,2+21

Notas: Dados expressos em média + erro padrdo. Valores de P obtidos com o teste de Wilcoxon. Sendo: * P<0.05 ; # P<0.005 ; 1
P<0.001 .

Abreviaturas: IFN , interferon ; IL , interleucina ; n, nimero ; SRA , sistema renina-angiotensina ; TNF, fator de necrose tumoral
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5. Discusséao

Neste estudo, observa-se que o padrdao de uso de medicamentos foi
consistente com a pratica médica brasileira, com uma tendéncia de reproduzir a
atencdo médica direcionada aos idosos hipertensos em tratamento no Sistema
Unico de Satde (SUS)(125). Usando este protocolo, os resultados sugerem que o
tratamento anti-hipertensivo de curto prazo clinicamente guiado parece ser eficaz
em reverter o estado pro-inflamatoério de baixo grau de citocinas séricas, observado
em mulheres idosas com diferentes distirbios metabdlicos (126).

O resultado mais interessante obtido nesta andlise foi a auséncia de um
efeito de reducdo dos niveis destas citocinas com o uso de bloqueadores de [3-
adrenérgicos, apesar da evidéncia experimental em favor de tal agdo. Tomados em
conjunto, os resultados obtidos pelo presente trabalho fornecem evidéncia de que
as classes farmacéuticas de bloqueadores de canais de Ca** e de bloqueadores B-
adrenérgicos, por si sO, nao produzem efeito anti-inflamatorio. Entretanto os
achados desta analise ndo excluem propriedades anti-inflamatoérias destas classes
de medicamentos por meios alheios aos que envolvam modulacdo negativa das
citocinas circulantes, ou até mesmo por este mecanismo, mas com uma magnitude
de efeito ndo tdo intensa quanta aquela induzida por antagonistas do SRA e por
diuréticos, nas condi¢cdes em que este estudo foi realizado.

Os diuréticos, em relacdo aos quais ndo se esperava reducao dos niveis
de citocinas, produziram uma reducao acentuada nos niveis séricos de IL-6 e TNF-
a. Os nossos resultados provavelmente ndo derivam de uma sobreposicao entre o
uso de diuréticos e o uso de antagonistas do SRA, jA que a prescricao
concomitante de ambas as classes foi observada em apenas 28,8% (n=31) de
todos os casos. Com base em testes de qui-quadrado, pode-se concluir que estas
classes de medicamentos apresentaram uma distribuicdo desigual e excludente
entre as mulheres idosas, ja que 79,6 % das ndo-usuarias de antagonistas do SRA
foram usuéarias de diuréticos, enquanto que 79,6% das nao usuarias de

antagonistas de SRA foram usuarias de diuréticos e 75% das nao usuarias de
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diuréticos foram usuérias de antagonistas de SRA (x?=9,72 ; P = 0,002). Este efeito
contra-intuitivo dos diuréticos ndo € inteiramente surpreendente, uma vez que estes
dados corroboram uma pequena parcela das evidéncias da literatura, nas quais um
diurético de alca, assim como um diurético poupador de potassio atenuaram 0s
niveis das mesmas citocinas pré-inflamatérias consideradas aqui (127 e 128).
Embora o mecanismo anti-inflamatério exato dos diuréticos permaneca
desconhecido, os dados obtidos neste trabalho dao suporte os beneficios extra-
cardiacos, assim como todas as opc¢des de tratamento medicamentoso utilizados
neste estudo foram associadas com uma reducao significativa tanto em PA sistdlica
guanto diastdlica que, se eficiente por si sO, proporcionaria uma reducdo de
citocinas semelhante ao tratamento com todas as outras classes de drogas.
Portanto, a reducdo nos niveis de IL-6 e TNF-a pode ndo estar relacionada
unicamente ao alivio biomecéanico de barorreceptores periféricos tal como descrito
na literatura para niveis de IFN-y (129).

Um resultado intrigante obtido neste trabalho foi o efeito ndo significativo
do tratamento com antagonistas de SRA nos niveis séricos de IL-6. Embora
estudos epidemiologicos tenham relatado uma correlagdo inversa entre a IL-6 e
envelhecimento bem sucedido (130 e 131), € provavel que a IL-6 atue como um
marcador substituto de TNF-a, pois a producdo destas duas citocinas esta
intimamente relacionada (TNF-a induz producéo de IL-6) (132), e também porque o
TNF-a local ndo escapa prontamente para a corrente sanguinea e apenas
gradualmente aumenta com a progressdo do envelhecimento patologico (133 e
134).Além disso, embora a IL-6 seja frequentemente classificada como pro-
inflamatoria, ela também pode apresentar importantes propriedades anti-
inflamatorias sensiveis ao seu contexto, incluindo a inibicdo da transcricdo do gene
do TNF-a (135) que sdo mais proeminentes na auséncia de expressao de TNF-a
(136).

Apesar de que os achados deste estudo apontam para uma reducao nos
niveis de citocinas pré-inflamatérias avaliadas, ao se avaliar a reducdo da presséo

arterial média ndo houve diferenca estatistica entre os niveis destas citocinas pré-
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inflamatoérias antes e apds a intervencao farmacologica, tanto no grupo com queda
da PA, quanto no grupo sem queda na PA. Apesar de que ha evidéncias na
literatura (68 a 71) de que hipertensdo priméaria esta associada aos marcadores
bioguimicos proé-inflamatérios proteina C reativa IL-6 e TNF-a, os dados do
presente estudo mostraram que o tratamento anti-hipertensivo néo interferiu no
processo inflamatoério por meio de vias em que as citocinas pro-inflamatoérias IL-6,
INF-y e TNF-a participam. Desta forma, sugere-se que este mecanismo precisa ser
mais bem estudado, com a avaliagdo de um maior espectro de citocinas pro-
inflamatdrias, que possam estar envolvidas com a hipertenséo.

O presente estudo tem algumas limitagbes. Em primeiro lugar, o tempo
(nimero e frequéncia de consultas) e a dosagem (quantidade e frequéncia do
consumo de drogas) de qualquer intervencdo medicamentosa podem ter um
grande impacto sobre a determinacdo de respostas inflamatorias agudas, e as
presentes andlises ndo foram controladas para tais variaveis. Assim, essas
interferéncias ndo podem ser descartadas. Em segundo lugar, o pequeno namero
de individuos, principalmente em analises que envolvam segregacdo, pode ter
limitado a habilidade de determinar diferencas em niveis dos biomarcadores de
desfechos clinicos. Em terceiro lugar, uma vez que o estudo foi realizado com uma
série de pacientes do sexo feminino, ndo se sugere a extrapolacdo direta das
conclusdes deste trabalho para individuos do sexo masculino, devido a variacbes
substanciais relacionadas ao género nos niveis de citocinas estimuladas (137 e
138). Por fim, devido ao estudo ter tido o objetivo de avaliar a resposta de curto
prazo a farmacoterapia anti-hipertensiva, as intervencdes foram realizadas
baseadas no pressuposto de que a maioria dos tratamentos ndo alcancaria
desfechos 6timos, o que pode ter limitado a extensdo do efeito de reducédo das
citocinas observado a presente analise. No entanto, acredita-se que este estudo
reproduz o cenario atual das préaticas de manejo da hipertensao arterial sistémica
em nosso pais e no exterior, onde o controle sub-6timo é muitas vezes o melhor

resultado possivel de se atingir.
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Paula e colaboradores (122) mostraram que a distribuicdo de todos os
titulos de interleucina em idosas foi ndo gaussiana, mas razoavelmente bem
normalizadas (skewness <1) por uma transformacdo em logl0. Estes autores
mostraram que a alta ingestdo de colesterol e de &cidos graxos saturados esta
correlacionada com o0 aumento dos niveis circulantes de citocinas pré-inflamatérias,
especialmente IL-6, em idosas hipertensas. Estes resultados sugerem que € uma
dieta pré-aterogénica pode aumentar o risco de doencas cronicas relacionadas a
idade, como por exemplo, a hipertensdo, uma vez que pode haver uma
contribuicdo subclinica para um estado de inflamacéo sistémica.

Ferreira e colaboradores (124) sugerem que a presenca do alelo A do SNP
-308 G > A de TNF-a per se predispde a ocorréncia dos disturbios glicémicos de
modo sensivel ao contexto, tendo em vista que os fenoétipos da intolerancia a
glicose e do diabetes tipo 2 ndo se mostraram influenciar por quaisquer dos
genotipos em estudo entre portadores de IMC compativel com obesidade.

Pires e colaboradores (123) mostraram que uma relativamente fraca
associacao, ainda significativa, entre niveis de IL-12 e importantes fatores de risco
classicos para doenca cardiovascular, independentemente de fatores de
confundimento comuns em estudos imunogerontolégicos (idade, antropometria,
uso de agentes terapéuticos) e influéncia devido a heterogeneidade genética
(composicéo ancestral misturada). Estes resultados apontam que é importante que
se continue estudando a correlacdo entre o estado inflamatério em pacientes
idosas e o risco de desenvolvimento de doencas cronicas relacionadas a idade, tais

como aterosclerose e hipertensao arterial.

65



6.CONCLUSAO

66



6. Conclusao

Este estudo revelou que a implementacao da terapia medicamentosa anti-
hipertensiva preconizada pelas diretrizes brasileiras atenua significativamente os
niveis séricos dos mediadores pré-inflamatérios mais relevantes relacionados com
o inflammaging, com efeitos indetectaveis sobre outros mediadores envolvidos em
menor extensdo neste fendmeno. Neste sentido, os dados obtidos com presente
estudo suportam efeitos beneficios anti-inflamatérios extra-cardiacos da terapia
medicamentosa anti-hipertensiva em idosos. Os nossos resultados também
sugerem que o sistema renina-angiotensina provavelmente desempenhe um papel
importante neste estado de hiperestimulacdo do sistema imunolégico no
envelhecimento, encorajando uma investigacdo mais aprofundada sobre esta via,
assim como de possiveis moduladores do inflammaging, especialmente em uma
populacdo com alta prevaléncia de sindrome metabdlica (139). O conjunto dos
dados apresentados nesta tese mostra que, mesmo apos normalizacdo da pressao
arterial, individuos hipertensos permanecem com um risco aumentado de sofrerem
eventos coronarianos em comparacdo com 0s hao hipertensos (140 e 141).
Controle equivalente da PA por diferentes regimes terapéuticos resultou em
distintas incidéncias de eventos cardiovasculares e de suas complicacdes (142 e
143). Evidéncias como essas tém reforcado o conceito de que a presséo arterial
elevada é na verdade apenas mais um elemento da sindrome hipertensiva.

Por meio de mecanismos moleculares e hemodinamicos, a hipertensao
esta fortemente associada com a atividade anti-inflamatoria sistémica. Este efeito
tem um importante papel na aterogénese e pode estar ligado a um alto risco
persistente de eventos cardiovasculares em individuos hipertensos com baixo
controle efetivo da PA. Até o momento, pouco se sabe sobre o impacto das
diferentes terapias anti-hipertensivas sobre a atividade inflamatéria sistémica.
Neste contexto, o objetivo deste estudo foi comprar em um modelo da “vida real” o
efeito anti-inflamatério de diferentes tratamentos anti-hipertensivos. Os achados

desta tese abrem portas para a discussédo sobre o quéo diferente os tratamentos
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anti-hipertensivos podem ser, mesmo quando eles obtém semelhantes controles da
pressao arterial. Mas uma vez que a associacdo ndo necessariamente indica a
causa, e para determinar se a associacdo observada aqui ndo constitui mero
achado incidental, sugere-se que esta relagcdo seja posteriormente avaliada
utilizando outros desenhos experimentais, tais como intervencbes guiadas por
diretrizes internacionais de politicas publicas e/ou com amostras maiores, desde
gue os estratos de idade e sexo empregados sejam comparaveis e que a
diversidade de opc¢des medicamentosas seja considerada. Os efeitos de outros
mediadores do inflammaging assim como de fatores associados (a exemplo
daqueles envolvidos com a endocrinossenescéncia) também devem ser
considerados nestes pacientes.

Paula e colaboradores (122) mostraram que a alta ingestdo de colesterol
total e de acidos graxos parece estar relacionada com o0s niveis circulantes
aumentados de IL-8. Outros mediadores imunes ndo mostraram correlacdo com as
ingestdes analisadas neste trabalho. Estes achados sugerem que um mecanismo
pelo qual um padrdo de ingestdo pro-aterogénico pode aumentar o risco de
aparecimento de doencas cronicas relacionadas com a idade por uma contribuicao
de inflamacé&o sistémica subclinica.

Ferreira e colaboradores (124) constataram que a intolerancia a glicose e
ao diabetes ocorreu em 27,6 e 16,8% de todos 0s casos investigados,
respectivamente. Verificou-se também que a prevaléncia de intolerancia a glicose e
do diabetes n&o diferiu entre os estratos criados conforme idade, indice de
conicidade ou genotipos de IL-6 ou TNF-a. Todavia, diferiu entre estratos de IMC
(p =0,031), tendo a prevaléncia de intolerancia a glicose e do diabetes sido
significativamente maior no estrato superior a 27 kg/m2. Estes autores concluiram
gue a andlise ndo ajustada para genaétipos revelou que idosas com IMC elevado
apresentaram risco 1,71 e 2,82 vezes maior para intolerancia a glicose e o
diabetes, respectivamente, enquanto faixa etaria e indice de conicidade nao
apresentaram qualquer valor preditivo. Para além dessa associacdo, os resultados

do presente artigo sugerem que a presenca do alelo A do SNP -308 G > A de TNF-
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a per se predispbe a ocorréncia dos disturbios glicémicos de modo sensivel ao
contexto, tendo em vista que os fendtipos da intoleréncia a glicose e do diabetes
tipo 2 ndo se mostraram influenciar por quaisquer dos genétipos em estudo entre
portadores de IMC compativel com obesidade.

Pires e colaboradores (123) mostraram que as concentragdes circulantes
de IL-8 e IL-12 aumentam com importantes fatores de risco vascular, como
glicemia em jejum e VLDL-c, independentemente da idade, origem étnica, estrato
de IMC ou uso de drogas terapéuticas. Elucidar os mecanismos pelos quais os
mediadores imunes interagem diretamente ou ndo com metabdlitos € a chave para
a obtencdo de um melhor entendimento sobre os efeitos endocrinos da resposta
imune no organismo em envelhecimento e provavelmente proporcione
oportunidades para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a

aterosclerose.
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FICHA CLINICA/ANAMNESE

1. Identificacdo:

2. Etnia auto-referida: [ Branca [] Parda [ Negra []india G P A

3. Tempo de Consulta Médica

min.

4. Historia da Doencga Atual:

Idade

anos

Peso Kg

1 Hipertenséo Arterial

[] Osteoartrite

[ Insuficiéncia Cardiaca

[ Diabetes

1 Osteoporose

[0 Asma

7 Incontinéncia Urinéaria

"1 Depresséo

"1 Doenca Tireoidiana

1 Doenga de Chagas T AVE 1 Distarbios Circulatérios
1 Catarata 1CA 1 Tu Benigno
1 Outros

5. Histdria Patoldgica Pregressa:

1 Cancer "1 Doenca Tireoidiana
1 Tu Benigno "1 Asma
1 Catarata "1 Complicagdo Gestacional

1 Infecgdes — qual(is)?

"1 Complicagéo Puerperal

] Outros:

1 Cirurgia(s) — qual(is)?

6. Histéria Familiar:

1 Doenca Tireoidiana

] Osteoporose

1 Diabetes 1 Etilismo
1 Cardiopatia 1 Asma
1 HAS 1CA
1TAVE 1AM

7. Historia Social Atual:

0 Fumo

[] Sedentarismo

(] Ins6nia

[] Etilismo

[1 Outros:

8. Habitos Urinarios:

Frequéncia diurna -

Freqiiéncia noturna -

9. Exame Fisico:

ACV

Fc:

AR
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ABD

MMSI

Outros:

Meédico

DATA:

94



Anexo 3

Ficha de Presséo Arterial
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FICHA DE PRESSAO ARTERIAL

Observagdes Importantes:

% Deveré ser realizada uma medida da pressdo arterial em cada membro (MD e ME)

tanto na posicao ortostatica quanto na posicao sentada.

% Valores de pressdo arterial diastolica com diferencas acima de 5mmHg deverao ser

reaferidas.

% A paciente deverd ser informada sobre a normalidade de se realizar as varias

medidas de presséo arterial antes de se iniciar o procedimento.

Posicdo sentada

Membro Direito (MD)

PA Sistolica mmHg
PA Diastolica mmHg
Membro Esquerdo (ME)

PA Sistdlica mmHg
PA Diastolica mmHg

Membro Direito e Membro Esquerdo
(Preencher em caso de PA diastélica com diferenca
maior que 5mmHg entre os membros)

PA Diastolica MD mmHg
PA Diastolica ME mmHg
Posicao ortostatica

Membro Direito (MD)

PA Sistélica mmHg
PA Diastolica mmHg
Membro Esquerdo (ME)

PA Sistélica mmHg
PA Diastolica mmHg

Membro Direito e Membro Esquerdo
(Preencher em caso de PA diastolica com diferenca
maior que 5SmmHg entre os membros)

PA Diast6lica MD mmHg
PA Diastolica ME mmHg

Valores de referéncia adotados:

Normal:

<130mmHg Sistolica e < 85mmHg Distolica

Limitrofe:
130-139mmHg Sistolica e
85-89mmHg Diastolica

Hipertensao:

>140mmHg Sistolica e >X90mmHg Diastdlica

Resultados:

Hipotensdo: [ Sistélica [ Diastdlica
PA Normal: (] Sistélica [] Diastolica
PA Limitrofe: [J Sistolica [ Diastolica
PA Elevada: [ Sistélica [] Diastolica
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FICHA DE AVALIACAO FARMACOLOGICA

Entrevistador:
Data: / /
Paciente:
Nome Nome Via Dose Frequéncia Forma Como ingere | Tempo de | Horario de Formade RAM* Prescricdo
genérico comercial diaria farmacéuti | medicamento | utilizacdo utilizacéo aguisicao médica

ca

* reacao adversa medicamentosa




PRINCIPIO

UTILIZA

DOSE | POSOLOGIA DESDE
ATIVO QUANDO
OBSERVACOES: LEGENDA:
M - MANTIDO A — ALTERADA DOSE OU POSOLOGIA
S —SUSPENSO I - INCLUSAO
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Universidade Catoélica de Brasilia

Pro-Reitoria de P6s-Graduacgéo e Pesquisa

Programa de Pés-Graduacgéo Stricto Sensu em Gerontologia

GUIA DE SOLICITACAO DE EXAMES

Paciente:

Prontuério n°

1 Hemograma (contagem global e 1 Sodio
diferencial, hemoglobina, VCM e
sedimentacao de eritrcitos)

1 Glicemia de jejum "1 Potassio

] Lipidograma 1 Acido Urico

TGO 1 Proteinuria

TGP "1 Depuracao de creatinina
1 Fosfatase alcalina "1 Urina tipo 1 EAS (Elementos

Anormais e Sedimentos)

] todos exames listados acima

Brasilia, de de 20

Assinatura do médico

Pesquisador responsavel: Prof. Clayton Franco Moraes

Guia de solicitacéo de exames

Pré-Reitoria de Pés-G[aduagéo e Pesquisa — Mestrado em Gerontologia claytonf@ucb.br
EPCT Q.S.7, lote 1 - Aguas Claras - sala B-105 A/B Fone: 0xx61 3356-9693
CEP: 72030-170 - Brasilia— DF Fax: 0xx61 3356-3010
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Objective: To test the hypothesis that antihypertensive drug therapy produces anti-inflammatory
effects in clinical practice, this study investigated circulating levels of selected proinflammatory
mediators (interleukin-6 [IL-6], tumor necrosis factor-alpha [TNF-a], and interferon-y [INF-y]) in
response to multivariate drug directions for blood pressure (BP) control.

Methods: Prospective study involving 110 hypertensive, community-dwelling older women
with different metabolic disorders. A short-term BP-lowering drug therapy was conducted
according to current Brazilian guidelines on hypertension, and basal cytokine levels were
measured before and after intervention.

Results: Interventions were found to represent current hypertension-management practices
in Brazil and corresponded to a significant reduction in systolic and diastolic BP levels in a
whole-group analysis, as well as when users and nonusers of the most common therapeutic
classes were considered separately. Considering all patients, mean IL-6 and TNF-a levels
showed a significant decrease in circulating concentrations (P 0.01) at the endpoint
compared with baseline, whereas the mean INF-y level was not significantly different from
baseline values. In separate analyses, only users of antagonists of the renin—angiotensin
system and users of diuretics exhibited the same significant treatment-induced reduction in
serum IL-6 and TNF-a observed in the whole group.

Conclusion: Our data demonstrates that a clinically guided antihypertensive treatment is
effective in reversing the low-grade proinflammatory state of serum cytokines found in post-
menopausal women and support extracardiac benetits from diuretics and renin—angiotensin
system antagonists.

Keywords: renin—angiotensin system, cytokine, hypertension, drug therapy, guidelines,
inflammation

Introduction

Angiotensin II, the active principle of the renin—angiotensin system (RAS), in addition to
playing a role in the regulation of blood pressu S (BP), shows key proinflammatory effects
upon stimulation of its type 1 receptor (AT|R). ™ Furthermore, sympathoexcita-tion and its
catecholamine products also ¢xhibit proinflammatory effects attributable to B1-
adrenoceptor—triggered pathways.” Thus, enhanced sympathetic and RAS activities, often
present in hypertension and diabetes, are important determinants of enq‘osthelial dysfunction
and complications concerning the contribution of immune mediators. ™ RAS antagonistg
have proven to reverse both systemic  and site-specific (hepatic,” lung, and vascular,

among others) inflammatory phenotypes in in vivo and in vitro models. Anti-inflammatory
effects of these antagonists include blocking the ATR-mediated activation of nuclear factor
kappa B, a transcriptional activator of proinflammatory cytokines,

DF 70910-900, Brazil
Tel +55 61 3307 2520

Email nobrega@pg.cnpq.br

submit your manuscript
Dove;

http

Clinical Interventions in Aging 2015:10 209-215 209
@Ie 0 et al. This work is published by Dove Medical Press Limited, and licensed under Creative Commons Attribution — Non Commercial (unported, v3.0)
e full terms of the License are available at http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/. Non-commercial uses of the work are permitted without any further
permission from Dove Medical Press Limited, provided the work is properly attributed. Permissions beyond the scope of the License are administered by Dove Medical Press Limited. Information on
how to request permission may be found at: http://www.dovepress.com/permissions.php

103



Toledo et a

Dove

such as interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a), and/or upregulation of its inhibitor, IKB. = There-
fore, selective B1-adrenoceptor blockers result in suppression
of norepinephrine-triggered inflammation and preferential 32-
adrenoceptor stimulation by endogenous epinephrine, with
reduction in proinflammatory cytokine release.

However, the clinical importance of these findings should
be assessed with caution. Studies with human subjects are
usually designed to produce conclusions from standardized,
monotherapeutical procedures to all patients and do not usu-
ally follow the paradigm of clinical care, in which a tailored
drug therapy takes into account a constellation of comor-
bidities, risk factors, target organ injuries, and adverse drug
reactions in addition to BP levels. Concerning the elderly
population, although investigations under standard conditions
may provide valuable guidance to assist patients in regular
circumstances, these assessments often neglect important
interactions that may yield results at odds with experimen-tal
data. Our perspective relies on the assumption that an
unorthodox test employing distinct, customized antihyperten-
sive therapies based on a modern health-management policy
would help test how effectively changes in the inflammatory
profile could be observed in clinical practice.

In view of the foregoing and considering that the aging
process is characterized by latent, overactive innate immune
elements that contribute to a number of age-associated
diseases, = we examined the response of circulating cytokine
levels to short-term, customized antihypertensive pharmaco-
therapy, following current directives on treatment of systemic
arterial hypertension, prescribed to a subset of the Prognosis
and Therapeutics in Geriatrics Project from Brasilia, Brazil.

Materials and methods
Sudy and subjects

A prospective study was conducted using data obtained from
community-dwelling, female outpatients from the urban
outskirts of Brasilia, the city capital of Brazil, aged 60 years
or older and enrolled in a Catholic University of Brasilia
project to undertake screening and intervention to prevent
atherosclerotic disorders. Our protocols were approved by the
Institutional Review Board of the Catholic University of
Brasilia. Participation was voluntary, and written informed
consent was obtained from all participants in accordance with
the Declaration of Helsinki.

Admission procedures

For admission to this study, each subject was required to
undergo an initial evaluation of biochemical, anthropometric,

and clinical parameters. Hypertension was deﬁne% according
to the IV Brazilian Guidelines on the disease, which do
not deviate from international standards. Only hypertensive
patients diagnosed in 2005, confirmed in 2006/2007 and who
did not benefit from BP lowering with prior antihypertensive
therapies were included. BP was measured after a resting
period of 10 minutes, and values for each subject were the
mean of at least two physician-obtained assessments. For the
present investigation, held in 2009, the initial BP assessment
was performed in both upper limbs, and if a difference was
noticed, the higher-pressure arm was used for obtainment of
all future BP measures. Patients with confirmed systemic
hypertension were eligible for the study. Prior or current use
of antihypertensive medication on admission accounted to the
diagnostic procedure.

Body mass index (BMI; kg/m?) and waist-to-hip circum-
ference ratio (centimeters of waist/centimeters of hip) was
assessed for each patient. Body weight was measured to the
nearest 0.1 kg, with participants wearing light clothes, and
height to the nearest 0.1 cm without shoes. Waist circumfer-
ence was measured midway between the lower costal margin
and iliac crest, and hip circumference was measured at the
maximum width over the greater trochanters.

Laboratory evaluation included serum renal (uric acid
and creatinine) and liver (aspartate aminotransferase, ala-
nine aminotransaminase, and alkaline phosphatase) tests.
Creatinine clearance was estimated usingl perum creatinine
as described by Cockcroft and Gault.* Fasting serum
levels of glucose and lipids (triglycerides, total
cholesterol, and high-density lipoprotein cholesterol) were
also obtained as metabolic markers. Low-density
lipoprotein cholesterol was calculated according to
Friedewald’s formula.”” All tests were performed in the
same laboratory certified by the Accreditation Program of
Clinical Laboratories of the Brazilian Society of Clinical
Pathology, with reagents from Boehringer Mannheim
(Germany). Serum levels of sodium and potassium were
determined by flame photom-etry using ion-specific
probes (Celm ; Barueri, SP, Brazil). Proteinuria was
determined by an immunonephelometric assay (Bering ;
Marburg, Germany) using a 24-hour urine collection.

Cases of secondary or malignant hypertension as well as
clinical history of arrhythmia, coronary disease, or stroke
within the previous 12 months were excluded. Other exclu-
sion criteria were serum levels of kidney or liver markers
compatible with abnormal organ function, uncontrolled type
2 diabetes mellitus and/or signs of current inflammation,
infection, or malignancies. Active type 2 diabetes mellitus
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was characterized by fasting blood glucose 126 mg/dL
despite the use of insulin or oral antidiabetes drugs.

Follow-up clinical procedures

The pharmacological intervention was freely chosen by the
physician within the boundaries of the IV Brazilian Guide-
lines on Systemic Arterial Hypertension, which recommend
that patients receive maintenance treatment with single or
combined drug therapy based on the following drug classes:
diuretics, beta blockers, angiotensin-converting enzyme
inhibitors, and calcium-channel and AT|R antagonists. Each
drug therapy preferably started with the minimum effective
daily dose regimen, except for when a prior, ineffective regi-
men was already in the clinical records of the patient. Two
weeks were required before increasing any dose, substituting
the active principle, or switching to a combined drug therapy.
Whenever clinically appropriate, diuretics were introduced as
first-line treatment, followed by angiotensin-converting
enzyme inhibitors or AT R antagonists, herein referred to as
RAS antagonists. All treatments were intended to be orally
effective, to preserve the patient’s quality of life, and to
consider socioeconomic and health conditions. Instructions on
how to obtain drugs from the public health system were
constantly provided.

For this study, the endpoint for clinical intervention
was when any reduction in systolic BP was observed
between baseline and a minimum of two consecutive visits
under any dosage regimen. All interventions were
conducted in a blinded fashion by the practitioners.

Cytokine quantification

For the measurement of immune mediators, whole-blood sam-
ples were drawn in the morning (between 8:00 and 9:30 am) into
endotoxin-free tubes at two time points: on admission to the
protocol and at the endpoint of treatment. Serum was separated
from clotted whole blood within 1 hour of collection and stored
in aliquots at -80°C until the processing day, when samples were
analyzed in batches using specific enzyme-linked immu-
nosorbent assay kits (eBioscience, San Diego, CA, USA) and
processed in duplicate. The minimum detectable doses were
experimentally determined as 1.0 pg/mL, 1.6 pg/mL, and 2.0
pg/mL for IL-6, TNF-a, and IFN-y, respectively. The
measurements of all cytokines resulted in mean intra-assay
coefficients of variation below 5%.

Satistical procedures

The Kolmogorov—Smirnov test was employed to assess
normal distribution of data from continuous variables in a

whole-sample or in a within-group approach. The paired
Student’s t-test was used to compare the means of
normally distributed variables, whereas the two-related-
samples Wilcoxon test was used to compare the means for
nonnormal distribution across baseline and endpoint. For
nonparametric purposes, the chi-square test was used. All
analyses were per-formed using the Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS ) for Windows (version 17.0).
A P-value 0.05 was considered statistically significant.

Results

Clinical outcomes

A total of 110 patients completed the study. The baseline
characteristics of the patients are summarized in Table 1 and are
consistent with those expected 2for an elderly hypertensive
sample. Mean BMI was 28.4 kg/m”, which is within the clini-cal
range for overweight (27-30 kg/m”). Mean fasting triglyc-eride
and glucose levels were 150.3 mg/dL and 102.3 mg/dL,
respectively, indicating an increased prevalenc%of metabolic
syndrome according to worldwide consensus.  Conversely,
mean levels of all serum renal and liver functional markers were
within the normal range. Table 1 also shows a remark-able
degree of homogeneity in the sample regarding clinical

Table 1 Clinical and biochemica data of the study population

Parameters Subjects (n=110)
Acge (years) 68.1+6.0
BMI (kgm?) 28.4+45
Waist-to-hip ratio 0.87+0.06
Fasting gucose (mg/dL) 102.3+14.0
Totd cholesterol (mg/dL) 217.4+40.6
HDL cholesterol (mg/dL) 55.0+8.7
LDL cholesterol (mg/dL) 132.2+37.8
Trigycerides (mg/dL) 150.3+64.6
AST (UL 240473
ALT (U/L) 19.1+9.1
ALP (U/L) 176.4+63.9
Uric acid (mg/dL) 3.71+1.01
Creatinine clearance (mL/min) 74.8+213
Proteinuria (mg/24 h) 144.1+66.8
Serum sodium (MEg/L) 140.1+21
Serum potassium (mEgy/L) 4.29+0.42
Baseline SBP (mmHg) 163.0+20.6
Baseline DBP (mmHg) 925+12.2
Endpoint SBP (mmHg) 140.9+15.4
Endpoint DBP (mmHg) 83.7+85

DM2 127

Note: Data expressed as mean + standard deviation, except for DM2 (as
percentage). Abbreviations: ALP, akaine phosphatase; ALT, aanine
aminotransaminase; AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; DBP,
diastolic blood pressure; DM2, type 2 diabetes mellitus, HDL, high-density
lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; n, number; SBP, systolic blood pressure.
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and laboratory characteristics, expressed as low skewness
values ( 3.0) of the continuous variables.

During drug therapy, the study subjects had an absolute
count of 189 episodes of drug prescription (each individual
agent considered as one episode) throughout 430 medical
appointments (2.5+1.6 appointments/patient). The highest
modal frequencies of appointments were two and three
returning visits, reaching up to eight returns in a few cases.
The number of prescription episodes to achieve BP reduction
ranged from one to four different antihypertensive agents/
patient per day (1.7+0.9 prescription episodes/patient). While
45.4% (n=50) of the users received a prescription for one
single drug, 39.1% (n=43) received two and 15.5% (n=17)
received three or four medications simultaneously. In our
study, diuretics and RAS antagonists were the most common
therapeutic classes, being used by 63.6% (n=70) and 55.5%
(n=61) of the patients, followed by calcium-channel block-ers
(24.5%; n=27) and P-adrenergic blockers (20%; n=22).
Between baseline and endpoint, mean systolic BP decreased
22.1 mmHg (P 0.001) and mean diastolic BP decreased 8.8
mmHg (P 0.001) (Table 1).

Association of cytokine levels
with antihypertensive response

Pretreatment and posttreatment basal cytokine levels are sum-
marized in Figure 1. At endpoint, mean IL-6 and TNF-a lev-
els showed a significant decrease in circulating concentration
(P 0.01) considering all patients. IFN-y levels at endpoint
were not different from baseline. Due to a possible associa-
tion between drug choices and the pattern of antihypertensive

A B

y 5(
P=0.006
) T 44
a 3
E
o)
o 2(
]
al q 14
0 0
Baseline Endpoint

Baseline Endpoint

and anti-inflammatory responses, differences between users
and nonusers of the therapeutic classes were investigated
(Table 2). This analysis revealed that all baseline character-
istics, such as clinical and biochemical parameters, remained
well matched between groups and that the main intervention
regimens employed could produce very similar changes in
mean BP levels, with average systolic BP, which was mod-
erately hypertensive (160-179 mmHg) at baseline, dropping
to a mild hypertensive state (140-159 mmHg)] in all thera-
peutic scenarios. Furthermore, this approach revealed that
only users of RAS antagonists and users of diuretics
exhibited a magnitude of treatment-induced reduction in
circulating IL-6 and TNF-a similar to that observed in the
whole group, whereas treatment with blockers of either
calcium-channel or B-adrenergic receptors failed to parallel
the general trend. Differences in IFN-y levels remained not
apparent in spite of this analytical step.

Discussion

In order to assess whether a circulating cytokine-reducing
effect was likely to result from hypertension management
practices in current clinical practice, the present study inves-
tigated a possible anti-inflammatory response in patients
receiving different drug prescriptions within the norms of a
nationwide (Brazilian) consensus on treatment of systemic
arterial hypertension. In this study, the pattern of drug usage
achieved was consistent with the routine on hypertension
management that is carried out by medical practitioners
nationally,” with a trend toward reproducing the medical
attention that is directed to hypertensive older adults in the

—— C

4d s
P<0.001 P=0.611
3q
2q
19 )
%
0

Baseline Endpoint

Stages of the antihypertensive treatment

Figure 1 Generad effects of customized antihypertensive drug therapy on circulating cytokine levels in a whole-group anaysis (n=110).
Notes: (A) IL-6. (B) TNFa. (C) IFN-y. Dataare expressed as means + standard error. Rvaues from two-related-samples Wilcoxon test.

Abbreviations: IFN, interferon; IL, interleukin; TNF, tumor necrosis factor.
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Table 2 Efects of customized antihypertensive drug therapy on circulating levels of IL-6, TNFa, and IRN-y comparing users and

nonusers of the most common antihypertensive classes

Drug class Condition (n) IL-6 (pg/mL) TNF-a (pg/mL) IFN-y (pg/mL)
Baseline Endpoint Baseline Endpoint Baseline Endpoint
RAS antagonists Users (61) 16+0.5 10+04 21.1+99 43+1.3* 16.5£7.8 14.9+4.3
Nonusers (49) 24413 0.3+0.2# 42.8+205 2.1+0.9* 285+15.3 35+1.7
Diuretics Users (70) 26+1.0 0.9+0.4* 40.7+16.6 42+1.2* 22.8+10.8 7.3£32
Nonusers (40) 0.7£0.2 0.3+0.2 13.4+35 1.9+0.9% 20.2+11.7 14.2+4.1
Ca2* channel blockers Users (27) 15+0.7 0.6+04 36.4+30.3 16+1.3 1.2+0.7 50+2.7
Nonusers (83) 21+038 0.7+0.3* 28.9+10.2 3.9+1.0% 28.6£10.6 114432
B-adrenergic blockers Users (22) 0.6£0.3 1.0+£0.6 11.3+4.2 6.0£2.7 43.9+£27.7 16.2+9.7
Nonusers (88) 2.3+0.8 0.6+0.3* 35.6£13.7 2.7+0.8% 16.4+7.3 8.2+2.1

Notes: Data expressed as means + standard error. Rvalues from two-related-samples Wilcoxon test. *P0.05; *P0.005; #P0.001.
Abbreviations: IRN, interferon; IL, interleukin; n, number; RAS renin—angiotensin system; TNF, tumor necrosis factor.

Unified Health System (SUS — Sistema Unico de Satide), the
Brazilian public health care service that is characterized by
insufficient assistance to all citizens despite the premise of
universal coverage.” Using this protocol, we demonstrated
that short-term, clinically guided antihypertensive treatment is
effective in reversing the low-grade proinflammatory state of
serum cytokines found in older women with different
metabolic disorders, known as “inflammaging.” " The most
interesting result obtained in our analysis was the absence of a
cytokine-lowering effect with the use of B-adrenoceptor
blockers, despite experimental evidence in favor of such
action. Taken together, our results provide evidence that the

pharmaceutical classes of Ca”’ channel and B-adrenergic
blockers per se do not produce an anti-inflammatory
response. But our findings do not rule out anti-inflammatory
properties of these drug classes by means other than a
cytokine-lowering effect, or even by this very mechanism but
not in a form as intense as that induced by RAS antagonists
and diuretics under field conditions.

Diuretics, which were not expected to reduce cytokines,
produced a marked decrease in serum levels of both IL-6 and
TNF-a. Our results are not likely to derive from an overlap
between the use of diuretics and RAS antagonists, since con-
comitant prescription of both classes was observed in only
28.8% (n=31) of all cases. Based on chi-square analyses, we
concluded that both drug classes had a dissimilar, excluding
distribution among the older women, since 79.6% of the non-
users of RAS antagonists were users of diuretics, and 75% of
the nonusers of diuretics were users of RAS antagonists (X’
=9.72; P=0.002). This counterintuitive effect of diuretics is
not entirely surprising, as our data corroborate the small
amount of literature evidence in which a loop diuretic as well
as a potassium-sparing counterpart attenuated levels_of the
same proinflammatory cytokines considered herein.”

Although the exact anti-inflammatory mechanism of diuretics
remains unknown, our data support extracardiac benefits, as
all options of drug therapy used in this study were associated
with a significant lowering in both systolic and diastolic BP,
which, if effective per se, would have produced a similar
cytokine-lowering response by treatment with all other drug
classes. Therefore, reduction in IL-6 and TNF-a levels may
not be related solely to biomechanical relief of perzipheral
baroreceptors as described elsewhere for IFN-y levels.

An intriguing result was a nonsignificant effect of the
treatment with RAS antagonists on serum IL-6 levels.
Although epidemiological studies have reportqua% inverse
correlation between IL-6 and successful aging,”"” IL-6 is
likely to act as a surrogate marker of TNF-a, because the
production of the two cy‘g%kines is closely related (TNF-a
triggers IL-6 production)™" and also because local TNF-a
does not readily escape through the bloodstream and only
gradu%llbg2 rises with the progression of pathological
aging.” "~ Moreover, although IL-6 is often classified as
proinflam-matory, it also has very important, context-
sensitive  anti-inflammatory prope3r3ties, including
inhibition of TNF-a gene transcription,”” which are more
prominent in the absence of TNF-a expression.

The present study had some limitations. Firstly, tim-ing
(number and frequency of appointments) and dosage (amount
and frequency of drug consumption) of any drug intervention
may have a major impact on determining acute inflammatory
responses, and the present analyses were not controlled for
such variables. Thus, these interferences cannot be ruled out.
Secondly, the rather small number of subjects, mainly in
analyses involving segregation, may have limited the ability
to determine differences in bio-markers and clinical
outcomes. Thirdly, since the study was conducted with a
series of female patients, the authors do

Clinica Interventions in Agng 2015:10

submit your manuscript 213
Dove

107



Toledo et &

Dove

not suggest direct extrapolation of our conclusions to male
subjects due to substantial sex-related changes in basal and
stimulated cytokine levels.” ™ At last, because our design
aimed at evaluating short-term response to antihypertensive
pharmacotherapy, interventions were performed based on the
assumption that most treatments would not achieve optimal
endpoints, which may have limited the extent of the cytokine-
lowering effect observed in our setting. None-theless, the
authors believe that the study reproduces the current scenario
of hypertension management practices in our country and
abroad, where suboptimal control is often the best outcome
that is possible.

Conclusion

Our study revealed that attaining to the antihypertensive
drug therapy advocated by the Brazilian guidelines sig-
nificantly attenuates serum levels of the most relevant
proinflammatory ~ mediators  implicated  in  the
inflammaging of the human biology, with undetectable
effects on other mediators involved to a lesser extent in the
phenomenon. These data reassure extracardiac, anti-
inflammatory ben-efits from BP-lowering drug therapy in
the elderly. Our findings also suggest that the RAS is
likely to play an important role in this overstimulated state
of the aging immune system and encourage further
investigation on the pathway as well as on possible
modulators of the inflammaging, particularly in a
population with high prevalence of metabolic syndrome.
A body of data has shown that even after normalization of
BP, hypertensive individuals continue to have an enhanced
risk oz%%gro-nary events as compared with nonhypertensive
ones.” " Equivalent BP control by different therapeutic
regimens has resulted in distinct 4361 idence of
L D Al A

cardiovascular events and complications. Evidence
such as this has reinforced the concept that high BP is
indeed only an element of the hypertensive syndrome.

By both hemodynamic and molecular mechanisms,
hypertension is strongly associated with systemic inflam-
matory activity. This effect has an important role in athero-
genesis, and may be a link to the persistent high risk for
cardiovascular events in hypertensive individuals under
effective BP control. To the present, however, very little is
known about the impact of different antihypertensive thera-
pies on systemic inflammatory activity. In this context, the
objective of this study was to compare in a “real life” setting
the anti-inflammatory effect of different antihypertensive
treatments. Our findings open the door to discussion of how
different antihypertensive treatments may be, even when

they obtain similar control of BP. But because association
does not necessarily indicate causation, and to determine if
the association observed herein is other than incidental,
such relationship must be tested using other study designs,
such as public policy-guided interventions abroad and/or
with larger samples, as long as comparable age and sex
strata and drug therapy options are considered. The effects
of other candidate mediators and associated factors should
also be tested in these patients.
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Abstract

Aim This study aimed to assess whether the habitual
intake of macronutrients by older women associates
with circulating levels of important inflammaging
mediators by means of a cross-sectional design with
229 Brazilian elderly women.

Methods Laboratory tests determined serum IL1a, IL1b,
IL6, IL8, IL10, IL12 and TNFa by specific
immunoassays. Food records of three alternate days
were decomposed into usual intake of carbohydrates,
proteins and lipids (and fractions), as well as total
energy value (TEV) per patient. Moreover, the study has
identified and controlled results for metabolic conditions
known to influence the inflam-matory profile:
hypercholesterolemia, hypertension and diabetes.

Results and discussion Pearson’s correlation test

revealed that logqglL8 expressed a positive
association with levels of saturated fatty acid (FA) (r =
0.173; p = 0.009) and total cholesterol intake (r =
0.223; p = 0.001). Similar analysis of the other
mediators revealed no association with dietary intake.

Conclusion Higher intakes of total cholesterol and satu-
rated FA seem to correlate with increased serum IL8 levels,
being a possible mechanism by which this pro-atherogenic
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intake pattern may increase the risk of age-related chronic
diseases with important inflammatory contribution.

Keywords Interleukin Cytokine Inflammation
Intake Diet Nutrient

Introduction

The growth of the world’s elderly population is evident [1],
and the inflammaging process in which an increased basal
inflammatory activity that may lead to the development of
aging-related chronic diseases can be closely observed [2].
The atherosclerotic process, for instance, as the result from
two basic mechanisms over the tunica intima (cholesterol
accumulation and proliferation of smooth muscle cells),
develop from lesions with an important local inflammatory
component which relates to the circulating inflammatory
profile [3]. In such process where macrophages full of lipids
are the main components of fatty streaks, early lesions
largely responsible for the development of atherosclerotic
plaque, the systemic milieu of cytokines may amplify focal
inflammation and trigger the proteolytic remodeling of the
arterial wall in terms of collagen content and of other tissue
components [4].

Understanding the functional properties of the usual
dietary profiles and their effects on cardiovascular health,
particularly with regard to the modulation of important
inflammatory biomarkers, is an important field of study yet
poorly considered for prevention and treatment of chronic
diseases [5]. So far, different studies have shown associa-
tions between dietary patterns of different populations and
inflammatory markers [6—10]. The role of carbohydrates for
instance on the modulation of systemic inflammation,
especially those with high fiber contents and low glycemic
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indexes, need to be further elucidated [11-13]. Further-
more, the putative role of dietary proteins (in terms of
quantity and quality) in causing changes in levels of
inflammatory markers remains to be consolidated in liter-
ature [14-16]. In this scenario, dietary lipids are the most
studied classes of macronutrients on what concerns their
effect on inflammatory parameters. It is suggested that a
single high-fat meal leads to endothelial activation, which is
evidenced by increased concentrations of adhesion mole-
cules and increased serum concentrations of pro-inflam-
matory mediators [17]. All in all, studies should be carried
out to assess the relationship between the consumption of
these nutrients and subclinical inflammatory processes that
follow aging, considering the habitual diet of individuals.

In this context, the aim of this study was to assess in a
sample of elderly women the hypothesis-driven association
of the usual daily pattern of macronutrient consumption
(and of their subfractions) with the circulating levels of
inflammatory mediators highly implicated with the in-
flammaging process, taking the existence of common
chronic diseases into account as confounding elements.

Materials and methods

Subjects and study design

This report derives from cross-sectional analyses with data
obtained from community-dwelling elderly women of the
urban outskirts of the Brazilian Federal District, aged 60 or
over and inscribed to undergo health screenings and
intervention (medical, nutritional and/or pharmacological) to
prevent cardiovascular diseases by means of a cohort work
know as Prognosis and Therapeutics in Geriatrics
(ProTeGer) in Brasi’lia, Brazil. For the present study, we
used admission data from non-institutionalized consecutive
older women aged 60 years or over which have sought the
outpatient clinic for preventive care and have never man-
ifested myocardial infarction, stroke or peripheral arterial
disease. Only elderly women were investigated, to prevent
biases related to gender. Additional selection criteria were
the absence of autoimmune disease (including rheumatic
disorders), chronic or recurrent infections, prior or current
neoplastic disease, or use of steroidal or nonsteroidal anti-
inflammatory drugs in the past 30 days.

This study was performed in accordance with the Dec-
laration of Helsinki guidelines on good clinical practices and
the Institutional ethical committee approved the study.
Participation was voluntary and informed written consent
was obtained from each subject. No participants were
regular practitioners of physical exercises or were receiv-
ing nutritional guidance at the time when laboratory and
clinical data were obtained.

Clinical procedures

Each subject was required to undertake a clinical
protocol consisting of biochemistry, anthropometrical
and clinical examination for admission in this study.
Briefly, body mass index [BMI; weight (kg)/height (m2)]
was determined with patient in light clothing and without
shoes. Fat mass (kg) and soft fat-free mass (kg) were
measured using dual-en-ergy X-ray absorptiometer
(DXA; Lunar DPX-IQ model, software version 4.7e,
Lunar Radiation Corp., Madison, WI, USA) according to
standard procedures provided by the manufacturer.
Absolute fat and fat-free masses were converted into
relative masses (%) in relation to body weight.

Biochemical tests included determination of serum total
cholesterol (CHL-t), high density lipoprotein cholesterol
(HDL-c), triglycerides (TGL), and glycemia. Venous blood
samples were collected into EDTA-containing tube after a
12-h overnight fasting period. Laboratory tests were per-
formed following routine clinical analysis with reagents from
Boehringer Mannheim (Germany) and were processed in
an AutoHumalyzer device (Human GMBH, Germany). The
Friedewald equation was used to vyield low density
lipoprotein cholesterol (LDL-c) estimates [18]. Cases were
evaluated as negative or positive to assemble categorical
variables for metabolic disorders. Lipid categorization was
carried out according to NCEP ATP Il [19], so that each
woman was identified as a carrier (or not) of mixed hyper-
lipidemia (CHL-t C 200 mg/dl, LDL-c C 130 mg/dl and/or
TGL C 150 mg/dl) or HDL \50 mg/dl. Current use of
antilipidemic drugs was considered in the definition of
hyperlipidemia. Type 2 diabetes was defined according to
reference values established by the American Diabetes
Association (fasting glycemia C 126 mg/dl) [20] or current
use of oral hypoglycemic drugs or insulin. Systolic and
diastolic arterial blood pressure was measured as recom-
mended by the VI Brazilian Guidelines for Arterial Hyper-
tension [21]. Patients with systolic arterial blood pressure
C140 mmHg and/or diastolic arterial blood pres-sure C90
mmHg were classified as hypertensive, as well as those
regularly taking antihypertensive drugs.

Dietary evaluation

The present study evaluated the usual consumption of
macronutrients by elderly women. To evaluate dietary
consumption, a non-consecutive three-day dietary record
was completed, including 1 weekend day. To fill out the
forms correctly, each patient received information from
trained dieticians on the number and sizes of servings. To
improve reliability of the data, patients were assessed with
a validated Brazilian Portuguese version of the Mini-Mental
State Examination [22]. Subjects assumed to be
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cognitively impaired were excluded from the study,
according to the following cut-off scores: \11if illiter-
ate, \17 for those with \8 years of schooling, and \25 for
those with C8 years of schooling [23], regardless of age
strata. Whenever an illiterate or poorly literate older
woman was illegible, she was asked to refer to a household
akin or community acquaintance to assist with the filling
out of the registry. To improve the completion of the
dietary record in all cases, the staff of dieticians provided
either personal or telephone assistance regularly.

Seven to ten days after being distributed, the forms were
returned by patients during their first, subsequent office
visit, scheduled to check the accuracy of the records and
complete lacking information. Analysis of nutrient com-
position was carried out with Diet Pro software, version 4.0
(A.S. Sistemas, Brazil), adjusted for all available databases
and complemented with a chemical composition table for
Brazilian food [24]. Subjects whose records indicated use
of macronutrient-containing supplementary stuffs were
excluded from the study.

After entry of dietary data, absolute intakes (mg) of
carbohydrates, protein and lipids were individually calcu-
lated. Absolute intakes were converted into relative calo-
ries from these macronutrients in relation to total dietary
calories. Also, percent calories from polyunsaturated fatty
acids (PUFA), monounsaturated (MUFA) and saturated
fatty acids (SFA) were determined. Total energy intake and
all macronutrient assessments were determined as the mean
daily intake based on the 3-day dietary records.

Cytokine quantification

For the interleukin (IL) analyses, seven important inflam-
matory mediators were selected for assessment, as follows:
IL1a, IL1Db, IL6, IL8, IL10, IL-12 (p70), and TNFa. Whole
blood was collected into endotoxin-free tubes. Serum was
separated from whole blood, stored in aliquots at -80 LC
and analyzed in batches using specific enzyme-linked
immunosorbent assay kits (BioLegend, Inc, San Diego,
CA, USA). Sample quantification was processed in
duplicate.

Statistical analysis

To address the aim of this study, logarithmic transforma-
tions were applied to all cytokine values as they were
positively skewed, and the association of log-transformed

cytokine concentrations with the raw levels of macronu-
trient intake was evaluated using the Pearson’s correlation

test. Before that, the same test was used to obtain corre-
lation coefficients between cytokines and other continuous
traits (age, BMI, fat and fat-free masses, total calorie

intake) of potential confounding effect. Also, log-

transformed cytokine concentrations were tested across
carriers and non-carriers of mixed hypercholesterolemia,
HDL \50 mg/dl, systemic arterial hypertension and type
2 diabetes using the Student t test to reveal interference of
these metabolic conditions. Whenever an interaction was
noticed, partial correlation analyses were run using
adjustment for the confounding variable(s) or condition(s).
For the correlation analyses, the Bonferroni correction
principle for multiple testing of one same dependent vari-
able across several (k) independent traits was applied (e.g.,
if k =10 and a = 5 %, differences were rendered signif-
icant when p B 0.005).

The association between titers of circulating cytokine
with intake of specific macronutrients was further analyzed
segregating subjects according to tertiles of usual intake
found in the sample and using analysis of variance to
compare the log-transformed concentrations across inter-
vals. For ANOVA analyses, significance was set at
p B 0.05. All analyses were performed with the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows
(version 17.0).

Results

Data from 229 elderly women turned out to be eligible for
analysis, according to inclusion/exclusion criteria and
completeness of the cognitive, dietary, clinical and labo-
ratory evaluations performed at baseline. On what concerns
schooling, 17.0 % declared to have a minimum of or more
than 8 years of formal education, whereas 61.1 % exhib-
ited an incomplete basic educational cycle (\8 years) or no
formal education at all (21.9 %). The women participants
had a mean age of 68.1 years (SD = 6.1 years) and a high
prevalence of metabolic disorders. Table 1 summarizes the
clinical and metabolic information of the participants
included in the analyses.

The distribution of all interleukin titers in these elderly
patients was non-gaussian, but reasonably well normalized
(skewness \1) by a log1g transformation. Initial evalua-
tion of potential confounding factors revealed that the
circulating titers of most of the immune mediators inves-
tigated showed a significant correlation (or an important
trend towards a correlation) with the total calorie count
from the individual's usual dietary intake (LogjiglLla:
r=0.166, p = 0.008; LogolL6: r =-0.213, p = 0.001,;
Log1olL8: r =0182, p =0.006; Log1glL10: r =0.214,
p = 0.001; LogglL12: r = 0.223, p = 0.001). Moreover,
comparison of the log-transformed circulating titers across
carriers and non-carriers of common clinical/metabolic
disorders in older adults also showed a context-sensitive
expression of these mediators, with emphasis to the 5.6 and
2.6 fold higher values, respectively, for IL1a (F = 23.35,
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Table 1 Clinical and nutritional features of the sample

Variables Measures (n = 229)
Age (years) 68.1 £6.1
BMI (kg/m?) 274544
Fat tissue (%) 376 £6.7
Soft fat-free tissue (%) 59.0 + 6.4
Systemic hypertension (%) 85.2

Mixed hyperlipidemia (%) 43.7

HDL \50 mg/dl (%) 249

Type2 diabetes (%) 175

Calorie intake (10° kcal) 2.09 +0.54
Total protein intake (%) 150 +3.4
Total carbohydrate intake (%) 502 £6.5
Total lipid intake (%) 349 +56
Polysaturated fatty acid intake (%) 1.07 +1.16
Monosaturated fatty acid intake (%) 3.08 £2.99
Saturated fatty acid intake (%) 274 £2.73
Total cholesterol intake (mg) 123.7+£123.1

Data expressed as means + SD or relative frequency

p \0.001) and TNFa (F = 22.38, p = 0.002) in diabetic
subjects, the 2.4 fold raise of IL6 (F = 9.57, p = 0.018)
in hypertensive individuals, and 2.7 fold more IL12 (F
=28.48, p = 0.008) in subjects with hyperlipidemia.

These findings led us to adopt the standard procedure
of adjusting all forthcoming partial correlation tests to
abso-lute energy intake along with additional adjustment
to any particular clinical/metabolic disorder in strict
interaction with the mediator (e.g.: presence (1) or
absence (0) of type 2 diabetes used as co-variable in
IL1a-related correlation tests).

On what concerns the main purpose of this study, the

Pearson correlation coefficient of logipo-transformed IL8
titers associated positively with intake of total cholesterol (r
= 0.223; p = 0.001) in the older women investigated (Table
2). In addition, the same mediator showed a trend toward
an additional, independent association with intake levels of
saturated fatty acids (r = 0.173; p = 0.009). The assumption
of meaningful associations was reinforced by direct
comparison of logjp-transformed titers of IL-8 across
subjects grouped in tertiles of saturated fatty acids and
cholesterol intake (Fig. 1), which revealed mean circulat-ing
titers of IL8 found to be 1.9 (p = 0.001) and 1.8 fold higher
(p = 0.002) in the third compared to the first tertile of intake
of these nutrients, respectively. Complementarily, it is
important to notice that titers of all the others inflammatory
mediators investigated (IL1a, IL1b, IL6, IL10, IL12 and
TNFa) displayed no significant association with any of the
macronutrients investigated in our setting, regardless of
adjustment (or not) for confounding factors.

Table 2 Correlation analysis between the log1g-transformed levels of serum cytokines and the estimated usual dietary intake of the

229 post-menopausal women investigated

Variables Immune mediators
Log IL1a“ Log IL1b Log IL6 Log IL8 Log IL10 Log iL2¥ Log TNFa©

Total carbohydrate -0.002; 0.974 0.010; 0.880 -0.134;0.044 0.061;0.359 0.063;0.346 -0.062;0.350 -0.066;0.326
intake (%)

Total lipid intake (%)  0.022; 0.742 0.000; 0.995 0.110; 0.098 -0.103;0.122 -0.034;0.611 0.045; 0.499 0.006; 0.932

Total protein intake (%) -0.050; 0.450 -0.049; 0.462 0.053; 0.423 0.023;0.731 -0.056; 0.400 0.023;0.735 0.093; 0.162

Polyunsaturated fatty  0.009; 0.898 -0.068; 0.307 0.015; 0.822 0.077; 0.248 0.033;0.622 0.029; 0.666 -0.108; 0.105
acid intake (%)

Monounsaturated fatty -0.031; 0.644 -0.090; 0.176 0.030; 0.652 0.150; 0.024 0.073;0.275 0.094; 0.156 -0.106; 0.110
acid intake (%)

Saturated fatty acid -0.030; 0.656 -0.099; 0.137 0.014;0.829 0.173;0.009 0.073;0.274 0.105; 0.114 -0.097;0.145
intake (%)

P:S fatty acid intake -0.004; 0.955 0.022;0.746 -0.002; 0.982 -0.025;0.704 -0.057;0.395 -0.044;0.509 -0.040;0.545
ratio

M:S fatty acid intake -0.004; 0.949 -0.005; 0.940 -0.015;0.817 0.006;0.933 -0.033;0.618 -0.061;0.360 -0.034;0.614
ratio

P:M fatty acid intake 0.050; 0.452 0.105; 114 -0.038; 0.565 -0.134; 0.043 -0.016; 0.815 -0.032; 0.629 -0.045; 0.496
ratio

Total cholesterol intake 0.066; 0.324 -0.004; 0.954 0.031;0.640 0.223;0.001 0.015;0.818 0.091;0.173 -0.119;0.072
(mg)

Data are expressed in correlation index and significance level (r; p). The Pearson’s correlation test was used with standard adjustment to
total calorie intake. Particular adjustments were as follows: * for type 2 diabetes; for systemic hypertension; " for mixed hyperlipidemia

Log logarithmically transformed data, P:S polyunsaturated to saturated, M:S monounsaturated to saturated, P:M polyunsaturated

to monounsaturated
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Fig. 1 Comparison of log-transformed circulating levels of IL8
across the individuals grouped in increasing tertiles of usual dietary
intake of a saturated fatty acids and b cholesterol. Significance was
verified by ANOVA without adjustments: *p \0.05, **p \0.01;

***p \0.005 in comparison to the 1st tertile. Vertical bars
represent intervals of one standard error

Also noteworthy, protein and glycemic intakes were
nutritional features that did not correlate with any of
the inflammatory mediators.

Discussion

The main finding of this study was the association between
circulating levels of an important mediator of the inflam-
maging process with the regular, daily intake of
macronutrients by elderly women in a context of primary
prevention for atherosclerotic diseases. The scientific lit-
erature lacks studies that analyze the interplay of these
aspects, especially in age-specific strata. But a positive
correlation between circulating levels of IL8 and a pro-
atherosclerotic lipemic profile cannot be considered entirely
new. This phenomena were observed, for instance, in the
evaluation of the inflammatory response after ingestion of
highly caloric meal (high fat content) in European young
men, which showed an increase in plasma IL-8
concentrations [25]. Titers of IL-8 as well as of other
immune mediators related to the inflammaging process
have proven to differ between individuals according to
health status, tending to be increased among carriers of
chronic conditions [26]. In regard to this, we understand
that our report poses a contribution by duly controlling our
analyses for the presence of the most frequent, inflamma-
tion-boosted aging disorders (type 2 diabetes, systemic
arterial hypertension and hyperlipidemia). Consistent with
this effort of achieving adjusted results in a scenario of
complex interactions, all analyses were also controlled for
total calorie intake. Taking these procedures into account,
the authors believe that the relations described herein were
not biased by deviation in common metabolic traits. Also
worth noting is the possible effect on our results of the

well-known multiethnic structure of the Brazilian popula-
tion [27]. Despite the racial background of the older
women was not considered herein, the authors believe
that an influence (if any) from this aspect might have
been neglectable since current literature lacks evidence
for dis-parities on usual dietary pattern across urban
Brazilians from different ethnic groups [28-30].

IL8 is involved in the activation and recruitment of
neutrophils [31] and stimulates monocyte adhesion to
vascular endothelium [32]. It is known that a reservoir of IL8
is usually present within healthy endothelial cells as
vesicles called Weibel-Palade bodies (cWP). Since certain
long aliphatic chain fatty acids stimulate the secretion of
cWP [33, 34], it is not surprising that variability in natural
intake of saturated fatty acids might alter circulating IL-8
levels in everyday settings. Although this mechanism is not
fully understood, it is known that the secretion mechanism
of these bodies involves activation of receptors coupled to
the G protein, resulting in AMPc formation and elevation of
intracellular CaZ? levels [35].

MCP1 (monocyte chemoattractant protein-1), another
chemokine belonging to the same family of IL8 (CXC), is
also known to regulate the migration and infiltration of
monocytes/macrophages [36], and is also more abundant
in the circulation of individuals exhibiting richer postprandial
levels in saturated fat [37]. It is known that saturated fatty
acids (but not unsaturated) can induce Toll-like receptors-
dependent pathways and drive expression of the NF-kap-
paB transcription factor [38], which is involved in MCP1 and
IL8 regulation [39]. Chylomicrons and their remnants can
suppress the NF-kappaB activity when loaded with
unsaturated fats, since a higher proportion of unsaturation
promotes lower activation of the transcriptional factor [40].
Despite the lack of conclusive experiments, the importance
of the role of NF-kappaB to the functionality of the vas-cular
endothelium is widely known and it is presumed that a
phenomenon similar to that described above occurs to
express IL8 in endothelial cells, since both the MCP1 and
IL8 genes are regulated in a similar manner.

Conclusion

Higher intakes of total cholesterol and of saturated fatty
acids seem to be correlated with augmented circulating
levels of IL8. Other immune mediators have not shown to
correlate with any of the intakes analyzed in our setting.
Despite no causal relationship can be drawn, our finding is
suggestive of a mechanism by which this rather pro-
atherogenic intake pattern may increase the onset risk of
age-related chronic diseases by a contribution from sub-
clinical systemic inflammation. Further studies are needed
to understand the mechanisms involved in the
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pathophysiological/metabolic processes by which nutrition
modulate chronic diseases, especially in the elderly.
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Methods: Inasample of post-menopausal older women, correlation analy ses explored the association of
drculating levels of [L1c, IL1@, IL8, IL10 and IL12 with atherosclerosis-related clinical/metabolic
parameters, using age, body mass index (BMI), genetic ancestry estimates as standard correction factors.
Further adjustment for use of therapeutic agents was applied when appropriate.
Results: Our analyses revealed association of log, transformed IL-12 titers with VLDL-c levels (r=.192;
p=.002)and with SBP (r—.185: p = .003), and of log, o-transformed IL-8 titers with GLY (r = 235; p < 001 ).
Conclusion: Interpretation to the results account to a possible dysregulation of the PPAR signaling
pathway to explain the association of IL12 and VLDL-c, and to IL8-driven mechanisms to promote
dysglycemia Mo previous report sought to investigate the relationship between this set of inflammatory
markers and classic risk factors for atherosclerosis correcting for the heterogeneity in genetic admixture
and body composition of Brazilian post-menopausal women
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1. Introduction

CVD have been the leading cause of death for the past 50
years, with emphasis to the atherosclerotic disease (Beaglehole
& Bonita, 2008). The search of markers for vascular events in
populations of different ethnic backgrounds have been carried
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out worldwide, and now a number of classic cardiovascular risk
factors can reliably be identified in middle-aged and older adults,
such as diminished levels of high-density lipoprotein cholesterol
(HDL-c) and augmented levels of VLDL-c, total cholesterol (TC),
SBP/DBP and fasting blood sugar (Casiglia & Palatini, 1998).
Nonetheless, a body of evidence remains to be built on what
concerns the pathophysiological avenues of dysregulation
underlying the onset of these classical risk factors, possibly
rendering new markers not devised yet. Consequently, to better
identify patients at a higher risk for the atherosclerotic disease,
the important players need to be established, especially in aged
populations and with widespread applicability.
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Measurement of inflammatory markers for risk stratification and
prevention of vascular disorders has been the focus of numerous of
these investigations (Ridker, Hennekens, Buring, & Rifai, 2000; Ridker,
Rifai, Stampfer, & Hennekens, 2000; Skoog et al., 2002; Vasan et al.,
2003; Zhou, Shi, Gao, & Shen, 2001), motivated by observations that
inflammation is a key process in the pathophysiology of
atherosclerosis and development of acute cardiovascular syn-dromes.
Low-grade, nonspecific inflammatory activity (detected as augmented
levels of circulating cytokines and chemokines in the blood) is a highly
prevalent finding in the aged population affected by one or more
chronic disorders (Dhingra et al., 2007). Thus, it is of much relevance
to study the systemic levels of important inflammatory mediators in
humans that show high metabolic risk.

Most CVD risk factors have a complex genetic and life style
etiology. Disregarding the genetic heritage of individuals for instance
may produce non-generalizable findings owing to ethnic differences
(genetic, social and cultural) in CVD risk (Chaturvedi, McKeigue, &
Marmot, 1993; Cruickshank, Cooper, Burnett, MacDuff, & Drubra,
1991; Deo et al., 2009). The Brazilian population presents great
heterogeneity as result of interethnic crosses between Iberian
Europeans, Sub-Saharan Africans and the Amerindian, native
population. While self-reported race/ethnicity is often applied as a
surrogate of an individual’s ancestry, the use of explicit genetic
information by means of informative molecular markers provide a more
accurate estimation of genetic heritage (Lins et al., 2011). Moreover,
several studies show that circulating levels of cytokines/chemokines
are severely influenced by body composition, especially the fat-mass
content (Kim et al., 2006; Suarez-Alvarez et al., 2013), and even
implicating adipocyte-released mediators in the development of age-
related pathologies (Krabbe, Pedersen, & Bruunsgaard, 2004). In this
complex scenario, association studies to isolate the involvement of any
particular mediator with the highly intercorrelated variety of age- and
obesity-related metabolic disorders should take into account proper
adjustment to anthropometry and genetic heritage.

The present study was designed to verify the existence and
strength of the association between mediators of systemic
inflammatory response and classic risk factors of atherosclerotic
disease in a sample of asymptomatic, post-menopausal older women
with age as well as genetic ancestry and body composition estimates
used as correction factors in our analyses. For this study, we chose to
investigate immune mediators whose circulating concentrations have
been previously reported as significantly increased in subjects with
atherosclerotic lesion or due vascular events (Lee, Yen, Pan, & Chau,
1999; Ridker, Hennekens, et al. 2000; Skoog et al., 2002; Tedgui &
Mallat, 2006; Vasan et al., 2003) but with which the literature
presented fewer association studies in elderly women.

2. Materials and methods
2.1. Subjects and study design

This report derives from cross-sectional analyses with data
obtained from community-dwelling elderly women of the urban
outskirts of the Brazilian Federal District, aged 60 or over and
inscribed to undergo health screenings and intervention (medical,
nutritional and/or pharmacological) to prevent CVD by means of a
cohort work know as Prognosis and Therapeutics in Geriatrics
(ProTeGer) in Brasi’lia, Brazil. This city ( 2.6 million inhabitants) was
planned and constructed to bring the administrative capital from the
coast to the midwest of Brazil, giving rise to a migration process over
the last 50 years. For that reason, the capital’s elderly population (
200,000 inhabitants) is considered an expression of the genetic
diversity of all Brazilian regions (Nobrega, Faleiros, & Telles, 2009).
For the present study, we used data from non-institutionalized

consecutive older women aged 60 years or over which have sought
the outpatient clinic for preventive care and have never manifested
myocardial infarction, stroke or peripheral arterial disease. Additional
selection criteria were the absence of autoim-mune disease (including
rheumatic disorders), chronic or recurrent infections, prior or current
neoplastic disease, or use of steroidal or nonsteroidal anti-
inflammatory drugs in the past 30 days.

This study was performed in accordance with the Declaration of
Helsinki guidelines on good clinical practices and the Institutional
ethical committee approved the study. Participation was voluntary and
informed written consent was obtained from each subject. Participants
were not on nutritional follow-up nor did they practice regular exercises
before the biochemical tests and anthropometric/clinical assessments
were performed.

2.2. Clinical procedures

Each subject was required to undertake a clinical protocol
consisting of biochemistry, anthropometrical and clinical exami-nation
for admission in this study. Briefly, blood pressure (mm Hg) was
measured after at least 10 min of rest in a sitting position, and was the
mean value of a minimum of 2 physician-obtained measurements

recorded >3 min apart. BMI (weight (kg)/height (m2)) was determined
with patient in light clothing and without shoes. Waist circumference
(WC; cm) was measured midway between the iliac crest and the lower
costal margin. Fat mass (FM; kg) and fat-free mass (kg) were
measured using dual-energy X-ray absorptiometer (DXA; Lunar DPX-
1Q model, software version 4.7e, Lunar Radiation Corp., Madison, WI,
USA) according to standard procedures provided by the manufacturer.
Venous blood samples were collected into EDTA-containing tube after
a 12 h-overnight fasting period. Laboratory tests were performed
following routine, colorimetric enzymatic liquid assays for clinical
chemistry with reagents from In Vitro Diagno’stica (Brazil) on a
Humalyzer 3000 analyzer (Human GmbH, Germany). Serum analyses
included fasting serum glucose (mg/dl) and lipid variables [TC, HDL-c
and triglycerides (TGLs)] (mg/dl) and Serodsl calibration sera. VLDL-c
was determined by dividing TGL levels by 5, whereas the Friedewald
equation was used to yield LDL-c by subtraction of both VLDL-c and
HDL-c from TC. Additionally, current use of any drug for hypertension,
diabetes and dyslipidemia was included in each medical record and
used in the study to control possible pharmacological effects in the
analyses.

2.3. Genetic ancestry estimates

For individual genetic ancestry estimation, we selected 23
ancestry-informative markers (AIMs) that displayed differential allele
frequencies among European, African and Amerindian parental
populations (Bonilla et al., 2004; Fernandez et al., 2003; Shriver et al.,
2005; Smith et al., 2004). The informativeness of these SNPs has
been previously evaluated and used to correct the structure of the
Brazilian population in different association studies (Benedet et al.,
2012; Moraes et al., 2013; Moreno Lima et al., 2007). The list of AIMs
genotyped and the laboratory procedures were exactly as described
previously (Lins, Vieira, Abreu, Grattapaglia, & Pereira, 2010).

2.4. Cytokine quantification

For the interleukin (IL) analyses, 5 important inflammatory
mediators were selected for assessment, as follows: IL1a, IL1b, IL8,
IL10 and 1L12 (p70). Whole blood was collected into endotoxin-free
tubes. Serum was separated from whole blood, stored in aliquots at 80
8C and analyzed in batches using specific enzyme-linked
immunosorbent assay kits (BioLegend, Inc., San Diego, CA, USA).
Samples quantification was processed in duplicate.
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2.5. Statistical analysis

Logarithmic transformations were applied to all cytokine values as
they were positively skewed. Correlation coefficients and statistical
significance for univariate analyses were determined using Pearson’s
linear regression, with all analyses adjusted for the following standard
confounding variables: age, BMI and genetic ancestry estimates.
Adjustment for therapeutics (use of lipid-lowering, glucose-lowering or
antihypertensive agents) was applied in strict correspondence to its
metabolic/clinical target (e.g.: use of TGL-lowering drug as co-variable
in serum TGL-related correlation tests). To test whether the
intercorrelated nature of the parametric variables affected the analyses
outputs, a model of multiple, simultaneous correlations were run to test
the associa-tion between clinical/metabolic parameters and cytokine
levels, with all adjustments at once. In either uni- or multivariate
protocols, p-value was rendered significant following the Bonfer-roni
principle of correction for multiple tests with the same dependent
variable (number of tests = 10; a < .005). Analyses were performed
using SAS v.9.2 Software (SAS Institute, Inc., 1999).

3. Results

The 259 post-menopausal participants had a mean age of 67.9
years (SD = 6.1 years). All continuous traits were normally distributed
according to Kolmogorov—Smirnov test. Table 1 summarizes the
clinical and metabolic information of all participants included in this
study. In this whole group approach, it is noteworthy that most of the
mean levels of important clinical and biochemical parameters were
found within the range of acceptable [glucose (106.3 mg/dL), HDL-c
(59.1 mg/dL), VLDL-c (28.3 mg/dL)] or borderline [TC (226.3 mg/dL),
LDL-c (137.3 mg/ dL), and TGL (150.0 mg/dL) according to the NCEP
(2001) or the ADA (American Diabetes, 2005) criteria, exception made
for the mean systolic (140.9 mm Hg) and DBP (83.2 mm Hg). This
scenario is compatible with a status that is expected from patients
eligible for primary prevention against cardiovascular events. Users of
antihypertensive drugs encompassed the majority (n = 169; 65.2%) of
the older women investigated, whereas use of antilipemic and
hypoglycemic agents occurred in 11.2% (n = 29) and 6.9% (n = 18) of
the sample, respectively. Importantly, neither the metabolite (glycemic
and lipemic) levels nor the clinically assessed (arterial pressure and
BMI) parameters differed across users and non-users of the respective
control-related pharmaceutical products, albeit a non-significant trend
for higher systolic pressure among non-users of antihypertensive
agents (p = .06).

The distribution of all interleukin titers in these elderly patients was
non-Gaussian, but reasonably well normalized by a log1o

Table 1
Clinical and metabolic information of the post-menopausal women.

Variable Mean SD
Age (years) 67.96.1
BMI (kg m %) 27543
WC (cm) 90.59.2
Fat mass (kg) 58.86.2
Fat-free mass (kg) 37.46.5
Glucose level (mg dl l) 106.329.4
Total cholesterol (mg dI l) 226.345.8
VLDL-c (mg di ) 28.312.4
HDL-c (mg di *) 59.110.5
LDL-c (mg dl 7) 137.339.8
Triglycerides (mg dl 1) 150.091.2
SBP (mm Hg) 140.925.5
DBP (mm Hg) 83.214.6

LDL-c, low density lipoprotein cholesterol.

transformation. In univariate analyses, the Pearson correlation
coefficient of logjp-transformed IL-12 titers with VLDL-c revealed a
positive association between traits (r = .192; p = .002) (Table 2). Also,
logip-transformed IL-12 titers were negatively associated with systolic
blood (r = .185; p = .003). These analyses indicate relative-ly weak, yet
significant association between IL-12 levels and important, classic risk
factors for CVD regardless of common confounders in
immunogerontological studies (age, anthropometry, use of therapeutic
agents) and influence owing to genetic heterogeneity (admixed
ancestry composition). Additionally, and adjusted for the same
confounders/influence, logg-transformed IL-8 associated positively
with GLY (r = .235; p < .001) in the older women investigated.
Complementarily, it is important to notice that titers of the inflammatory
mediators IL1a, IL1b and IL10 displayed no significant association
with any of the clinical/biochemical traits investigated in our setting.
Also, lipemic traits as relevant as TC, LDL-c, HDL-c and TGLs did not
correlate with any inflammatory mediator. Following these univariate
analyses, a model based on multiple, simultaneous correlations was
performed to test whether the interplay among health parameters
(VLDL-c, LDL-c, HDL-c, TC, glucose, BMI, blood pressure) would alter
the outputs, but no interactions observed among clinical and/or
metabolic variables altered the results obtained from the univariate
procedures.

4. Discussion

Titers of IL-8 and IL-12 have been suggested to differ in human
subjects according to body composition, tending toward an increase
from eutrophic to overweight to obese humans (Kim et al., 2006;
Suarez-Alvarez et al., 2013). In this scenario, it would be difficult to
isolate the involvement of any marker/mediador with the spectrum of
obesity-related traits of the aging process without proper adjustment to
anthropometry. In this respect, our report tends to pose a contribution
by duly controlling the analyses with the most common indicator of
body composition available (BMI). We believe that due correction was
achieved since no association between interleukins and other
variables representa-tive of body composition (WC, FM) could be
devised. In line with our effort to obtain adjusted results in this scenario
of complex interactions, analyses were controlled for use of
antilipemic, antidiabetic and antihypertensive agents. Based on this
procedure and in the fact that parametric tests failed to reveal any
quantitative variances in clinical/metabolic parameters across users
and non-users of drug classes, we do not believe that the associations
observed herein were biased by medicaments. It should also be
considered that the clinical use of molecular markers may not be
straightforward across populations given the distinct frequencies of
metabolic disorders across human groups of different ethnic
backgrounds (Deurenberg, Yap, & van Staveren, 1998; Lins et al.,
2012; Wulan, Westerterp, & Plasqui, 2010). So, our work benefits from
this additional advantage, achieved by the availability in database of
genetic ancestry estimates for each individual admitted for analysis
herein.

IL-12 is an important member of the Thl cytokine pathway, by
inducing differentiation of type 1 T cells (Trinchieri, 2003). Evidence
suggests that IL-12 contributes to the systemic, low-grade
inflammation inherent to the aging process (named inflammaging) and
concomitant onset of age-related metabolic disorders as the
atherosclerotic phenotypes (Tedgui & Mallat, 2006). In our setting,
circulating levels of IL-12 showed a positive relationship with serum
VLDL-c, one of the key factors to the development of atherosclerotic
disorders. To understand the association of the pleiotropic IL-12 with
this lipemic trait, one should remember that the expression of
proinflammatory mediators and the de novo biosynthesis of cholesterol
are both regulated by the same family of transcription factors entitled
peroxisome proliferator-activated
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Table 2
Correlation analysis between levels of serum cytokines and clinical/biochemical parameters in the post-menopausal women.
Clinical Biochemical
wcC FM SBP DBP TC VLDL-c LDL-c HDL-c TGL GLY
LogiLla .062; .319 .051; .443 .141; .025 .078;.218 .001; .986 .007; .911 .080; .201 .026; .680 .040; .526 .040; .520
Log IL1b .076; .224 .089; .204 .046; .462 .028; .651 .019; .766 .026; .678 .001; .986 .071; .257 .071; .261 .032; .614
Log IL8 .024; .706 .041; .630 .053; .400 .105; .096 .004; .943 .037;.657 .056; .376 .013; .831 .125; .046 .235;.000
Log IL10 .115; .065 .137;.033 .051; .418 .011; .860 .040; .524 .090; .153 .081; . .008; .901 .149; .018 .118; .061
Log IL12 .021; .737 .015; .791 .185; .003 .156; .012 .012; .845 .192; .002 .048; .450 .161; .010 .058; .354 .014; .824

The Pearson’s correlation test was used. Data are expressed in correlation index and significance level (r; p). Log, logarithmically transformed data.

receptors (PPARs), members of the superfamily of nuclear-acting
hormone receptors (da Rocha Junior et al., 2013). Active PPARs
hamper the expression of several proinflammatory genes by the up-
regulation of cytoplasmic lkappaB (Vanden Berghe et al., 2003). In
parallel, PPARs down-regulate a network of genes that promote
cholesterol absorption and endogenous biosynthesis, the major
mechanism mediating their known lipid lowering effects (Li & Chiang,
2009). Therefore, it does not surprise that VLDL-c and IL-12 levels
vary correspondingly, and we propose that deficiency in PPAR-
triggered pathways may induce unfavorable metabolic and
immunological scenarios in aged individuals, possibly dyslipidemia and
inflammaging, for instance. Another interesting finding in this work was
the counterintuitive, negative relationship between IL-12 and SBP, to
which the authors elaborated no satisfying explanation. Essential
hypertension is a complex but common disease and therefore is
thought to have a multifactorial origin with a unifying outcome. Studies
suggest that sub-clinical inflammation plays a role in the genesis of
hypertension with participation of some cytokines with proven pro-
inflammatory action (Granger, 2006; Vanhala, Kautiainen, &
Kumpusalo, 2008). Despite our result points out otherwise, we would
rather not to confront the major body of evidence in favor of a positive
association between an inflammatory status and systemic
hypertension, and are prone to interpret our finding as limited evidence
for such a link but probably biased by counter-regulatory mechanisms
in place or by a spectrum of other cytokines expressed but not
investigated herein.

In turn, IL-8 is a chemokine with a pivotal role in enhancing
adhesion between leukocytes and vascular endothelial cells, whose
expression produces infiltration of leukocytes into sub-endothelial
areas. The elevation of certain chemokines is often observed in
inflammatory conditions of the circulatory system, as in the
atherosclerotic lesion for instance (Surmi & Hasty, 2010). The fact that
these mediators are known to increase in obesity also justifies the
methodological care of adjusting associations to BMI. In our
conditions, IL-8 titers were positively correlated to the GLY levels of
our older subjects, supporting the long-standing notion that this
chemokine associates (and possibly contributes actively) with an
insulin resistance-prone condition (Kim et al.,, 2006; Zozulinska,
Majchrzak, Sobieska, Wiktorowicz, & Wierusz-Wysocka, 1999). Being
the insulin signaling network dependent on the phosphorylation on Tyr
residues of several intracellular insulin receptor substrate (IRS)
proteins, the insulin-signaling cascade is negatively regulated by
protein phosphatases (Nieto-Vazquez et al., 2008). Cells exposed to
TNF-a have their insulin-signaling pathway down-regulated by
phosphatase-mediated dephosphorylation of IRSs as well as by Ser-
phosphorylation of these transductors, which converts IRS proteins
into inhibitors of the Tyr-kinase activity (Hotamisligil, 2003). In this
scenario, it is reasonable that IL-8-driven macrophage infiltration into
adipose tissue (regardless to the amount of fat accumulation) can in
turn trigger secretion of a variety of adipokines (most notably TNF-a)
that may further promote a local inflammatory response and result in
systemic dysglycemia according to the mechanism described

(Tourniaire et al., 2013). Nonetheless, the endogenous and life style
modulators of IL-8 expression remain to be determined.

It is important to have in mind that our interpretation of the literature
revised herein do not allow placing the immune mediators IL-8 and IL-
12 as central, ultimate effector elements in the onset of the traits to
which they have been associated. Such caution derives from realizing
that the whole system of immune inter-cellular signaling is much too
complex, with mediators usually having additive, counteracting or
context-sensitive prop-erties in their mode of action. Also, the cross-
sectional design of the study prevents establishing a causal
relationship, and other modulatory mechanisms apart from those
hypothesized could be in place.

Despite all methodological care, our study has potential limitations.
We did not evaluate the usual dietary intake or hormonal aspects of
the older women in our sample, which could confound the observed
associations. Other limitation was that assessing other cytokines or
chemokines was beyond the original scope of this study. To the best of
authors’ knowledge, no previous report sought to investigate the
relationship between this number of inflammatory markers and classic
risk factors for atherosclerosis in the context of (and correcting for) the
heterogeneity in genetic admixture and body composition of Brazilian
post-menopausal women.

5. Conclusion

All in all, our results reveal that circulating concentrations of IL-8
and IL-12 increase along with important vascular threatening traits as
fasting serum glucose and VLDL-c, respectively, regardless of age,
ethnic background, BMI strata or use of therapeutic drugs. Elucidating
the mechanisms by which immune mediators interact directly or not
with energy metabolites is key to obtaining a better understanding on
the endocrine effects of the immune response in the aging organism
and is likely to provide opportunities for developing novel therapeutic
strategies for atherosclerosis.
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Resumo

Obijetivo: Analisar a associacéo da intolerancia a glicose e do diabetes mellitus tipo 2 com
as variagdes alélicas -174 G > C e -308 G > A de IL-6 e TNF-q, respectivamente, a luz de
indica-dores antropométricos e faixa etaria. Métodos: Trata-se de um estudo transversal
com dados obtidos de 285 mulheres idosas da comunidade, submetidas a exames fisicos,
bioquimicos e genéticos. Resultados: Analise ndo ajustada para gen6tipos revelou que
idosas com IMC elevado apresentaram risco 1,71 e 2,82 vezes maior para intolerancia a
glicose e diabetes, respectivamente, enquanto faixa etaria e fndice de conicidade néao
apresentaram qualquer valor preditivo. Razdes de prevaléncia para intolerancia a glicose e
diabetes conforme va-riantes alélicas de I1L-6 e TNF-a ndo associam gendtipos de IL-6 com
desregulacéo glicémica, a despeito de ajustes para IMC, idade e indice de conicidade. Por
outro lado, portadores do alelo A de TNF-a apresentaram 2,06 e 5,58 vezes mais chance de
intolerancia a glicose e diabetes, respectivamente, comparadas a homozigotas GG no
estrato com IMC < 27 kg/m? Conclusdo: Os resultados sugerem que o alelo A do
polimorfismo -308 G > A de TNF-a predispde a dist(rbios do metabolismo glicémico em
mulheres idosas de um modo sensivel a medidas antropométricas.

Unitermos: Idoso; resisténcia a insulina; citocinas; polimorfismo genético; antropometria.

Summary

Risk of glycemic disorder in elderly women adjusted by
anthropometric parameters and cytokine genotypes

Objective: The objective of the present study was to examine the association of glucose in-
tolerance and type-2 diabetes mellitus with the -174 G > C and -308 G > A allelic variations of
IL-6 and TNF-a, respectively, through anthropometric measurements and age strata. Methods:
This is a cross-sectional study using data from 285 community dwelling elderly women who
underwent physical, biochemical, and genetic examinations. Results: Genotype-unadjusted
analysis revealed that the risk of glucose intolerance and diabetes in elderly wom-en with
elevated BMI was 1.71 and 2.82 times higher, respectively, whereas age and conicity index did
not show predictive value. Prevalence ratios for glucose intolerance and diabetes across allelic
variants of IL-6 and TNF-a did not associate IL-6 with unbalanced glucose lev-els, despite
adjustment for BMI, age, and conicity index. Conversely, carriers of the TNF-a A allele were
2.06 and 5.58 times more likely to exhibit glucose intolerance and diabetes, respectively,
compared to GG homozygotes. Conclusion: Our results suggest that bearing the A allele of the -
308 G > A polymorphism of TNF-a predisposes to anthropometric measure-sensitive impaired
glucose metabolism in older women.

Keywords: Elderly health; insulin resistance; cytokines; polymorphism, genetic; anthropometry.
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O aumento do nimero de pessoa com idade superior a 60
anos é um fendmeno visivel em quase todos os paises do
mundo. No Brasil, o Ultimo censo demogréfico realizado
aponta para a possibilidade de o nimero de idosos no pais
ultrapassar 30 milhﬁesl, devendo representar quase 13% da
populagéoz. E sabido que o envelhecimento expde as
pessoas a maior prevaléncia de doengas cronicas, com des-
taque para o diabetes mellitus tipo 2, que acomete 17,4% da
populagdo entre 60 e 69 anos, segundo censo realizado entre
1986 e 1988°. Sua elevada ocorréncia, somada as vé-rias
complicagBes clinicas decorrentes de distdrbios ma-cro e
microvasculares, torna essa doenca um problema de
magnitude publica.

Entre as varidveis antropométricas comumente pre-
ditoras dos disturbios enddcrino-metabdlicos, podem-se
destacar o indice de massa corporal (IMC) e o indice de
conicidade (IC0)4'5. Apesar da eminente relacéo entre ida-de
e desregulacdo de niveis glicémicos, causas primarias e
contributos para as alteragdes desse aspecto do metabo-
lismo humano permanecem em debate. As possibilidades
etiol6gicas discutidas na atualidade envolvem aspectos
relacionados com o estilo de vida por dieta inadequada e
inatividade fisica, fatores estreitamente relacionados com
obesidadee, assim como deficiéncia enddcrina por exaus-tédo
de células B e/ou interferéncia humoral idiopatica na
captagdo da glicose pelas células™, com possiveis contri-
buicdes alelo-especificas por importantes mediadores in-
flamatérios®'2

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
analisar a associagdo do IMC, do ICo e da idade com os
fendtipos da intolerancia a glicose e o diabetes mellitus
tipo 2 em mulheres idosas, considerando a influéncia de
varia-¢Oes alélicas classicas dos genes para IL-6 e TNF-
a.

Meétodos

Trata-se de um estudo transversal de carater analitico
com dados obtidos de 285 mulheres idosas (= 60 anos)
recru-tadas consecutivamente da comunidade para
participacdo em estudo de coorte conduzido entre 2005 e
2008, cujo protocolo foi aprovado por comité de ética em
pesquisa institucional. Todas assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido. Nenhuma idosa
realizava acompanha-mento nutricional ou praticava
exercicios fisicos regular-mente antes da obtencdo dos
resultados laboratoriais e an-tropométricos apresentados.

Exame fisico e bioquimico
Oexamefisicofoirealizadocomcadapacienteemusoderou-pas
leves. A estatura foi medida utilizando-se estadidmetro
manual acoplado a parede, com a paciente descalca e ereta
sobre solo plano e rigido e os bragos pendentes ao longo do
corpo. O indice de massa corpérea (IMC) foi obtido pela
razdo entre a massa corporal (em kg) e o quadrado

da estatura (em m2), e o indice de conicidade (ICo) foi
es-timado como 9,17 vezes a razdo entre a circunferéncia
da cintura enquanto numerador (em m) e a raiz quadrada
da razdo entre massa corporal (em kg) e a estatura (em
m) enquanto denominador.

A avaliagdo bioguimica consistiu na dosagem sérica da
glicemia ap6s jejum de 12 horas, usando reagentes da em-
presa Roche® (EUA). Como critério para classificagdo do
diabetes tipo 2, utilizou-se valor de referéncia (> 126
mg/dL) preconizado pela American Diabetes Association™
ou uso corrente de hipoglicemiante oral ou insulina. Esta-do
de intolerancia a glicose foi definido como glicemia > 100
mg.dL'1 ou presenca de diabetes, conforme preconi-zado
pela International Diabetes Federation* *°.

Analises laboratoriais

Para determinagdo dos alelos de IL-6, uma regido de 628 pb
do gene contendo o polimorfismo de base Unica (SNP —
single nucleotide polymorphism) -174 G > C da regido pro-
motora (rs1800795) foi amplificada usando um par de
oligonucleotideos:  5’-GAACACAGAAGAACTCAGAT-
GACTGG-3’ (direto) e 5°-AGGAGTTCATAGCTGGG-

CTCCTGGAG-3’ (reverso). Ja a variabilidade do gene
TNF-o foi estudada mediante amplificagdo de um frag-
mento de 327 pb contendo o SNP -308 G > A (rs1800629)
da regido promotora do gene, usando os oligonucleotide-os
A (5>-CCTCAAGCCTGCCACCAAGC-3’; direto) ¢ B
(5>-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’; reverso). Cada
reacdo individual era composta por: 100 ng de DNA; 10
mM Tris-HCL pH 9,2; 25 mM KCL; 1,5 mM MgCly; 0,2
mM dNTP; 20 pmol de cada oligonucleotideo; 0,5 mg de
ovalbumina; e uma unidade de Tag DNA poli-merase
(Phoneutria, Minas Gerais, Brasil) em um volume final
de 50 pL. Apds hot start por 1min a 80°C e uma eta-pa
inicial de desnaturagdo por 2 min a 94°C, cada ciclo de
amplificacéo consistiu em 40 s a 94°C, 45sa 64°Ce 50 s
a

72°C repetido por 36 vezes e finalizado por uma etapa de
extensdo a 72°C por 5 min. Cada produto de PCR foi di-
retamente sequenciado em sistema ABI PRISM 3130 DNA
analyzer (Applied Biosystems, Foster City, EUA), usando o
oligonucleotideo 5-GCCTCAGAGACATCTCCAGTCC-3'
para produtos de IL-6 e o oligonucleotideo A para produtos
de TNF-a. Cada sequéncia obtida foi examinada usando o
pacote de programas em bioestatistica Staden (MRC, Cam-
bridge, Reino Unido) e confirmada por inspecéo visual.

Analise estatistica

Os dados referentes & caracterizagdo da amostra séo apre-
sentados em média e desvio-padrdo ou por frequéncia rela-
tiva. Calculou-se a prevaléncia geral de intolerancia a glico-
se ¢ o diabetes em cada estrato (idade < 65 anos e > 65 anos,
IMC <27 kg/m? e > 27 kg/m?, indice de conicidade < 1,25 ¢
> 1,25), assim como a prevaléncia dos gen6tipos de

IL-6 e de TNF-a em cada estrato. Utilizou-se o teste do
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qui-quadrado para identificagdo das diferengas frequen-ciais
entre estratos. Em seguida, foram determinadas as raz6es de
prevaléncia (RP) relativas a intolerancia a glicose e ao
diabetes de forma dicotdmica nos estratos eleitos para
estudo (estrato inferior = 0 e estrato superior = 1). Adicio-
nalmente, foram criadas variaveis dummy para compara-¢éo
entre estratos assumindo o estrato inferior como gru-po de
referéncia (estrato inferior = 0) e os outros estratos de cada
varidvel estudada para os polimorfismos da IL-6 e TNF,
sendo IL-6 (GG =0e GCe CC=1), TNF(GAeAA=0e
GG = 1) e quando analisados os genes conjunta-mente (GG
para IL-6 e GA e AA para TNF = 0 e as demais
combinagdes = 1). As diferengas foram observadas através
do teste de Mantel-Hanzel. Utilizou-se o intervalo de con-
fianca de 95%. Os dados foram analisados pelo programa
estatistico Stata, versdo 7.0.

Resultados

A Tabela 1 apresenta a caracterizagdo da amostra por
meio do perfil etario, antropométrico e de variaveis
representa-tivas do metabolismo glicémico das mulheres
idosas que participaram do estudo.

Tabela 1 — Caracteristicas de base da amostra

Variavel Média + Desvio-padrao
n (idosas) 285

Idade (anos) 67,8+6,1

Peso (kg) 93,9+10,8
Estatura (m) 1,52 +0,10

IMC (kg/m?) 275+4,3

1Co (m) 1,29+0,10
Glicemia (mg.dL™) 106,3 + 29,4
Intolerancia a glicose (%) 27,6

Diabetes (%) 16,8

IMC, indice de massa corporal; ICo, indice de conicidade.

Considerando o valor médio exibido pelas variaveis
idade, IMC e ICo, decidiu-se pela dicotomizagdo da amos-
tra (idade < 65 anos ou > 65 anos, IMC < 27 kg/m? ou > 27
kg/m?, indice de conicidade < 1,25 ou > 1,25) para as
andlises subsequentes. Assim sendo, as estatisticas que
comparam a prevaléncia de intolerancia a glicose e do dia-
betes tipo 2 entre os grupos da amostra séo apresentadas na
Tabela 2. Nesta andlise, idade e 1Co ndo apresentaram valor
preditivo para intolerancia a glicose ou diabetes. En-
tretanto, o grupo de idosas portadoras de IMC > 27 kg/m?
apresentou 1,71 e 2,82 vezes mais chances de apresentar
intolerancia a glicose e diabetes, respectivamente.

Quando analisadas as razdes de prevaléncia para in-
tolerancia a glicose e o diabetes, conforme variantes dos
genes IL-6 e TNF-o, e ajustadas para IMC, idade e ICo,
percebe-se que nenhum gendtipo de IL-6 se mostrou per
se como fator de risco ou prote¢do para desregulacéo gli-

cémica (Tabela 3). Por outro lado, portadores do alelo A
de TNF-o apresentaram 2,06 e 5,58 vezes mais chance de
apresentar intolerancia a glicose e diabetes, respecti-
vamente, quando comparados com homozigotos GG no
estrato de pessoas com IMC < 27 kg/m? (Tabela 4).

Tabela 2 — Razbes de prevaléncia para intolerancia a
glicose e do diabetes tipo 2 entre mulheres idosas
estratificadas por IMC, idade e ICo

Razé&o de prevaléncia (IC 95%)

Variavel Intolerancia a

(numerador) glicose Diabetes
IMC (> 27 kg/m?) 1,71 (1,14-2,56) * 2,82 (1,50-5,30) *
Idade (> 65 anos) 1,05 (0,70-1,59) 1,30 (0,71-2,37)

ICo (> 1,25) 1,26 (0,84-1,89) 1,03 (0,61-1,76)

IMC, indice de massa corporal; ICo, indice de conicidade;
IC, intervalo de confianga; * p < 0,05 comparado ao grupo

com IMC < 27 kg/m?.

Tabela 3 — Razbes de prevaléncia para intolerancia a
glicose e do diabetes tipo 2 entre mulheres idosas
dicotomizadas pelo polimorfismo -174 G > C de IL-6 em
cada faixa etaria e antropométrica eleita para estudo

Razéo de prevaléncia (IC 95%)

Estrato

Intolerancia
a glicose

Diabetes

IMC < 27 kg/m?
IMC > 27 kg/m?
Idade < 65 anos
Idade > 65 anos
ICo<1,25
ICo>1,25

1,17 (0,59-2,34)
0,71 (0,43-1,19)
0,64 (0,29-1,39)
0,93 (0,58-1,50)
0,86 (0,42-1,80)
0,81 (0,49-1,31)

1,33 (0,43-4,13)
0,64 (0,32-1,24)
0,49 (0,14-1,66)
0,86 (0,45-1,65)
0,97 (0,40-2,38)
0,62 (0,29-1,31)

IMC, indice de massa corporal; ICo, indice de conicidade;
IC, intervalo de confianca; nenhuma significancia estatistica quando
homozigotos GG sdo comparados aos portadores do alelo C.

Tabela 4 — Razbes de prevaléncia para intolerancia a
glicose e do diabetes tipo 2 entre mulheres idosas
dicotomizadas pelo polimorfismo -308 G > A de TNF-a
em cada faixa etaria e antropométrica eleita para estudo

Razao de prevaléncia (IC 95%)

Intolerancia
a glicose
2,06 (1,03-4,17)* 5,58 (1,86-16,74)*

Estrato Diabetes

IMC = 27 kg/m?

IMC > 27 kg/m2
Idade < 65 anos
Idade > 65 anos
ICo<1,25
ICo>1,25

0,72 (0,37-1,42)
1,98 (0,96-4,07)
0,84 (0,45-1,55)
0,62 (0,21-1,85)
1,37 (0,82-2,29)

0,57 (0,22-1,49)
1,87 (0,58-6,00)
1,05 (0,50-2,22)
0,59 (0,15-2,36)
1,70 (0,84-3,46)

IMC, indice de massa corporal; ICo, indice de conicidade;
IC, intervalo de confianga; * p < 0,05 quando portadores do
alelo A s@o comparados aos do genétipo GG.
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Discussao

No presente estudo, a constatagao de intolerancia a glicose e
do diabetes ocorreu em 27,6 e 16,8% de todos 0s casos
investigados, respectivamente. Verificou-se também que a
prevaléncia de intolerancia a glicose e do diabetes ndo di-
feriu entre os estratos criados conforme idade, indice de
conicidade ou genétipos de IL-6 ou TNF-a. Todavia, dife-
riu entre estratos de IMC (p = 0,031), tendo a prevaléncia de
intolerancia a glicose e do diabetes sido significativa-mente
maior no estrato superior a 27 kg/m2. As andlises
subsequentes foram ajustadas para dirimir a influéncia da
variavel IMC, tendo sido observado que as prevalén-cias de
intolerancia a glicose ou do diabetes ndo variaram
significativamente conforme categoria genotipica de IL-6.
Andlise semelhante realizada para categorias genotipicas de
TNF-a revelou resultado diferente, marcado pelo fato de as
portadoras do alelo A de TNF-o terem mais chance de
apresentar intolerancia a glicose e diabetes. No entanto, esse
achado foi observado tdo-somente no estrato posicio-nado
abaixo do limiar de estratificagdo estabelecido para o estudo
(IMC < 27 kg/m?). Esse resultado provavelmente decorre do
efeito de a adiposidade excessiva exceder o de um gene
isolado na fisiopatologia da resisténcia a insuli-na,
mascarando a contribuicdo do alelo A de TNF-a sobre os
distarbios glicémicos entre individuos com sobrepeso, e
tornando-a evidente apenas em estratos de composicdo
corporal tendente a eutrofia®.

Todavia, ndo se pode negar a hip6tese de o alelo A de
TNF-a ser um fator de explicagdo nos casos de resisténcia a
insulina e diabetes. Nesse sentido, Gonzalez-Sanches et al.
7 em um estudo epidemiolégico de base populacional,
anali-saram a interagdo entre dois genes e alguns fatores de
risco cardiovasculares e distirbios bioquimicos em mais de
800 pacientes caucasianos, com idade entre 35 e 74 anos, e
ve-rificaram que o polimorfismo -308 do gene TNF-a pode
estar relacionado com maior prevaléncia de resisténcia a
insulina e a incidéncia de casos de diabetes mellitus tipo 2,
independentemente da resisténcia a insulina, do IMC e da
relacdo cintura-quadril.

Nicaud et al.*? estudaram o papel do polimorfismo -308
AJG do gene TNF-a na resisténcia a insulina e verifica-ram
a associagdo ao alelo A com o diabetes tipo 2. Estudos
sugerem que o SNP -308 A/G do gene TNF-a relaciona-se
com o nivel sérico do respectivo mediador pelo fato de o
alelo A parecer predisponente a exibir maiores niveis trans-
cricionais do gene, produzindo concentracdes séricas au-
mentadas em comparacéo com portadores de o alelo [
Em conformidade com as evidéncias de que diferentes fato-
res de risco cardiovascular (incluindo hipertenséo arterial
sistémica, dislipidemias e resisténcia a insulina) sdo inten-
sificados pelos niveis circulantes de TNF-o independente-
mente do género ou estrato etario em estudozo'zs, o alelo A
tem se mostrado mais frequente entre os portadores dos
principais distdrbios metabdlicos comuns ao idoso 21624,

A literatura reporta que TNF- a apresenta papel im-
portante na resisténcia a insulina, interferindo na via de
sinalizacdo da insulina® . O mecanismo de inducdo da
resisténcia a insulina por essa citocina provavelmente de-
corre do fato de TNF-a induzir a fosforilagdo do substrato
do receptor de insulina 1 (IRS- 1), o que diminui sua afi-
nidade ao receptor de insulina, atenuando a transmissdo do
sinal por comprometer a fosforilagdo em tirosina do proprio
receptor25'27. Uma limitacéo do presente estudo consistiu na
impossibilidade de se aferir niveis circulantes dos
mediadores inflamat6rios estudados. Ademais, a rea-lizagao
deste estudo com casuistica composta por mulhe-res idosas
implica cautela na extrapolacéo dos resultados apresentados
para outro género ou segmento etario.

Em sintese, analise ndo ajustada para genétipos reve-
lou que idosas com IMC elevado apresentaram risco 1,71
e 2,82 vezes maior para intolerancia a glicose e o
diabetes, respectivamente, enquanto faixa etéria e indice
de coni-cidade ndo apresentaram qualquer valor
preditivo. Para além dessa associagéo, os resultados do
presente artigo sugerem que a presenca do alelo A do
SNP -308 G > A de
TNF-a per se predispde a ocorréncia dos distdrbios glicé-
micos de modo sensivel ao contexto, tendo em vista que
os fenétipos da intolerancia a glicose e do diabetes tipo 2
ndo se mostraram influenciar por quaisquer dos gendti-
pos em estudo entre portadores de IMC compativel com
obesidade.
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