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0.0 RESUMO
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Introdugédo: O envelhecimento populacional representa um grande desafio do ponto
de vista social, médico e cientifico. Neste ultimo contexto, a associacdo de
comorbidades e as particularidades da fisiologia do envelhecimento inviabilizam a
extrapolacdo dos conhecimentos adquiridos em populagdes mais jovens. Esta
limitacdo € particularmente relevante na doencga aterosclerética, ndo apenas por ser
a principal causa de morte nos individuos idosos como também por ter toda a sua
base fisiopatogénica delineada em pesquisas em individuos mais jovens. Por
exemplo, a atividade inflamatoria sistémica que esta intimamente relacionada a
aterogénese, nos idosos apresenta uma maior expressao. Além disso, mudangas no
metabolismo do calcio e a redistribuicdo da calcificacdo nos tecidos dos idosos,
criam um cenario distinto ao dos estudos do valor preditivo da calcificagdo das
artérias coronarias. Entre os idosos, a parcela de individuos que mais cresce e que
proporcionalmente sdo os mais afetados pela doenca cardiovascular sdo aqueles
com mais de 80 anos. E estes individuos sado o foco deste estudo. Objetivo: Avaliar
a associacao entre a atividade inflamatéria sistémica, a funcao arterial vasomotora
sistémica, densidade mineral 6ssea, a calcificagdo coronariana e a presenca de
placas ateroscleréticas em carotidas em individuos com 80 ou mais anos de idade,
nao institucionalizados e sem doenca cardiovascular sintomatica prévia ou atual.
Materiais e métodos: Apartir de 1196 candidatos, entre dezembro de 2008 a junho
de 2010, 201 individuos foram selecionados para participar do estudo. Foram
excluidos os individuos com doenga auto-imune, neoplasias atuais ou prévias,
doenga pulmonar obstrutiva, em uso de antiinflamatérios hormonais ou nao
hormonais, doencga renal grave, portadores de infecgbes atuais ou recorrentes, com
hepatopatias ou insuficiéncia cardiaca. Os individuos selecionados foram
submetidos a avaliagdo bioquimica, angiotomografia coronariana, estudo da fungao

endotelial por hiperemia reativa da artéria radial, ecografias carotideas e cardiacas,

avaliacao de densidade mineral éssea.
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Resultados: A idade média dos individuos arrolados foi de 85 + 4 anos, composta
de 78% do sexo feminino, sendo 76% portadores de hipertensao arterial sistémica,
19,5% de Diabetes Mellitus e 26% praticantes de atividade fisica segundo os
critérios da OMS renda familiar mediana de R$ 3.200 (1.400-8000) sendo que
86,9% referiram sua qualidade de vida como boa e muito boa. A atividade
inflamatdria medida pela PCR se associou de maneira independente dentre as
variaveis estudadas apenas com Apo B e Leucdcitos. A avaliacdo da calcificagao
coronariana mostrou ampla variagdo (0 a 3586) sendo que 13% da amostra
apresentaram de maneira excepcional para idade, escore de calcio zero. Os
individuos foram separados em dois grupos tendo como ponto de corte escore de
Agatston = e< 100 para avaliagdo da associagao entre calcificagdo coronariana e as
variaveis independentes. A presenca de CAC = 100 se associou positivamente a
dilatacao fluxo mediado (DFM) e aos Mondécitos. Apds a avaliagao de inexisténcia de
colinearidade entre as variaveis e a avaliagcdo de regressédo logistica binomial
somente o numero de Mondcitos apresentou associacao independente com CAC =
100. Na avaliagao da fungao endotelial a média da DFM dos pacientes com CAC=
100 foi 45% menor que a dos pacientes com CAC < 100 (p= 0, 005). Nao houve
diferenca na DNM como também nao houve diferenga entre as médias do IMT
meédio ou do IMT maximo médio de ambas as carétidas entre os grupos com CAC =
e < 100. Apds avaliagao ultrassonografica os individuos foram divididos em dois
grupos de acordo com a presenga ou nao de placas ateroscleroéticas. A presenca de
placas ateroscleroticas em caroétidas se associou de maneira inversa apenas com a
circunferéncia abdominal. Conclusao: Na amostra estudada os niveis de PCR se
associaram de maneira independente apenas com Apo B, concordante aos achados
em populagdes mais jovens. A CAC se associou com DFM e Mondcitos e de
maneira independente apenas com Monocitos. A  presenca de placas
aterosclerdticas na presente amostra nao foi capaz de identificar a extensdo da

calcificagdo coronariana dos individuos arrolados.
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Introduction: The aging population represents a major challenge in terms of social,
medical and scientific. In the scientific terms, the association of comorbidities and the
particularities characteristics of physiology of aging may not allow extrapolate the
knowledge gained in younger populations. In atherosclerosis this limitation is
particularly relevant not only by being the leading cause of death in the elderly but
also because their entire pathophysiological bases were outlined in research in
younger individuals. For example, the systemic inflammatory activity that is closely
related to atherosclerosis in the elderly has a higher expression. Moreover, in elderly
because of changes in calcium metabolism and remodeling of tissue calcification
there are a distinct setting of where studies  establish the predictive value of
coronary artery calcification. Those over 80 years are the share of elderly population
that most grow fast and them are those that are most affected by cardiovascular
disease. These individuals are the focus of this study. Objective: To evaluate in non-
institutionalized individuals with 80 or more years old, without previous or current
symptomatic cardiovascular disease the association between systemic inflammatory
activity, vasomotor systemic arterial function, bone mineral density, coronary
calcification and the presence of atherosclerotic plaques. Materials and methods:
Starting in 1196 candidates, from December 2008 to June 2010, 201 individuals
were selected to participate in the study. We excluded individuals with autoimmune
disease, current or previous cancers, obstructive pulmonary disease, using an anti-
inflammatory hormonal or nonhormonal, severe kidney disease, patients with current
or recurrent infections, with liver or heart failure. Selected subjects underwent
biochemical evaluation, coronary angiography, study of endothelial function by
reactive hyperemia of the radial artery, carotid and cardiac ultrasound and
assessment of bone mineral density. Results: The mean age of enrolled subjects
was 85 * 4 years, consisting of 78% female, 76% of patients with hypertension,
diabetes mellitus 19.5% and 26% engaged in physical activity according to the
criterion of WHO median family income of R$ 3,200 (1400-8000) of which 86.9%
stated their quality of life as good or very good. The inflammatory activity measured
by CRP was associated independently among the variables studied only with Apo B

and leukocytes.
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There was no difference in MND also as, there was no difference between the mean
of IMT mean or mean maximum IMT of both carotid arteries between the groups with
CAC = and <100. Assessment of coronary calcification showed wide variation (0-
3586) with 13% of the sample presented in an exceptional manner for age, calcium
score was zero.

The subjects were divided into two groups taking as cutoff = or <100Agatston score
to evaluate the association between coronary calcification and the others
independent variables. The presence of CAC = 100 was associated with FMD and
monocytes. In the assessment of endothelial function of the average FMD of patients
with CAC = 100 was 45% lower than that of patients with CAC <100 (p = O,
005).Following evaluation of absence of co linearity between variables and
evaluation of binomial logistic regression only the number of monocytes was
independently associated with CAC = 100. After ultrasound evaluation, individuals
were divided into two groups according to presence or absence of atherosclerotic
plaques. The presence of atherosclerotic plaques in carotid arteries is inversely
associated only with waist circumference. Conclusion: In this study CRP levels were
associated independently with only Apo B consistent with findings in younger people.
The CAC was associated with FMD and monocytes and independently only with
monocytes. The presence of atherosclerotic plaques in this sample was not able to

identify the extent of coronary calcification of the individuals enrolled.

Keyword: Elderly; very elderly, coronary artery calcification, IMT, carotid plaques;

endothelial function, subclinical atherosclerosis, TNF, IL10.
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2.0 PREFACIO
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Um novo perfil da doenga cardiovascular se torna cada vez mais prevalente. A
doenca aterosclerética no contexto dos idosos e dos muitos idosos. Para esta nova
interacado, doenca aterosclerética e envelhecimento, o conhecimento adquirido até
entdo, talvez ndo possa ser extrapolado. E, diante do rapido processo de
envelhecimento populacional que ocorre nas sociedades, um melhor entendimento
deste talvez novo fendtipo da doencga aterosclerética, passa a ter importancia cada
vez mais relevante. Para haver uma efetiva prevengcao existe a necessidade de
validacdo na populagdo de idosos e muito idosos dos métodos empregados em
pessoas mais jovens para discriminacdo dos individuos de alto risco. E com este

objetivo que foi criada a coorte Geros da qual este estudo faz parte.
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3.0 INTRODUGAO AO TEMA
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O ENVELHECIMENTO POPULACIONAL

Envelhecimento populacional é o processo que ocorre nas sociedades através
do aumento da propor¢cdo de individuos com mais de 65 anos. Este processo
inicialmente exclusivo de paises desenvolvidos constitui atualmente também um

grande desafio em na¢des em desenvolvimento.

Entre as causas do processo de envelhecimento populacional duas se
destacam a diminui¢cao da fecundidade da mulher, que ocorre nos primeiros estagios
da transicdo demografica e o declinio da mortalidade, principalmente nos mais idosos,

que ocorre nos estagios mais avangados.

O declinio da taxa de fecundidade da mulher globalmente diminuiu quase 50%
na ultima metade do século, caindo de valores de 5,0 criangas por mulher para 2,7
criangcas por mulher. Em paises desenvolvidos, a taxa de fecundidade atualmente é
de 1,3 criancas/mulher, valor inferior aos niveis de reposicdo populacional de 2,1
criangcas/ mulher. Ao contrario dos paises desenvolvidos em que tais redugdes nas
taxas de fecundidade ocorreram ao longo do ultimo século, nos paises em
desenvolvimento estas redugdes se deram nas ultimas 3 décadas. No Brasil, por
exemplo, a taxa de fecundidade apresentou declinio de 5,8 criangcas/mulher em 1970
para 1,8 criangas/mulher em 2008, segundo o Censo Demografico 1940/2000 e
Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios 2006-2008. O impacto da queda na
taxa de fecundidade nao é refletido apenas na piramide etaria, mas particularmente

no bem estar dos idosos, uma vez que o numero potencial de familiares cuidadores
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diminui. Isto se torna relevante principalmente em paises menos desenvolvidos em

que o suporte social dos idosos é dado exclusivamente pela familia imediata.

Globalmente, nas ultimas cinco décadas, a esperanca de vida ao nascer teve
um aumento de quase 20 anos, i.e. de 46,5 anos, em 1950-1955, para 66 anos em
2000-2005. '. No Brasil, a esperancga de vida ao nascer apresentou um aumento de
quase 10 anos nos ultimos 20 anos, i.e. de 62,5 anos em 1980 para 72,1 anos em
2005, segundo o Censo Demografico 1940/2000 e Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios 2004-2006. Estimativas oficiais projetam para 2050 uma populagédo de
individuos acima de 80 anos de 13 milhdes (5 milhdes de homens e 8 milhdes de

mulheres). Fig. 1.

HOMENS MULHERES

Fig. 1 — Estimativa da proporgao de individuos acima de 80 anos em 2050

Fonte:www.ibge.gov.br/home/estatistica/populagao/projecao
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A combinagdo de baixa fecundidade e baixa mortalidade produz como
consequUéncia nao apenas mais pessoas se tornando idosas como igualmente idosos
que vivem por mais tempo. Desta forma, a expectativa de sobrevida dentre os idosos
tende a aumentar principalmente nas faixas etarias mais elevadas. Globalmente nos
proximos 50 anos a expectativa de vida na idade de 60 anos ira aumentar de 18,8
anos em 2000-2005 para 22,2 anos em 2045-2050 (18%). Na idade de 65 anos
havera um aumento da expectativa de vida 19% e entre os octogenarios um aumento
dos atuais 7,2 para 8,8 anos, um aumento de 22%. Portanto, é tendéncia global que
nao apenas a propor¢ao de idosos nas sociedades esteja aumentando, como entre os
idosos, a parcela dos octogenarios seja 0 segmento etario que mais rapidamente

aumenta 2.

O grande desafio com esta crescente populagdo de idosos e suas exclusivas
necessidades envolve adequacdes legais, previdenciarias, de infra-estrutura, efc.
Enfim, este panorama impde a realizagdo de profundas mudangas na nossa
sociedade atual e na maneira como lidamos com o envelhecimento. Esta
desadaptacdo é especialmente critica na utilizacdo de conceitos e procedimentos
meédicos,que foram validados em populagdes mais jovens, a individuos com
associagao frequente de comorbidades e com as particularidades da fisiologia do
envelhecimento. O desenvolvimento cientifico para adequacéo da atencao a saude a

esta populagao é, desta forma, uma prioridade.
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4.0 - MANIFESTAGOES DA DOENGA CARDIOVASCULAR E ATEROSCLEROTICA

NO IDOSO E NO MUITO IDOSO
4.1 - EPIDEMIOLOGIA

Apesar da diminuicdo da mortalidade, a doenca cardiovascular continua sendo
a principal causa de morte na populacao geral, particularmente verdadeiro nas faixas

etarias mais elevadas.

Oitenta e dois por cento das mortes cardiovasculares ocorrem em individuos
com 65 anos ou mais, refletindo o grande aumento da incidéncia e prevaléncia das
doencas cardiovasculares que ocorrem com a idade. A prevaléncia da doenca
cardiovascular incluindo Hipertensdo, Doenca Coronariana, Insuficiéncia Cardiaca e
Acidente Vascular Encefalico aumentam de aproximadamente 40% em individuos
entre 40 a 59 anos para 70 a 75% entre individuos de 60 a 79 anos e ultrapassa 80%

de prevaléncia entre individuos acima de 80 anos.

Em 2005 na populagdo americana a doenga coronariana foi a responsavel por
mais da metade de todas as mortes cardiovasculares sendo que 82% das mortes de

origem coronariana ocorreram em individuos acima de 65 anos.

A incidéncia de Infarto Agudo do Miocardio (IAM) entre individuos na faixa de

65 a 74 anos é dez vezes maior que entre individuos de 35 a 44 anos.

E o aumento da incidéncia de Infarto Agudo do miocardio continua em idades
mais avancadas de modo que a incidéncia de IAM em individuos acima de 80 anos é

duas a trés vezes maiores que a incidéncia entre individuos entre 65 a 79 anos. ®
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No Brasil dados publicados pelo Ministério da Saude na Revista Epidemiologia
e Servicos de Saude 2004; 13(4): 217-228 demonstram que apesar da continua
queda da taxa de mortalidade por causas cardiovasculares, entre idosos, as doencas
cardiovasculares continuam sendo a principal causa de morte. No ano de 2000 a taxa
de mortalidade entre individuos de 70 a 79 anos (1833/100.000 idosos) foi mais que
dobro da Taxa de mortalidade dos individuos entre 60 a 69 anos (849/100.000

idosos).

Entre os Octogenarios a Taxa de mortalidade de causas cardiovasculares foi

4,3 vezes maior que entre individuos entre 60 a 69 anos.

No Brasil como no mundo, apesar das disparidades regionais, a doenca
cardiovascular é a principal causa de morte e sua incidéncia € mais significativa na
populagdo de idosos com uma expressao relativa maior nos individuos acima de 80

anos.
4.2 — A DOENGA ATEROSCLEROTICA E A IMUNOSSENESCENCIA

O processo de envelhecimento produz mudangas no sistema imunoldgico e a
doenca aterosclerética, com seu carater imuno inflamatério, pode apresentar neste

novo ambiente um fendtipo diferente de como a conhecemos.

O processo de envelhecimento do sistema imunoldgico recebe o nome
genérico de Imunossenescéncia que é definido como um estado de disfungdo do
sistema imunoldgico associada a idade. A imunossenescéncia foi demonstrada em
diversas espécies incluindo nos humanos, com alteragdes tanto no sistema adaptativo

quanto no inato. Esta disfungdo associada a idade contribui para a morbidade e
25



mortalidade devido a grande incidéncia ou reativagdo de doengas infecciosas bem

como possivelmente fendbmenos auto-imunes e cancer. *

4.3 — Visao geral dos mecanismos imunolégicos da Aterosclerose

Didaticamente o sistema imunolégico é dividido em sistema inato e sistema
adaptativo. O sistema inato caracteristicamente utiliza os receptores geneticamente
codificados, chamados de receptores de reconhecimento de padrées (PRR),
utilizados para reconhecimento de padrées moleculares associados a patdgenos
(PAMPs). O sistema adaptativo conta com linfocitos portadores de receptores que séo
gerados pelo rearranjo de segmentos de DNA. Participa do sistema inato as células
fagocitarias, Macrofagos e células Dendriticas, os granulécitos como os Eosindfilos e

os Neutrdfilos e as células Natural Killer (NK) e o sistema Complemento.

Os Macréfagos foram as primeiras células associadas ao processo
aterosclerdtico produzem citocinas proé inflamatdrias, participam da retencgao lipidica e
expressam diversos PRR sendo os mais relevantes na aterogénese os scavenger

receptors (SRs) e os receptores tipo TOLL like (TLRs).

Os SRs estdo envolvidos no reconhecimento e no clearence de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) entre eles os diferentes epitopos de
LDL - modificados. Entre os varios SRs os subtipos SR-Al e CD36 tém sido
considerados os receptores mais importantes na captagcdo de LDL oxidado pelos
macrofagos. No entanto dados conflitantes em experimentos animais fazem com que

o papel dos SR no processo de aterogénese esteja ainda indefinido. °
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Os TLRs sao receptores tipo | associados a membrana celular caracterizados
por uma porgcao extracelular rica em leucinas uma porcao transmembrana rica em
cisteina e um dominio citoplasmatico conhecido como receptor Toll-IL-1 (TIR). Dentre
os diversos TLRs em humanos, os TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 sao receptores
de superficie celular, enquanto que outros estdo localizados em membranas de
organelas citoplasmaticas. Os TLRs coletivamente reconhecem padrbes moleculares
associados a patégenos (PAMPs) em lipidios, carbohidratos, peptideos e &acido
nucléico de microrganismos. Como exemplo os TLR4 reconhecem lipopolissacarideos
(LPS) enquanto que os TLR2 reconhecem lipopeptideos e peptideoglicanos

microbianos.

De acordo com a natureza do ligante ao TLR este se torna ativado e através da
sua porcao citosolica leva a ativacdo de maneira diferenciada ou em conjunto as
diferentes vias de transducao do sinal que induzem a expressao de uma variedade de
genes envolvidos na resposta imunoldgica e inflamatéria. °

O papel dos TLR na aterosclerose foi sugerido quando se demonstrou que
células endoteliais de artérias normais apresentavam baixos niveis de expresséo de
TLR e que em artérias doentes os niveis de expressao de TLR estavam aumentados,
principalmente a expressao de TLR1, TLR2, TLR4 e TLR6 nas células endoteliais e
em macréfagos. E ainda na placa aterosclerdtica os TLR2 e TLR4 sado os mais
expressos nos macréfagos e nas células endoteliais.

No microambiente da lesdo aterosclerdtica os TLR presentes em células

endoteliais e macréfagos em colaboracdo com co receptores e SRs reconhecem uma
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variedade de ligantes exdgenos e ligantes enddgenos e leva a sintese de mediadores
inflamatdrios através de uma complexa via de transducéo de sinais citoplasmaticos. °
Enquanto a ligagdo aos SRs leva a endocitose e a degradacédo lisossomal de
particulas a ligagdo aos TLR leva a ativagdo transmembrana de sinais que ativam as
vias NFkB e a via de proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPK) que culminam
na expressdo de genes produtores de mediadores inflamatérios. ® De maneira

esquematizada na Figura 2.

Exogenous ligand Endogenous ligand
LPS Modified LDL

Diacyl lipopeptides Hsp&0, HspT0
Glycolipids Hyaluronate
Peptidoglycan Fibronetin extra domain
Zymosan HMGB1

Mecrotic calls

SR-A TLR4
MD2 TLR2 TLR1 CD36
I cnmlgk l TLRE . TLR2

TRAM u My D88 D
TRIF

IF M- Proinflammatoy
IFN-B cytokines

Figura 2 TRL na aterosclerose

Fonte: Immunological Reviews 2007; 219: 187-203

O sistema adaptativo reconhece estruturas moleculares especificas apartir da
geracdo de receptores de antigenos nas células T e de Imunoglobulinas que s&o
geradas apartir do rearranjo somatico do DNA. Uma vez que células T reconhecem os
antigenos apresentados estes iniciam a resposta adaptativa precisamente contra
estes antigenos. Esta resposta inclui a ativacdo de linfocitos citotoxicos contra a

célula portadora do antigeno bem como a ativagdo de células B para produgédo de
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anticorpos contra os antigenos e a potencializagdo da resposta imunolégica inata
através da producéo de citocinas. ®

Dados de modelos animais indicam que o processo de aterosclerose se inicia
como resposta do sistema imunolégico a acumulacdo e a modificacdo de
lipoproteinas na intima dos vasos. A acumulagao extracelular de lipidios, em modelos
animais, ocorre precocemente em resposta aos elevados niveis séricos de
lipoproteinas.

No ambiente extracelular proteoglicans e particulas protéicas ligadoras de
lipoproteinas, talvez ndo protegidas da agao de antioxidantes plasmaticos, passam a
sofrer modificacdes que levam a oxidacao de lipidios.

Dados laboratoriais confirmam o importante papel de varias lipoproteinas
modificadas e seus constituintes na ativacdo dos mediadores do sistema inato. Nao
apenas lipoproteinas modificadas sao capazes de promover a ativagao do sistema
inato e progressao da aterosclerose como dados provenientes de estudos soro
epidemiolégicos tem demonstrado que titulos de anticorpos contra estruturas
bacterianas estdo também relacionados com o aumento da placa aterosclerética e
progressao da doencga. E a expressao de TLR em placas ateroscleréticas sugere um
possivel mecanismo pelo qual produtos microbianos possam ativar as células das
placas ateroscleroticas. °

As citocinas produzidas por estes estimulos aterogénicos aumentam a
expressao de genes que codificam varias moléculas de adesao aumentando a
expressao destas na superficie de células endoteliais (EC) nas regides da placa

incipiente.
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Uma vez aderidos as superficies das células endoteliais os leucdcitos migram
para o espacgo intimal subjacente em resposta a quimiocinas. Uma vez residentes no
espaco subintimal Mondcitos se diferenciam em Macréfagos que passam a acumular
lipidios intracelulares. O processo de acumulo de lipidios depende da expressao de
SRs incluindo SRA | e Il e CD36. Estes receptores reconhecem motivos estruturais
compartilhados por uma grande variedade de macromoléculas microbianas bem como
fragmentos de células apoptéticas e lipoproteinas modificadas. A captagao de lipidios
modificados pelos Macréfagos leva a formacdo das células espumosas,
anatomicamente chamadas de estrias gordurosas, a primeira manifestagcédo
macroscopica da aterosclerose.

As fases iniciais das lesdes aterosclerdticas tém a participacdo tanto de
Monécitos quanto de células T. De fato muitas das moléculas de adesdo e
quimiocinas que promovem a adesdo o recrutamento de Mondcitos também
estimulam as células T a migrarem para a regidao afetada. Em placas humanas
avancadas as células T constituem aproximadamente 10% a 20% da populacéo
celular. Os linfécitos T apds interagir com células dendriticas (DC) e ou Macrofagos
especializados na apresentagao de antigenos iniciam a resposta imunoldgica celular.

As células apresentadoras de antigenos (APCs) povoam placas
ateroscleréticas e linfonodos que drenam a regido afetada onde apresentam os
antigenos juntamente com moléculas co estimuladoras iniciando a resposta
adaptativa. Potenciais antigenos que estimulam as células T incluem proteinas de

choque térmico (HPS), componentes de lipoproteinas plasmaticas e componentes
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microbianos. O clone de células T que reconhecer o antigeno ira proliferar e amplificar
a resposta imunoldgica.

As células T CD4 que representam 2/3 da populacdo de células T apds a
estimulagao antigénica passam a ser chamadas de células T auxiliares (Th) e podem
se diferenciar em varios subtipos sendo os principais Th1 e Th2. A classe funcional
Th1 geralmente amplifica a resposta inflamatéria através de secre¢ao de citocinas
como IFNy, IL2, TNFa e B levando ao agravamento da lesdo aterosclerética bem
como o recente subtipo funcional Th17. ’ Estas citocinas causam ativagdo de
macrofagos e células vasculares, promovem inflamacado e também participam da
imunidade celular. No ambiente da placa muitas células produzem citocinas Th1
estimuladoras como IL12 e IL8. ©

As células T estimuladas que se diferenciam no subtipo Th2 passam a produzir
as citocinas IL4, IL5 e IL10. O papel exato da via Th2 na aterogénese permanece
controverso apesar de existir evidéncias relacionando o predominio desta via e
formacgdo de aneurismas. ’

Outro subtipo de células T conhecido como reguladoras (Treg) parecem ter um
papel de modulagcdo da resposta inflamatoria. Nos modelos animais que possuem
disfungdo das células Treg, ocorre uma exarcebagao da lesdo aterosclerética. Um
terco das células T possui outro marcador, o marcador CD8. As células T CD8
reconhecem peptideos associados a moléculas classe | do complexo de
histocompatibilidade (MHC). As células T CD8 quando ativadas possuem acéo

citotéxica e sao capazes via contato celular levar a lise de células vizinhas como

31



células musculares lisas e macréfagos levando a maior liberagdo de auto antigenos e
propiciando um aumento do estado inflamatdrio.

A imunidade humoral na aterosclerose se faz via células B que secretam
anticorpos capazes de reconhecer diversas estruturas moleculares e dados
experimentais demonstram que a produgdo de anticorpos contra estes antigenos
especificamente epitopos de LDL oxidado leve a uma diminuicdo da lesao
aterosclerética. ’

O papel do sistema imunolégico e de seus constituintes na génese da
doenca aterosclerdtica esta bem estabelecido, no entanto, a repercussao do
envelhecimento do sistema imunoldégico na doencga aterosclerética esta para ser

desvendado.

4.4 — Aspectos biolégicos da Imunossenescéncia
Existe um entendimento baseado em dados clinicos e epidemiolégicos que o sistema
imunoldgico apresenta uma disfungao relacionada ao envelhecimento, no entanto, a
caracterizagao destas disfuncdes representa um desafio.

Diferentes critérios de sele¢cao da amostra produzem resultados conflitantes. A
alta prevaléncia de doengas crbénicas de carater imuno inflamatério na populagao
idosa interfere no entendimento do mecanismo subjacente da imunossenecéncia. Por
outro lado o estudo do sistema imunolégico de amostras de individuos em que nao
apresentem doengas cronicas degenerativas e outros intervenientes do sistema
imunoldgico podem ser representativos de apenas um subgrupo de individuos com

excepcional perfil imunoldgico.
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4.5 — Imunossenescéncia e o sistema inato

Os Mondcitos originam de células mieldides progenitoras e diferenciam-se em
macrofagos com fungdes especializadas em diversos tecidos como 0sso, vasos,
pulmdes e figado.

Os macréfagos possuem importante papel na resposta imunolégica atuando
nao apenas na fagocitose de células e restos celulares como também atuando como
APCs. A atividade bactericida esta relacionada a capacidade de producido de
intermediarios reativos de nitrogénio e oxigénio. A produgado destes intermediarios €
induzida pelo interferon y (IFN-y) de células T e Natural Killer (NK) ou por
componentes da parede celular de bactérias.

A grande maioria de estudos sobre os efeitos do envelhecimento nos
macrofagos foram realizados em modelos animais e avaliando apenas a fungao
fagocitica. Nestes modelos a produgao de intermediarios de nitrogénio e oxigénio de
macréfagos envelhecidos foi 75% menor que em macréfagos de animais mais jovens,
sugerindo uma menor capacidade fagocitica. ®

O mecanismo subjacente das alteragbes funcionais dos macréfagos inclui
alteracbes na atividade de uma variedade de receptores de membrana e das suas
vias de sinalizacéao.

A alteracdo nos receptores tipo TOLL, oriundas do processo de
envelhecimento, sao de especial importancia na compreensao da imunossenescéncia

especialmente dos receptores TLR2 e TLR4 no contexto da aterosclerose.
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O receptor TLR4 tem como principal ligante os lipopolissacarideos (LPS)
presentes na membrana celular das bactérias gram negativas. Diversos estudos
avaliando as mudancas relacionadas a idade nos mondécitos e macrofagos utilizando
a LPS como ligante tém demonstrado resultados conflitantes devido a diferentes
metodologias e a critérios de selegédo dos individuos. De modo que no momento néo
existe uma conclusao definitiva em relagcdo a producgao de citocinas induzida por LPS
em mondcitos no contexto do envelhecimento. °

Estudo avaliando as mudancas relacionadas a idade na funcdo e expressao
dos TLR de diversas linhagens celulares através de citometria de fluxo encontrou que
a producao de citocinas (TNFa e IL6) em Mondcitos induzida pela ativagdo de TLR
especificamente TLR2/6, TLR4 e TLR5, permaneceram inalteradas em idosos € em
jovens. No entanto quando se utilizava agonista especifico de TLR1/2 a producgéo de
TNFa e IL6 pelos Mondcitos de individuos idosos foi 50% menor que a produgao de
TNFa e IL6 em individuos mais jovens. ® Dados oriundos de estudos seccionais e de
coorte de idosos tém levado a concluir a existéncia de alteracdes da funcdo dos TLR
relacionado a idade.

No entanto, paradoxalmente, estes dados de estudo in vitro, da menor
capacidade de produgédo de citocinas por mondcitos e macréfagos de individuos
idosos, divergem dos fortes dados observacionais que individuos idosos apresentam
um milleu pré inflamatério com elevados niveis de citocinas como TNFa, IL6 e

marcadores inflamatérios como Proteina C reativa (PCR). '

Tanto que o termo “inflamm ageing” tem sido cunhado, para descrever este
estado de elevado nivel de citocinas pré inflamatdrias, que comumente se encontra
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nos individuos idosos. Dentre as diversas citocinas inflamatdrias a IL6 tem sido a mais
investigada e evidéncia que sua concentragédo sérica aumenta com a idade. E estes
elevados niveis séricos estdo fortemente associados a incapacidade, quedas

hospitalizagdes e morte em individuos idosos.

Uma variedade de situagdes contribui para este aparente paradoxo. Elevados
niveis basais de citocinas poderiam resultar em um relativo estado refratario a novos
estimulos resultando em uma diminuicdo da produgao de novas citocinas. Ou ainda
estudos que avaliam os niveis séricos de IL6 podem refletir a producdo de outras
fontes de IL6 apesar dos Mondcitos/Macréfagos serem a principal fonte a IL6 é
também produzida por células endoteliais, adipocitos e fibroblastos. De modo que os
significativos aumentos nos niveis circulantes de citocinas inflamatérias que resultam
em niveis de TNFa e IL6 duas a trés vezes maiores que em individuos mais jovens
podem refletir a cumulativa, porém pouca producdo proveniente de

Mondcitos/Macrofagos bem como a produgdo proveniente de outras células. ™

As células NK sao linfocitos citotoxicos do sistema inato que atuam de maneira
importante na defesa contra células malignas e infec¢des virais. Em individuos idosos
existe um aumento do numero absoluto de células NK. Apesar deste aumento do
numero de células a atividade citotoxica das células NK estd diminuida. E ainda a
producao de IFNy induzida por IL2 esta diminuida bem como outras citocinas e

quimiocinas induzidas por 112 e IL12.

As células dendriticas (DC) possuem varios subtipos com diferentes

caracteristicas as DC mieldides e as DC plasmocitéides. Os DC plasmocitéides sao
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importantes na produgao de interferon (INF) tipo | e respostas antivirais enquanto os
DC mieldides expressam uma grande variedade de TLR e faciltam a resposta
adaptativa em parte através da produgcao de IL12 induzida via TLR na inducdo da
resposta Th1. Dados atuais demonstram um aumento ou nao modificagdo do numero
de DC mieldides relacionada a idade. Enquanto o numero de DC plasmocitdides esta
diminuido ou inalterado com a idade. O impacto da imunossenecéncia nas DC
permanece uma area de intensa investigacdo, DC derivadas de mondcitos
apresentam uma menor capacidade de micropinocitose e menor capacidade de

1

fagocitacdo de células apoptéticas '', no entanto a funcdo de apresentagcdo de

antigeno parece estar preservada no contexto do envelhecimento. '* 2

4.6 — Imunossenescéncia e o sistema adaptativo

A maturacao das células T virgens ocorre no Timo durante este periodo de
maturacao as células T migram do cortex para medula de onde saem para periferia. O
Timo que é divido em cértex ricamente povoado por Timocitos e medula
esparsamente povoada. Um dos mais relevantes aspectos da imunossenecéncia € a
involucéo timica onde o volume total do 6rgéo diminui e ocorre a reposi¢ao do tecido
funcional por tecido adiposo e aumento do espacgo perivascular com a idade. Como
consequéncia o numero de células T virgens maturadas no Timo diminui e por sua
vez reduz a diversidade dos receptores das células T (TCR).

Nao apenas o repertorio de TCR esta dramaticamente diminuido como as
Células T virgens de individuos idosos apresentam defeitos funcionais, reduzida
producdao de IL2 e uma diminuida expansdo e diferenciagdo em células efetoras
quando comparados com células T virgens de individuos jovens e ainda uma maior
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proporcdo de células T de memoéria CD4 e CD8. Células T CD4 + possuem menor
expressao de fatores co estimuladores como CD40 que interfere na ativacao de
células B. Em conjunto estas alteragbes podem levar a uma menor capacidade de
responder efetivamente a novos antigenos .

Tanto quanto nas células T as células B apresentam alteracdes relacionadas a
idade e como consequéncia na fungao humoral. Apesar do numero de células B no
sangue periférico ndo diminuir com a idade a composi¢do do pool de células B
modifica com o envelhecimento o numero de células B virgens diminui e o numero de
células B de memoadria aumentam. O numero de células B de memdéria aumentado em
detrimento de células B virgens diminui a diversidade do repertério imunolégico. A
disfuncado do sistema humoral relacionado a idade é também resultado da perda da
qualidade das interagdes das células do sistema B e T.

As células B interagindo com células T que apresentam menor expressao de
fatores co estimuladores juntamente com um microambiente de citocinas alterado,

contribuem para as disfun¢des na produgéo e na qualidade dos anticorpos. "

4.7 — Aspectos clinicos da Imunossenescéncia

As implicagdes clinicas da Imunossenescéncia incluem maior risco de
infeccbes, doengcas malignas, doengas autoimunes, aterosclerose, doengas
neurodegenerativas e diminuigao da eficacia das vacinas ™.

Dados clinicos e epidemiologicos sugerem que o processo de envelhecimento
do sistema imunolégico favorega ao desenvolvimento da doenga aterosclerética ja

qgue a doencga cardiovascular continua sendo a principal causa de morte em idosos.
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No entanto ainda existe uma grande lacuna entre, o conhecimento dos
mecanismos basicos da imunossenescéncia e suas repercussdes na aterosclerose e
os dados clinicos e epidemiolégicos.

A capacidade fagocitica de Macrofagos diminuida e uma menor capacidade de
identificacao e lise de células tumorais pelas células NK tem claras repercussdes na
sobrevida de pacientes idosos por favorecer o aparecimento de quadros infecciosos e
estados neoplasicos.

No entanto as repercussdes dos niveis séricos aumentados de citocinas
inflamatdrias juntamente com as alteragdes in vitro da diminuicdo da expressao e
funcdo dos TLRs nos Macrofagos, da menor produgédo de citocinas e alteragbes na
capacidade de ativacdo de células T pelas APC no desenvolvimento da

Aterosclerose, ainda ndo foram esclarecidas. ™
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4.8 — Aspectos anatomicos e funcionais da Aterosclerose no idoso

O fendtipo da doenca aterosclerética no idoso apresenta caracteristicas
peculiares. A doenca aterosclerdtica é altamente prevalente e responsavel pela
maioria das mortes em pessoas idosas. Embora o mecanismo através do qual o
aumento da idade contribui para a alta mortalidade seja desconhecido acredita-se que
a alta prevaléncia de co morbidades e a maior extensdo da doencga aterosclerotica

sejam os principais fatores envolvidos na alta mortalidade.

Estudo realizado com 1009 pacientes que foram submetidos a Ultrasonografia
intravascular (IVUS) e foram divididos de acordo com a idade em cinco grupos apartir
de 40 anos com incremento de 10 anos na idade em cada grupo. Neste estudo, os
pacientes com mais de 80 anos, apresentavam placas com maior grau de calcificagéo
e a idade do paciente foi preditor independente do remodelamento negativo e da
extensdo da doenga aterosclerotica. Enquanto os pacientes mais jovens
apresentavam morfologia de placas instaveis, com maior remodelamento positivo e
maior presenca de placas rotas e trombos. > Em outro estudo avaliando a histologia
das placas ateroscleréticas em individuos com idade superior e inferior a 70 anos pela
IVUS demonstrou que as placas ateroscleréticas do grupo mais idoso apresentavam
maior densidade de célcio e maior proporgédo de tecido necroético. '® E estudos de
anatomia patologica indicam que a presenga de grandes componentes necroéticos em
placas aterosclerdticas estdo associados a maior vulnerabilidade da placa e infarto
agudo do miocardio. " Portanto os achados anatdmicos refletem os dados

epidemioldgicos, a doenga aterosclerética com lesbes mais complexas e de maior
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extensao e com maior potencial de eventos apresenta maior incidéncia com aumento

da idade.

4.9 - O desafio da estratificacao de risco na prevenc¢ao primaria do muito

idoso

A mortalidade por doenca aterosclerdtica tem apresentado diminuicdo em
individuos com idade menor que 60 anos, porém sem alteragdo na sua incidéncia em
individuos acima de 60 anos *. Portanto devido ao envelhecimento populacional e a
mudanca do perfil etario da incidéncia da doenca, a prevencao primaria da doenca

aterosclerdtica ocorrera em faixas etarias cada vez mais elevadas.

No entanto a avaliagdo de risco cardiovascular na populagao idosa carece de
ferramentas apropriadas uma vez que nos grandes estudos de prevengao primaria
esta populacgio esta sub representada. ' Os beneficios e seguranga oriundos do uso
de estatinas na prevencao primaria nos idosos, tém sido apoiados em analises de
subgrupos e em poucos estudos voltados para a populagdo mais velha. O estudo
AFCAPS/TexCAPS dos 6605 individuos arrolados apenas 1416 apresentavam idade
superior a 65 anos e o maior estudo em prevencgao primaria na populagao idosa The
Cardiovascular health study (CHS) com 5201 participantes apresentou idade média
de apenas 71 anos, bem abaixo da faixa etaria que mais cresce com o

envelhecimento populacional, os individuos acima de 80 anos. %

Até mesmo as ferramentas de estratificagdo de risco usuais como o Escore de
Framingham ndo contemplam faixas etarias além dos 79 anos e ainda assim tem sido
usada na auséncia de alternativa disponivel. E estudos observacionais em individuos
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com mais de 85 anos tem demonstrado que alguns destes fatores de risco se tornam
nebulosos com a idade ou mesmo agem em direcdo oposta nesta idade. Como
exemplo, os dados oriundos de estudos que avaliaram a associagao entre niveis de
hipertensado arterial e mortalidade cardiovascular em individuos acima de 85 anos
demonstrou que aqueles com menores niveis pressoricos apresentaram maiores
taxas de mortalidade. 2" ?Dados como estes tem levado a se questionar a eficacia de
intervengdes direcionadas aos fatores de risco classicos objetivando a prevencéao
primaria nesta faixa etaria. 2 Estudo em individuos na cidade de Leiden Holanda que
atingiram 85 anos de idade sem histdria prévia de doenga cardiovascular e que foram
acompanhados por 5 anos demonstrou que o uso do Escore de Framingham (EF) nao
foi util em predizer o risco cardiovascular. Durante o periodo de acompanhamento de
5 anos, 35 individuos vieram a falecer de doenca cardiovascular e apenas 12 dos 35

individuos foram classificados como alto risco pelo EF. 23

Como complicador o poder preditivo dos fatores de risco diminui com a idade,
em parte devido a sobrevivéncia seletiva e em parte devido a influéncia das
comorbidades associadas. E ainda as ferramentas atuais de avaliagdo de risco
cardiovascular incorporam a idade como marcador substituto de aterosclerose sem

levar em consideragéo a heterogeneidade dos individuos idosos. %

Portanto estamos diante de uma parcela da populagcdo cada vez mais
significativa que apresenta alta mortalidade cardiovascular e que as ferramentas

utilizadas até entao para estratificagao de risco parece nao serem uteis.
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4.10 - A calcificagao coronariana como estratificador de risco no muito idoso.

O calcio coronariano € atualmente reconhecido como um fator preditivo
independente e é capaz de melhor estratificar os individuos classificados como risco
intermediario para doenga coronariana. E a avaliagao seletiva destes individuos
atraves do Escore de Calcio Coronariano (CAC) é recomendagao dos Consensos

Europeus e Americanos para prevencao primaria de doenga coronariana. 2° %

Diversos estudos tém demonstrado a utilidade deste marcador em populagdes
idosas adicionando poder preditor a avaliagdo usual. Vliegenthart et al. * avaliando
1795 individuos prospectivamente com idades entre 62 a 85 anos (média de 71 anos)
demonstrou que a calcificacdo coronariana foi um potente e independente fator
preditor de risco cardiovascular nesta amostra populacional. Raggi et al. ?” avaliou
3570 individuos assintomaticos sem passado de doenca coronariana com idade
acima de 70 anos, que foram referenciados a médicos de atendimento primario para
serem submetidos a avaliagdo de calcificagdo coronariana através de Tomografia
Computadorizada.O uso do EC permitiu reclassificar o risco de 43% das mulheres e
45% dos homens acima de 80 anos o que permitiu um melhor capacidade de

discriminagéo do risco nesta populagao..

A quantificagdo de calcio coronariano pode ser entendida como uma medida
cumulativa da exposigdo do individuo ao longo da vida aos fatores de risco
cardiovasculares e desta forma parece ser de utilidade o uso deste marcador na

avaliacao de risco de individuos idosos.
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5.0- Justificativa do estudo.

No contexto do envelhecimento populacional um grande esforco tem sido feito
no entendimento do processo do envelhecimento humano e das doengas associadas
a idade. Desta forma a procura de modelos que possam melhor identificar os
individuos sob risco cardiovascular e direcionar esforgos na prevencao tem se tornado
uma prioridade. Apesar da mortalidade por doenca cardiovascular apresentar sinais
de remissdo em individuos mais jovens continua sendo a principal causa de morte em
individuos idosos principalmente nas faixas etarias mais elevadas. Aspectos
epidemiolégicos e dados de estudos anatomo patoldgicos tem demonstrado que o
fenétipo da doenca aterosclerética nos idosos difere dos individuos mais jovens. A
maior incidéncia de comorbidades, as alteragdes no sistema imunoldgico e o viés da
sobrevivéncia seletiva fazem com que o conhecimento adquirido dos grandes estudos

talvez ndo possa ser extrapolado para esta parcela da populagao.

Da mesma forma a capacidade de predicdo de eventos baseado nos fatores de
risco parece nao ser tao util nesta populagao. E para a efetiva prevencao a escolha de
marcadores subclinicos de aterosclerose que possam realmente discriminar os

individuos de alto risco necessita de ser validada nesta populagao.
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6.0 OBJETIVOS
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Avaliar na populacdo de individuos com mais de 80 anos e sem doenga

cardiovascular manifesta:

1 - Quais os parametros clinicos e laboratoriais que influenciam a atividade

inflamatdria sistémica estimada por PCR.

2 — O grau de CAC e a associagao de sua intensidade com as caracteristicas clinicas

e laboratoriais, particularmente a atividade inflamatéria sistémica.

3 — A frequéncia de placas carotideas e o IMT e suas associagdes com DAC,

estimada pela CAC, bem como com as caracteristicas clinicas e laboratoriais.
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7.0 MATERIAIS E METODOS
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7.1 Delineamentos do estudo

Todos os pacientes que tiveram os critérios de selegao foram arrolados neste
estudo indistintamente e sua analise inicial foi realizada em corte transversal, sem
definicdo de grupos, com a finalidade descritiva geral. N&do houve busca ativa por
casos ou controles para evitar viéses de selegao relacionados a origem ou método de
selecdo de participantes. Em seguida, a observacdo de aterosclerose subclinica,
variavel dependente pré-estabelecida, permitiu a analise do estudo no formato caso-

controle.

7.2 Amostra da pesquisa

7.3 Populagao alvo

Homens e mulheres com idade igual ou superior a 80 anos néo

institucionalizados e sem manifestacao clinica de doenca aterosclerdtica.

7.4 Critérios de inclusao

Pacientes com idade igual ou superior a 80 anos, nao institucionalizados, que
procuraram espontaneamente atendimento para cuidados de prevencédo e que nunca

tenha manifestado clinicamente IAM, AVC ou doenca arterial periférica obstrutiva.

7.5 Critérios de exclusao

* Doenca auto-imune

* Neoplasias de qualquer tipo atuais ou passadas

» Doenca pulmonar obstrutiva sintomatica ou assintomatica grave
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* Uso de corticéides ou anti-inflamatérios ndo hormonais de maneira continua

« Doenca renal crénica grave (clearence de creatinina menor que 25 mL/min /

1.73m2)

* Infeccbes crénicas ou recorrentes

» Hepatopatias definidas por alteragbes de provas bioquimicas e ou
funcionais hepaticas ou exames de imagem compativeis com hepatopatia

grave

* Insuficiéncia cardiaca (fracdo de ejecdo<50%)

7.6 Captacao dos participantes

A captacao dos participantes foi realizada exclusivamente em clinica privada,
Clinica Biocardios, que atende pacientes com acesso a saude complementar de
variadas classes soécio-econdmicas. Todos os pacientes tiveram demanda

espontanea para avaliagdo médica do estado de saude.

Os pacientes com essas caracteristicas foram selecionados apartir do
prontuario tendo como referéncia a data de nascimento no momento da convocagéao.
Foram selecionados pela data de nascimento 1198 prontuarios. Desta primeira
amostra, 229 individuos foram selecionados pelos critérios supracitados e
convocados para entrevista médica quando mais 28 individuos foram excluidos. Nove
individuos foram excluidos por neoplasia em periodo inferior a seis meses da
inclusdo, 1 individuo por antecedente de AVC, 5 por uso continuo de corticéide

inalatério, 3 por insuficiéncia cardiaca, 1 por antecedente de revascularizagao
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miocardica cirurgica, 1 paciente por apresentar angina instavel antes da realizagao
dos exames do estudo, 1 individuo devido a presenca de Psoriase e outro devido a
presenca de hipertensdo pulmonar grave. Ainda houve 6 desisténcias. Apds o
processo de selegado 201 individuos foram efetivamente arrolados no estudo (Figura

3).
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Figura 3 — Processo de selegao dos individuos

1196 prontudrios
selecionados de
individuos acima de 80
anos apartir da data de
inclusdo

v

19% (229) dos individuos
foram convocados para
entrevista apartir de
dados nos prontudrios

v

Apds entrevista 9,6%
(22) individuos foram
excluidos

v

5 individuos desistiram
de realizar os exames
apos ainclusdaoe 1
individuo mudou-se
antes de completar os
exames

v

9 excluidos por antecedentes de Neoplasia
1 excluido por antecedentes de (AVE)

5 excluidos por uso de corticéides inalatérios
continuo

3 excluidos por presenga de insuficiéncia cardiaca

1 por antecedente de revascularizagdo miocardica
cirargica

1 paciente por apresentar angina instavel antes da
realizacao dos exames do estudo

1 individuo devido a presencga de Psoriase

1 individuo excluido devido a Hipertensdo Pulmonar

Ao final 201 individuos
foram arrolados no
estudo
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7.7 Método de coletas de dados

Apds consentimento livre e esclarecido os pacientes foram submetidos a
questionario médico, realizaram eletrocardiograma, ecodopplercardiograma colorido
cardiaco e de cardtidas, avaliaram funcdo endotelial por hiperemia reativa da artéria
radial, densitometria éssea e coleta de sangue e DNA para congelamento e dosagens
bioquimicas detalhadas abaixo. Num intervalo maximo de um més, os pacientes
foram submetidos a tomografia de computadorizada de torax para avaliacdo do

escore de calcio.

7.8 Padronizagao das técnicas

7.9 Analises bioquimicas

Apobs coleta, o sangue foi centrifugado em EDTA a 5° C, 4500 rpm por
15 minutos para separac¢ao do plasma e creme leucocitario. Amostras de plasma do e
do creme leucocitario foram congeladas a -80° C para posterior investigagdo. Outras
aliquotas foram encaminhadas para dosagem imediata em Ilaboratoério
especificamente contratado para realiza-las nas condigdes descritas abaixo. O
laboratorio contratado é certificado pelo Programa de Acreditagdo de Laboratérios

Clinicos da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica.

Foram dosados por testes enzimaticos, glicose (Glucose GOD-PAP, Roche
Diagnostics, Mannheim, EUA), colesterol total (CHOD-PAP, Roche Diagnostics,
Mannheim, EUA), triglicérides (GPO-PAP, Roche Diagnostics, Mannheim, EUA), HDL
colesterol (HDL colesterol sem pré-tratamento, Roche Diagnostics, Mannheim, EUA).

A proteina C reativa de alta sensibilidade foi determinada por imunonefelometria
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(Cardiophase, Dade Behring, Marburg, EUA). A hemoglobina glicada foi determinada
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC), por método comercialmente
disponivel (Variant Il, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). O acido urico foi
determinado por método Uricase (Hitachi, Tokyo Japan), Transaminases Glutamico
Pirdvicas e Transaminases Glutdmico Oxalacética Cinético/UV 37°c(Hitachi, Tokio
Japao). A Gama Glutamil Transferase e a Fosfatase Alcalina foi determinadas pelo
método cinético PNP (IFCC) (Hitachi, Tokio Japao). Sédio e Potassio séricos foram
determinados pelo método Eletrodo ion seletivo — Indireto (Hitachi, Tokio Jap&o).
Magnésio sérico foi determinado pelo método Azul de Xilidil(Hitachi, Tokio Jap&o).
Uréia sérica foi determinado pelo métodoCinético/lUV GLDH 37°c(Hitachi, Tokio
Japao). Creatinina sérica foi determinado pelo método Picrato Cinético (Hitachi, Tokio
Japao). A Velocidade de Hemossedimentagdo (VHS) foi avaliada pelo método
Sedimentacgao de Eritrécitos (Alifax S.p.A-PD, Italia). A dosagem das proteinas totais
e fragdes foram determinadas pelo método Biureto (Hitachi, Tokio Japao). A dosagem
de Calcitonina e PTH foram determinadas pelo método de quimioluminescéncia
(Immulite 2000E-Siemens, Alemanha). O Hemograma com contagem de plaquetas foi
determinado de forma automatizada (Sysmex XE2100 Siemens,Alemanha).A
dosagem do Fibrinogénio foi determinado de forma automatizada (Sysmex CA1500,
Siemens Alemanha). A citocinas interleucina (IL) 10 e o fator de Necrose Tumoral tipo

alfa (TNF-a) foram dosados por ELISA (eBioscience, San Diego, CA, USA).

7.10 Avaliagao da Fung¢ao Endotelial pelo Teste de Reatividade da Artéria
Braquial
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A funcdo endotelial foi estudada através da avaliagdo da dilatagao fluxo
mediado (DFM) e da dilatagdo Nitrato mediada (DNN) na artéria braquial esquerda
por ultra-sonografia de alta resolugdo nao invasiva. Os exames foram realizados
sempre no inicio da manha (entre 7:30 e 9:00), em sala com controle de luminosidade
e temperatura, em equipamento da marca Philips, modelo IE 33 e transdutor linear de
3-9 MHz. Os pacientes permaneceram em jejum de doze horas, sem medicagoes
vasoativas por 24 horas, fora do periodo menstrual para as mulheres, e sem realizar
exercicios fisicos, fumar ou ingerir alimentos com cafeina, alto teor de gordura ou
vitamina C nas 24 horas anteriores ao exame.

O paciente permanecia em repouso (em posi¢cao supina) por 10 minutos até o
inicio do exame. Os ciclos cardiacos foram monitorizados simultaneamente por
eletrocardiografia acoplada ao equipamento. Foram entdo obtidas imagens
bidimensionais da artéria braquial, em eixo longitudinal, aproximadamente dois
centimetros acima da fossa antecubital. Quando as primeiras imagens em repouso
eram adquiridas, a pele do paciente era marcada para que todas as obtencdes a partir
dai fossem feitas no mesmo local. Antes de qualquer registro definitivo, os parametros
do equipamento eram ajustados para melhor definicdo das imagens, sem mais
alteragdes no curso do exame. O fluxo sanguineo foi analisado colocando-se a
amostra-volume do Doppler pulsado no centro da artéria braquial, com angulagéo
corrigida e apropriada (angulo < 60°). A hiperemia reativa (DFM) foi induzida pela
insuflagdo de manguito acoplado a mandémetro de mercurio no antebraco esquerdo,

50mmHg acima da pressao arterial sistolica do paciente. Apos cinco minutos, a
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pressdao do manguito era liberada, sendo registrada, nos primeiros 15 segundos
seguintes, a variagdo do fluxo local da hiperemia reativa. As imagens bidimensionais
foram adquiridas durante os dois minutos seguintes.

Todos os exames foram gravados e arquivados em DVD e analisados
posteriormente por dois observadores independentes. Os didmetros luminais da
artéria braquial foram medidos no momento do pico da onda R do ciclo cardiaco (final
da diastole), correspondendo a distancia entre a superficie médio-intimal da parede
anterior e a superficie lumen-intimal da parede posterior da artéria, numa linha
perpendicular as paredes do vaso. Foram obtidas 3 medidas de didmetros da artéria
braquial na fase basal (em repouso, antes da interrup¢ao do fluxo — D1) e 3 medidas
durante a hiperemia reativa (D2). Calculou-se a média dos diametros de cada fase
(D1 e D2) e a DFM foi obtida pela formula: DFM= D2-D1/D1, expressa em percentual.

O paciente permaneceu em repouso por mais 10 minutos apds a liberagao do
manguito, com o intuito de permitir a artéria uma nova acomodagao de diametros
basais em repouso. Apds este periodo foi administrado ao paciente 5mg de dinitrato
de isossorbida, por via sublingual (SL). Foram obtidas 3 medidas de didmetros da
artéria braquial na nova fase basal (apés 10 minutos de repouso — D3) e 3 medidas 5
minutos apds a administragdo do nitrato SL (D4) . Calculou-se a média dos diametros
de cada fase (D3 e D4) e a DNM foi obtida pela formula: DNM= D4-D3/D3, expressa
em percentual.

7.11 Avaliagao da espessura média - intimal, da presen¢a de placas em artérias
carotidas e do escore de calcio como marcadores de aterosclerose subclinica e

da densidade mineral 6ssea

54



A avaliagdo da espessura média - intimal e a presenca de placas carotideas
foram avaliadas utilizando ultrassonografia modo B de alta resolugao (Philips, modelo
IE 33, 3-9 MHz transdutor linear, Philips Medical Systems, Andover, Massachusetts,
USA) de acordo com os protocolos da Associagdo Americana de Ecocardiografia %.
As medidas foram realizadas bilateralmente na parede posterior do bulbo da carétida
comum e na carétida interna através de um programa de detec¢ao automatica de
borda (QLAB versao 6.0 software). Placa carotidea foi definida como a presenca de
espessamento focal pelo menos 50% maior que areas adjacentes ou como regido
focal com IMT maior que 1,5 mm que causa protuberancia para a luz do vaso e

distintas das bordas adjacentes.

Para avaliagdo da calcificagdo coronariana foi utilizado Tomografia
Computadorizada com multidetecdores de 64 canais (Brilliance CT, Philips
Healthcare, Cleveland, OH, USA). A avaliacdo da densidade mineral Gssea foi
realizada com os individuos em decubito horizontal com Aparelho de Absortometria

de raio X de dupla energia (Delphi, Holgic, MA, Estados Unidos da América)

7.12 Métodos Estatisticos

Os dados sao apresentados como média * desvio-padrdao para dados
normalmente distribuidos ou mediana (intervalo interquartil) para dados nao
paramétricos. As variaveis categoéricas foram comparadas por meio do teste qui-
quadrado. As analises de correlagcdo foram realizadas pelo teste de Pearson,
variaveis paramétricas, ou Spearmann, variaveis nao paramétricas. A analise de
covariancia (ANCOVA) foi utilizada para avaliar as diferengas entre as variaveis

mensuradas ajustando para idade e género. Pré-requisitos para os modelos ANCOVA
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(linearidade, normalidade da distribuicdo e igualdade de variancia) foram verificados,
utilizando-se histogramas, graficos de probabilidade e de residuos. Analise
multivariada pela técnica de regressao logistica foi realizada para verificar a presenca
de associacgoes independentes. O efeito da variavel independente, medido pela razao
de chances e 95% do intervalo de confianca (IC), foi apresentado seguido da
significancia estatistica. Foram selecionadas para cada modelo as variaveis com
p<0,1 na analise univariada. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. As analises estatisticas foram realizadas usando-se

SPSS para Windows versao 16.0.
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8.0 RESULTADOS
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8.1 Caracteristicas gerais dos participantes

Conforme delineamento, a populagao arrolada foi composta exclusivamente
de muito idosos nao institucionalizados e independentes para as atividades diarias. A
qualidade de vida por eles apontada foi ruim 1,5%, nem ruim e nem boa 11,7%, boa
52,6% e muito boa 34,3%. A mediana da escolaridade foi de 8 (4-13) e o “mini mental

score” (MMS) foi de 26 (22-28).

Nas Tabelas 1 e 2 estdo demonstradas as caracteristicas clinicas e
metabdlicas dos individuos estudados. A idade média foi de 85 anos (intervalo de 80
a 102), houve um predominio de mulheres (78%) em concordancia com a maior
longevidade feminina e uma maior frequéncia de Diabetes Melitus (19,5%) quando
comparados a populagdo em geral de (5% a 10%) #*. Da mesma forma, a freqliéncia
do diagnostico de hipertensao arterial sistémica (76%) foi maior que a esperada na
populagdo geral (15%) #. O nivel médio do colesterol total da populagéo estudada foi
de 198 + 41 mg/dL, nao diferindo do nivel médio da populagéo Brasileira de (199 £ 35

mg/dL) *°.

Em contraste, observamos pouco tabagismo apenas 3% quando comparado a
populacédo em geral (35 a 40%) e pouco sedentarismo. Utilizando os critérios de
individuos ativos fisicamente segundo a Pesquisa Nacional por Amostras de
Domicilios (PNAD) do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de 2008, a
prevaléncia na amostra estudada foi de 40%, maior que os 16% esperados para

brasileiros com mais de 65 anos. Mesmo por critérios mais rigidos, como os da
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Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que classifica como fisicamente ativos
aqueles que praticam pelo menos 30 minutos de atividade fisica leve a moderada em
5 dias da semana, 26% da amostra se enquadra como fisicamente ativos. Os
individuos com atividade fisica sdo mais jovens (83 + 3 versus 85 * 5 anos, p<0, 001),
apresenta menor circunferéncia abdominal (91 + 10 versus 96 £ 12 cm, p=0,01) e uma
tendéncia a maior renda familiar (R$ 7.839 +9.698 versus 5.139 + 10.028, p=0,1).
Como houve perfeita superposicao entre as taxas de filtragdo glomerular calculadas
pelas versdes simplificadas e estendidas do MDRD, optamos em utilizar a versao

estendida para todas as demais analises (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos individuos arrolados

Namero de Individuos 201
Género Masculino, % 44 (22)
Idade, anos 854
IMC, Kg/m? 26%5
Circunferéncia Abdominal, cm 94 12
Gordura Corporal, % 17 £ 4
Presao arterial sistélica, mmhg 145 + 20
Pressao arterial diastélica, mmhg 7510
Frequéncia cardiaca, bpm 7311
Diabéticos tipo 2, % 23
Duracao do Diabetes Mellitus, anos 9(4; 22)
Hipertensos, % 76
Duracgao da Hipertensao Arterial Sistémica, anos 21(11; 31)
Tabagistas, % 3
Ativos fisicamente segundo OMS, % 26
Praticantes de qualquer atividade fisica,% 40
Renda Familiar, R$ 3.200 (1.400-8.000)
Anos de Menopausa 38+8
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Tabela 2. Caracteristicas laboratoriais

Variavel

Hemoglobina, g/dL 13,6 £ 1,6
Albumina, g/dL 7,404
Apolipoproteina A, mg/dL 151 + 28
Apolipoproteina B, mg/dL 86 25
Triglicerideos, mg/dL 126 * 56
HDL - Colesterol, mg/dL 54 £13
LDL - Colesterol, mg/dL 114 + 36
HbA1c, % 6,4 (5,8; 7,1)
Glicemia, mg/dL 112 (98; 124)
Leucécitos, células/pL 6304 + 1565
Fibrinogénio, mg/dL 35271
PCR, mg/L 1,6(1,0; 3,5)
Paratormoénio, pg/mL 56 £ 23
Fosfatase Alcalina 6ssea, % 42 + 12
Fésforo, mg/dL 34204
Calcio, mg/dL 94%*0,5
Densidade mineral 6ssea lombar, Z-score 0,3+11
Densidade mineral 6ssea Colo do Fémur, Z-socre 0,9%*0,9
Densidade mineral 6ssea Fémur proximal, Z-socre 0,4%+0,8
MDRD simplificada, mL/min /1.73m2 7119

MDRD estendido, mL/min /1.73m2 70 £19




8.2 Associacao entre a atividade inflamatéria sistémica medida por PCR e as

demais variaveis clinicas e laboratoriais estudadas

Na Figura 4 esta demonstrada o histograma de distribuicdo da PCR em mg/L e

seus percentis na populacédo estudada. Os niveis de PCR mg/L apresentaram leves

correlagdes com o numero de Leucdcitos/pL (r=0,2; p=0,003), Mondcitos/pL (r=0,2;

p=0,001), Linfocitos/uL (r=0,2; p=0,007) e com a idade em anos (r=0,17; p=0,048).
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Figura 4. Distribuicao da PCR na amostra

Distribuicao dos Percentis no grupo total

Percentil 5 10 25 50 75 90
PCR, mg/dL 1,0 1,0 1,0 1,6 3,0 4,2

95
5,1
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Para avaliacdo da associacdo entre PCR e as variaveis independentes
separamos dois grupos segundo a mediana da PCR em PCR 21,6 e PCR < 1,6. Na
Tabela 3 estdo demonstradas as caracteristicas dos dois grupos. A idade no grupo
com PCR = 1,6 foi 2% maior que no grupo com PCR<1,6. A média do LDL-colesterol
foi 20% maior, triglicerideos 20%, apo B 20%, Fibrinogénio 7%, Leucécitos 8% e
pressao arterial diastdlica 5% maiores que os valores do grupo remanescente. Nao
identificamos diferengcas entre os grupos com relagdo as demais caracteristicas
clinicas ou laboratoriais.

Avaliamos por regressao linear a existéncia de colinearidade entre as variaveis
supracitadas identificadas como distintas entre os grupos e nenhuma destas
demonstrou colinearidade entre si. Desta forma, procedemos a regressao logistica
binomial tomando como variavel dependente a presengca de PCR = 1,6 e como
variaveis independentes estas acima referidas com a adigcdo de género. Conforme
Tabela 4, somente as variaveis apo B e leucécitos apresentaram associagao

independente com a PCR maior que a mediana.
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Tabela 3. Comparagao entre os grupos segundo a mediana da PCR

PCR 21,6 PCR<1,6 p I.C. 95% da
Diferenca

PCR, mg/L 2,8 (2,1-4,1) 1,0 (1,0-1,1)
Idade, anos 854 84+t4 0,04 0,01 a2,8
Género, masculino 25% 27% 1,0 -
IMC, Kg/m? 26*5 25%4 0,2 -0,5a2,3
Circ. Abdominal, cm 94 +£12 93 £ 11 0,3 -2,2a5,7
Gordura Corporal, % 17,2% 45 16,4 + 3,7 0,2 -0,6 a 2,2
PAS, mmhg 146 * 22 144 + 21 0,6 -5,5a9,1
PAD, mmhg 77 £ 11 7310 0,02 0,5a7,8
FC, bpm 74+ 11 72+13 0,4 -2,5a5,9
Apo A, mg/dL 151+ 24 155+ 33 0,4 -13,6 a 6,3
Apo B, mg/dL 93 + 26 75+ 21 0,0001 10,2 a 26,8
Triglicerideo, mg/dL 138 £ 52 111 £ 51 0,004 8,4 a44,2
HDL-colesterol, mg/dL 54 12 57 £13 0,1 -7, 7a11
LDL-colesterol, mg/dL 125 % 40 99 + 33 0,0001 12,8 a 38,1
Leucécitos, células/uL 6337 * 1576 5815 + 1332 0,04 15,5 a 1026
Mondécitos, células/uL 581,3 £ 280 509 = 150 0,07 -5,9 a 150,5
Linfocito, células/pL 1832 + 617 1664 * 549 0,1 -33,9 A 370
Fibrinogénio, mg/dL 352+74 327 £ 55 0,03 2,4 a47,7
TNF-a, pg/mL 4126 50+%3,5 0,8 -1,9 a 5,2
IL-10, pg/mL 3,8+3,9 3,1+%£3,2 0,14 -0,.5a1,8
MDRD, mL/min /1.73m2 68 +18 72+18 0,2 -9,8a24
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Tabela 3. Comparagao entre os grupos segundo a mediana da PCR

PCR > 1,6 PCR<1,6 p I.C. 95% da
Diferenca

F.A. Fragcao Ossea, % 42+ 13 41 %*13 0,9 -44a4,7
Uso de Estatina,% 27 55 0, 001 -
Meses em uso de Estatina 44+23 4825 0,7 -2,6a1,8
Anos de Menopausa 39+£9,0 39,56 10,7 0,8 -7,3a6,1
DMO Lombar, g/cm? 0,8+0,1 0,8+0,1 0,09 -0,1a0,008
DMO colo Fémur, g/cm? 0,6+0,1 0,6 0,1 0,4 -0, 005 a 0,02
Tabagismo,% 0 3% 0,5 -
Diabetes tipo 2,% 23 22 0,8 -
HbA1,% 6,0 (5,7; 6,3) 6,1(5,7;6,4) 0,5 -
Glicemia, mg/dL 97 (88; 112) 94(89; 102) 0,6 -
Tempo de DM, anos 20,5 (3,5; 31) 21(4; 22) 0,7 -
HAS, % 76 73 0,8 -
Tempo de HAS, anos 20 (10,7; 31) 21(11; 41) 0,9 -
P.T.H. pg/mL 58,9 + 25,1 56,5 * 23,6 0,5 -6,0 a 10,8
Calcio mg/dL 9,4+0,4 9,4+04 0,9 -0,1a0,1
Ex tabagistas, % 27 23 0,7 -
Atividade fisica, % 26 38 0,18 -
Bloq. canais de calcio, % 34 31 0,18 -
Diuréticos, % 45 45 0,7 -
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Tabela 3. Comparagao entre os grupos segundo a mediana da PCR-
Continuacgao

PCR>1,6 PCR<1,6 P
Anti agregante plaquetario 30 39 0,28
Ezetimiba 6 11 0,3
Fibrato 1,5 0 1,0
Bifosfonato 21 25 0,68
Beta Bloqueador 22 20 0,8

Tabela 4. Regressao logistica binomial com a variavel dependente PCR 21,6

Walid p RC 95% I.C. para RC
Apo. B, mg/dL 15,611 <0,0001 1,036 1,018 a 1,055
Leucdcitos 4,527 0,033 1,000 1,000 a 1,001
Constante 15,338 0,000 0,009

RC= Razao de chances
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8.3 Associagao entre a calcificagao coronaria e as demais variaveis clinicas e

laboratoriais estudadas

A magnitude da calcificagdo das artérias coronarias variou amplamente (0 a
3586) e 20 participantes apresentaram escore de calcio igual a zero. Na Figura 5 esta
disposto o histograma de distribuicdo do CAC e os percentis. Para avaliacédo da
associacao entre calcificacdo coronariana e as variaveis independentes, separamos
dois grupos com escore de Agatston = ou < 100, ponto de corte identificado em
estudos populacionais e indicado pela IV Diretriz Brasileira de Prevencdo da

Aterosclerose como indicador de risco cardiovascular %°.

Figura 5. Histograma e percentis do Escore de Calcio de Agatston
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Nas Tabelas 5 e 6 estdo dispostas as caracteristicas dos dois grupos conforme
o CAC. A presenga de CAC = 100 tendeu a se associar com a contagem sanguinea
de leucécitos e mondcitos. Além disso, apesar da frequéncia de Diabetes Mellitus ser
equivalente entre os grupos, o tempo de diagndstico desta enfermidade foi duas
vezes maior no grupo com CAC = 100 (Tabela 5). Nao identificamos diferengas entre
0s grupos com relagdo as demais caracteristicas clinicas ou laboratoriais. Também
nao encontramos diferengas significativas entre os grupos com relagdo as variaveis
bioquimicas relacionadas ao metabolismo do célcio, como PTH, fracdo Ossea da
fosfatase alcalina, calcio plasmatico ou medidas da densidade mineral éssea no colo
de Fémur, Fémur proximal ou coluna lombar. Nado houve diferenga entre os grupos

em relacao a atividade inflamatdria sistémica medida por PCR, IL10 e TNF-a.

Na avaliagao da func¢ao endotelial, a média da DFM dos pacientes com CAC =
100 foi 45% menor que a dos pacientes com CAC <100 (p=0,005) (Figura 6A). Nao
houve diferenca na DNM entre os grupos (Figura 6B). Também nao houve diferenca
entre as médias do IMT médio (Figura 7A) ou do IMT maximo médio de ambas as

carotidas (Figura 7B), entre os grupos com CAC = 100 e < 100.
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Figura 6. Diferencas na DFM (A) e DNM (B) entre os grupos com CAC < ou = 100. A

linha representa os valores maximos e minimos. A barra representa o intervalo
interquartil e a mediana.
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Figura 7 . Diferengas no IMT médio (A) e maximo (B) entre os grupos com CAC < ou
= 100. A linha representa os valores maximos e minimos. A barra representa o
intervalo interquartil e a mediana.
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Tabela 5. Caracteristicas dos individuos com CAC maior ou menor que 100

CAC<100  CACz100 p  rltCda
diferenca
n 80 98
Idade, anos 8414 854 0,2 -2,2a0,5
Género Masculino, % 18 31 0,08
IMC, Kg/m? 2522%40 26,24 0,1 -2,3a04
Cir. Abd, cm 92,3 11,2 94 + 11 0,2 -6a2
Gordura corporal, % 16,3 = 3,8 174 0,2 -2,2a0,5
DM tipo 2 20 26 0,5
Duragao do DM, anos 9(5;19) 11(4;25) 0,2
HbA1c, % 6,0(5,7; 6,3) 6,0(5,7; 6,4) 0,8 -0,3a0,3
PAS, mmhg 147 £ 23 142 £ 18 0,1 -2a12
PAD, mmhg 75 +12 769 0,5 -5a3
FC, bpm 72+13 7310 0,5 -5a3
HAS, % 80 72 0,3
Duragao da HAS,anos 14(9; 28) 30(15; 40) 0,3 -8,0 a 3,1
Anos de Menopausa 38+8 40+10 0,4 -7,0a3,9
MDRD estendida mL/min 69 £ 17,2 7119 0,5 -7,7a 4,2
Apo. A, mg/dL 151 £ 26 151 + 31 0,9 9a9
Apo. B, mg/dL 81+ 23,5 88 + 28 0,1 -15,2a 2,0
Triglicerideo, mg/dL 122 + 50 130 £ 55 0,3 -26 a 10
HDL Colesterol mg/dL 56 + 14,7 53 +11 0,1 -1,2a7,3
LDL Colesterol mg/dL 110 £ 35,8 117 £ 40 0,2 -19a5,9
Uso de Estatina (%) 35 40 0,6 -
Meses de uso de Estatina 5+3 4+2 0,5 -1,4a2,5
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Tabela 6. Metabolismo do calcio, fungao arterial, espessamento médio intimal e
atividade inflamatoéria dos individuos com CAC maior ou menor que 100

CAC <100 CAC 2100 p I.C. 95% da
Diferenca

DMO colo Fémur, g/cm? 0,6 0,1 0,6 0,1 0,1 -0,6 a 0, 008
DMO Lombar, g/cm? 0,8+0,2 0,8+0,1 0,1 -0,9 a 0,01
P.T.H., pg/mL 58 £ 23 57 +25 0,7 -6,9a9,0
F.A. Fragao Ossea, % 30+13,8 3215 0,9 -4,4a41
Calcio, mg/dL 9+0,4 9+0,4 0,3 -2,4a 0,7
Uso de bifosfonatos, % 24 17 0,3
DFM,% 6,441 3,534 0,005 0,8a4,8
DNM,% 11,6+7,5 12,8 £ 8,0 0,5 -5,2a2,9
IMT Maximo Médio, mm 1,404 1,7%0,6 0,06 -0,6 a 0,01
IMT Médio,,mm 0,9+0,1 0,8+0,1 0,2 -0,03a 0,1
Leucécitos/uL 6100 £ 1460 6373 +1621 0,064 -1007 a -2,2
Linfocitos/uL 1702 = 535 1844 + 636 0,1 -339 a 56
Monécitos/uL 516 £ 148 569 *+ 166 0,04 -176 a -30
PCR, mg/dL 1,6(1,0; 2,6) 1,9(1,0; 4,0) 0,1 -0,9 a -0,03
Fibrinogénio, mg/dL 343 (300;404) 325(302;397) 0,9 -21 a 22
IL-10, pg/mL 2,3 (1,4; 3,9) 2,6 (2,2; 4,4) 0,2 -1,3a1,2
TNF-a, pg/mL 4,3 (1,6; 6,9) 54 (1,8;7,6) 0,9 -29a 3,8
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8.4 Associacao entre a presencga de placas ateroscleréticas em carétidas e as

demais variaveis clinicas e laboratoriais estudadas

Os individuos foram submetidos a avaliagdo ultrassonografica de carétidas e
foram divididos em dois grupos de acordo com a presenga ou auséncia de placas
ateroscleroticas, definidas, conforme em Métodos. As caracteristicas dos dois grupos

estdo apresentadas nas Tabelas 7, 8 e 9.
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Tabela 7. Caracteristicas clinicas na presenga ou auséncia

de placas em

carotidas.
Presenca de Auséncia de P I.C. 95% da
Placas Placas Diferenca

n
Idade, anos 8414 833 0,3 -1,05 a 3,07
Género Masculino,% 77 23 0,8 -
PAS, mmhg 146 + 21 143 + 18 0,5 -8,3a15
PAD, mmhg 76 £10 75+ 11 0,8 -5,2a6,4
HAS, % 80 20 0,08 -
Duragao HAS, anos 20 £ 17 21*16 0,7 -13,3a10,3
MDRD estendida, mL/min 70 £ 22 72 £ 17 0,6 -14,5a 9,3
Diabetes Mellitus, % 79 21 0,6 -
Duragao DM, anos 14 + 18 12+9 0,8 -21,2 a 26,7
Glicemia, mg/dL 105 * 51 117 £ 69 0,4 -44.4 a 21
HbA1c, % 6,1+1 6,5+ 2 0,3 -1,1a0,3
Circ. Abd, cm 91 + 11 97 12 0,04 -13,2a-0,1
Gordura corporal, % 16,6 £ 4,5 18,2 + 3,6 0,2 -41a0,8
Ex Tabagismo,% 87 13 0,2 -
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Tabela 8. Caracteristicas laboratoriais na presenga ou auséncia de placas em

carotidas

Presengcade  Auséncia de P I.C. 95% da

Placas Placas Diferenga

Apo. B, mg/dL 82+24 85125 0,6 -17,2a 11,3
Apo. A, mg/dL 148 * 22 147 + 29 0,9 -13,5a 14,1
Triglicerideo, mg/dL 131 £ 66 114 £ 49 0,3 -19,5 a 52,7
HDL Colesterol, mg/dL 54 + 11 54+ 15 0,9 -7,3a7,1
LDL Colesterol, mg/dL 112 + 36 110 £ 42 0,8 -20a 24
Uso de Estatina,% 48 39 0,6 -
Meses de estatina 5+3 5%3 0,9 -1,6 2 2,6
Leucécitos/uL 6192 * 1551 5617 + 1091 0,1 -266 a 1417
Linfocitos/pL 1811 £ 698 1546 + 435 0,1 -108 a 637
Monécitos/uL 533 £ 122 476 + 131 0,1 -15a 129
TNF-a, pg/mL 5,0 (3,5; 9,1) 4,4 (1,6; 7,8) 0,8 -2,6a34
IL-10, pg/mL 2,4 (1,4;4,8) 2,2 (0,6; 4,2) 0,2 -1,4 a 3,1
Fibrinogénio, mg/dL 330 (300; 390) 325 (302; 366) 0,9 -36,9 a 34,6
PCR, mg/dL 2,0 (1,0; 3,3) 2,0 (1,2; 2,7) 0,4 -51a1,0
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Tabela 9. Presenca de CAC e fungao arterial conforme a presenc¢a de placas em
carotidas.

Presengca de Ausénciade P 95% 1.C da

Placas Placas Diferenga
CAC 302 + 457 325+ 514 0,8 -333 a 286
IMT Médio,mm 0,8+0,1 0,8+0,1 0,7 -0,09a0,06
IMT maximo médio, mm 21%*0,8 1,3%+0,3 0,0001 04a1,1
DFM,% 54 56 0,9 -3a27
DNM,% 117 12+ 9 0,7 -5,2a3,9

A presenca de placas aterosclerdticas em carétidas se associou dentre os
parametros avaliados, apenas com a circunferéncia abdominal. Os individuos com
presenca de placas aterosclerdticas em cardtidas apresentavam circunferéncia
abdominal 7% menor que aqueles com auséncia de placas ateroscleréticas. Nao
houve associagao entre a presencga de placas ateroscleroticas e DFM ou DNM, tao
pouco entre a presenca de placas ateroscleréticas e o IMT.Como também nao houve
associacao entre a presenca ou auséncia de placas de aterosclerose e a extensao da
calcificagdo coronariana e com a atividade inflamatoria sistémica medido pela PCR ,

IL10 e TNFa.
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9.0 DISCUSSAO
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Os individuos estudados

A amostra estudada se caracterizou de individuos nao institucionalizados,
independentes para as atividades diarias, com atividade fisica acima da média
nacional para individuos com mais de 65 anos, com a mediana da renda familiar
elevada (R$ 4000,00) e com média etaria de 85 + 4,2 anos, bem acima da expectativa
média de vida do brasileiro que € de 78 anos. Os critérios de sele¢cao determinaram
uma amostra de individuos que nao apresentavam desnutrigdo IMC = 26,21 + 4,66 kg/
m?, com niveis de colesterol total de 198 + 41 mg/dL ndo diferindo dos niveis médios
da populacéao brasileira. Oitenta e sete por cento da amostra descreveu sua qualidade
de vida como boa e muito boa. Na amostra a mediana do “mini mental score” (MMS)
de 26 (22-28) demonstra preservada fungao cognitiva em um grupo com mediana de
escolaridade de 8 (4-13) anos. Portanto a amostra selecionou individuos
assintomaticos para doenca cardiovascular, ativos fisicamente, com preservada
funcdo cognitiva, satisfeitos com sua qualidade de vida e de elevada renda familiar.
Esse primeiro resultado garantiu a analise primaria deste estudo que se baseia na
seguinte questao: quais os parametros relevantes para prevengao primaria no muito

idoso?
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9.1 Da associagao entre os niveis de PCR e as demais caracteristicas clinicas e

laboratoriais estudadas

A avaliacédo da atividade inflamatdria sistémica estimada pela PCR plasmatica
mostrou associacdo independente dentre as diversas variaveis avaliadas apenas com
Apo B e Leucdcitos totais. Do ponto de vista bioldgico, sendo a Apo B a proteina
constitutiva das lipoproteinas aterogénicas e inflamatérias como VLDL (Lipoproteinas
de densidade muito baixas), IDL (Lipoproteinas de densidade intermediaria) e LDL, é
plenamente justificavel a existéncia da associagdo. No entanto, o processo bioldgico
que leva a lipoproteina carreadora de Apo B a aumentar a atividade inflamatéria
envolve uma série de etapas, numa cascata de eventos com diversos moduladores
externos que fazem dessa uma associacido frequentemente nao linear. Por exemplo,
a LDL nativa necessita do estimulo de um millieu arterial pro-inflamatério para que se
torne uma LDL modificada e assim ser capaz de promover inflamacgao. Os fatores de
risco cardiovasculares como tabagismo, diabetes, hipertensdo arterial sistémica,
sindrome metabdlica e outros s&o os agentes modificadores da parede arterial que
propiciam a geragdo de espécies reativas de oxigénio e outros modificadores
essenciais a transformacao do substrato, a LDL, em produto proé-inflamatério, a LDL
modificada. Apds o estimulo pré-inflamatério desta nova particula modificada fisico-
quimicamente, a geracdo da atividade inflamatdria local no interior da parede arterial
levara a formagao de mediadores, entre eles a IL-6 e o TNF, que por sua vez ativarao
a resposta inflamatodria sistémica em seus multiplos aspectos como leucocitose,
monocitose e produgdo de proteinas de fase aguda como a PCR. Portanto, a
tradugdo matematica deste modelo bioldgico € certamente ndo linear e provavelmente
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nao restrito a uma unica curva de associagdo, mas sim um modelo complexo. A
auséncia de correlagdo entre o volume de lipoproteinas ricas em colesterol e a
atividade inflamatéria ndo é portanto, antagdnica ao nosso presente achado. Em
ambos, o elemento chance deve ser considerado pela dissociacdo entre a natureza

biolégica complexa deste fendbmeno e seu tratamento matematico simplificado.

9.2 Da associacao entre a calcificagcdo coronariana e as demais variaveis

clinicas e laboratoriais estudadas

A CAC na amostra estudada variou amplamente (0 a 3586) sendo 26
individuos com escore igual a zero. Este subgrupo de 13% da amostra representa
individuos de excepcional fendtipo protetor para aterosclerose. Janowitz et al *
encontraram 100% de prevaléncia de calcio coronariano em individuos assintomaticos
acima de 80 anos na sua amostra de 1898 individuos. A variavel CAC foi expressa de
maneira categdrica em dois grupos = ou < 100 do valor do escore de Agatston, ponto
de corte identificado em estudos populacionais e indicado pela IV Diretriz Brasileira de
Prevencgédo da Aterosclerose como indicador de risco cardiovascular . A presenca de
CAC nao se associou aos niveis de colesterol total e suas fragdes bem como as
Apolipoproteinas. Este achado pode ser explicado pela freqiente perda da forca de
associacao dos fatores de risco classicos com a doenca cardiovascular nos individuos
idosos. Paramsothy et.al ** demonstraram que de forma geral os niveis plasmaticos
das lipoproteinas ricas em colesterol se associa a CAC. No entanto, eles também
observaram que esta associagao € menor nos individuos entre 75 a 84 anos que

entre os individuos de 45 a 54 anos.
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No presente estudo ndo encontramos diferengas significativas entre os grupos
com CAC = ou < 100 com relacéo as variaveis da DMO no colo de Fémur ou coluna
lombar. A osteoporose, representada pela DMO, e a CAC tem sido consideradas
entidades distintas relacionadas ao processo de envelhecimento. No entanto,
compartilham fatores de risco comuns como idade, Diabetes Mellitus, tabagismo,
sedentarismo, insuficiéncia renal cronica, deficiéncia de Estrogénio e o volume
plasmatico de lipoproteinas modificadas. Muitos estudos, mas nao todos, referem
uma relagao entre esses paradmetros dependente da idade. Grandes estudos de
coorte como Framingham 3*, Rancho Bernardo *, Tomsg * sugerem associagdo
independente entre osteoporose e aterosclerose. No mais recente estudo ¢, um sub
estudo da coorte multi étnico de Aterosclerose (MESA), 946 mulheres com idade
média de 65 anos e 963 homens com idade média de 64 anos, livres de doenca
aterosclerética manifesta, tiveram a DMO e a CAC avaliados por Tomografia
Computadorizada. Mesmo ap6s a aplicagdo do modelo de regressao logistica
incluindo idade, género, etnia, IMC, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia,
diabetes mellitus, tabagismo, consumo de alcool, atividade fisica, IL-6, PCR,
homocisteina e horménios sexuais, a DMO volumétrica se associou inversamente e
independentemente @ CAC em mulheres e a calcificacdo adrtica em homens. *. E
possivel, portanto, que haja entre a DMO e a CAC uma relagao direta ou indireta por
meio de novos fatores ndo conhecidos ou ndo testados neste modelo. No nosso
estudo, é possivel que a auséncia de associagdo observada decorra da natureza
higida dos participantes. Nesta hipotese, entendemos que a calcificagado dos tecidos

nao oOsseos induz uma demanda das reservas de calcio proporcional a sua
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intensidade. A anadlise na fase ativa deste processo pode entdo flagrar o aumento de
calcio nestes tecidos e a redugcao do mesmo nos o0ssos. No entanto, a avaliagao tardia
pode simplesmente demonstrar a presenca de calcificagcbes em concomitancia a um
tecido 6sseo restabelecido. Em consisténcia com esta hipotese, 13% da nossa
amostra apresentou CAC igual a zero, 30% tiveram PCR menor ou igual a 1 g/L e

25% nao tinham placas carotideas.

Nao encontramos associagao entre CAC e os marcadores inflamatérios PCR,
fibrinogénio, TNF-a e IL-10. No entanto, encontramos uma tendéncia a associacéo
com o numero de leucdcitos e mondcitos circulantes. A associacdo entre marcadores
inflamatérios com a CAC permanece nao bem estabelecida. Estudos prévios tém

demonstrado desde nenhuma a apenas uma fraca associagdo. ¥*°

Wang et al*" encontraram correlagdo positiva entre os niveis de PCR e a CAC
em 321 individuos com idade média de 60 anos e livres de doenga cardiovascular
clinicamente aparente. No entanto dados do maior estudo até o presente que avaliou
esta associacdo, o estudo MESA *°, numa amostra de 3.386 individuos com CAC>0 e
com idade média de 6610 anos, os niveis de PCR ou de fibrinogénio mesmo quando
ajustados para os fatores de risco ndo apresentaram associagdo com CAC. Os
autores concluem que a CAC e a presencga de marcadores inflamatorios representam
diferentes estados da aterosclerose. Em uma revisdo sistematica da literatura,
Hamirani et al *' ndo encontraram na maioria dos estudos associagéo entre a CAC e
marcadores inflamatérios como PCR, fibrinogénio, IL-6, TNF-a, proteina quimiotatica

de Mondcitos 1 (MCP-1) e naqueles em que a associagao foi encontrada, nao
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observaram a utilizacdo de modelos ajustados para fatores de risco como IMC e

obesidade.

As razdes desta auséncia de associacdo nao estdo bem esclarecidas ainda
qgue consistentes evidéncias relacionem PCR a eventos cardiovasculares. No entanto
uma possibilidade é que a inflamacgéo esteja mais fortemente relacionada a ruptura e
trombose da placa do que o volume de placas ateroscleréticas *> %', Apesar de nao
haver um consenso sobre se os aumentos nos niveis de marcadores inflamatérios se
relacionam a presenca e extensao da aterosclerose existe uma tendéncia a interpretar
que as elevagdes dos marcadores inflamatérios estejam mais associadas a aumento

da instabilidade da placa que a ao volume total de placas aterosclerdticas.

A avaliagao da disfungao endotelial que esta relacionada aos fatores de risco
como dislipidemia, tabagismo, diabetes, hipertensdo arterial sistémica é reconhecida
como um dos marcadores mais precoces da doenga aterosclerética de modo que as
anormalidades funcionais do endotélio precedem o desenvolvimento da placa
aterosclerdtica. No entanto poucos estudos avaliaram a associagao entre disfungao
endotelial e CAC. No nosso conhecimento, ndo existe trabalho avaliando esta

associacao em uma populagao de individuos muito idosos.

Na literatura médica os poucos estudos que avaliaram a associagao entre a
disfungéo endotelial e calcificacdo coronariana apresentam resultados conflitantes **
“_ No nosso estudo, na avaliacdo da fungdo endotelial, a média da DFM dos

pacientes com CAC = 100 foi 45% menor que a dos pacientes com CAC<100

(p=0,005). Isto demonstra que os individuos com maior carga aterosclerética também
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apresentam maior comprometimento sistémico da funcdo endotelial, achado
consistente com alguns estudos prévios *>*. Associagao entre um fendmeno precoce,
a disfuncédo endotelial, e outro tardio, a CAC, na aterogénese dificilmente pode ser
feita por mecanismos diretos. A hiperemia reativa, técnica utilizada no nosso estudo
para avaliar a vasodilatacdo endotélio-dependente, mede a dilatagdo maxima na
artéria radial induzida por um estimulo isquémico. Desta forma, além da producgao de
oxido nitrico pelo endotélio, contribuirdo para o resultado a atividade simpatica
vascular *° e a rigidez da parede arterial. Assim, é possivel que a redugdo da
vasodilatagdo maxima encontrada nos nossos pacientes decorra da rigidez arterial e
que esta seja entdo associada a CAC. Novos estudos estdo sendo feitos para
averiguar esta hipotese. Alternativamente, mediadores como a osteopontina e a
osteoprotegerina envolvidos simultaneamente na calcificagdo vascular e na ativacao
inflamatdria possam servir de mecanismo de associagcao deste achado. No presente,
ambos os marcadores estdo sendo mensurados no plasma congelado a -80°C dos

pacientes desta coorte.

9.3 Da associagdo entre placas ateroscleréticas carotideas e as demais

variaveis clinicas e laboratoriais estudadas.

A presenca de placas aterosclerdticas carotideas e a CAC tém sido usadas
como indicadores subclinicos da presenca de doencga aterosclerética coronariana e
conforme mencionado acima, a reatividade braquial tem sido usada como o marcador

das fases iniciais da doenca aterosclerética sistémica. Ao nosso conhecimento,
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nenhum estudo avaliou a correlacido entre estes diversos métodos nao invasivos em

uma populacao de individuos com 80 ou mais anos.

No nosso estudo os individuos foram submetidos a avaliagdo ultrassonografica
de cardtidas e foram divididos em dois grupos de acordo com a presenga ou auséncia
de placas ateroscleroticas e se avaliou a correlagdo entre as demais variaveis clinicas
e laboratoriais estudadas. Nao houve diferenca entre os grupos em relagéo fungao
endotelial fluxo mediado ou nitrato mediado. Estudos anteriores com as mesmas
caracteristicas corroboram estes achados. Yeboah et al. *° avaliaram 2338 adultos
com idade variando entre 72 a 98 anos o espessamento médio intimal e a dilatagao
fluxo mediada e apds ajustes para as demais variaveis e fatores de risco os
parémetros avaliados de IMT e DFM n&o apresentaram correlagéo (p=0,22). Mesmo
em populagdes mais jovens ndao houve correlacéo entre a DFM e IMT de carétidas

como demonstrado por Yan et. al. ¥

ap6s avaliarem 1.578 individuos sem
antecedentes de doencga aterosclerética manifesta. No nosso estudo, também nao

observamos associag¢ao entre DFM e IMT.

No nosso estudo ndao houve correlagcédo entre a presenca de placa em carétida
e os marcadores inflamatérios. Quando separamos, no entanto, os individuos pela
mediana da PCR verificamos uma tendéncia a associagao entre o IMT maximo e a
PCR. A aterogénese sem sombra de duvida esta intimamente relacionada a um
processo inflamatoério local que por vezes é perceptivel pela dosagem de marcadores
inflamatodrios sistémicos. No entanto, a atividade inflamatdria local ou sistémica tém
natureza dinamica com intensificagcdes e atenuagdes em curtos periodos de tempo e

0 mesmo nao se verifica com as alteragdes estruturais ateroscleréticas na parede
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arterial. Assim, é possivel que em uma analise de corte transversal nao se encontre
essa associagao pela interferéncia da variavel tempo. Este aspecto deve ser
considerado igualmente na pratica clinica quando o processo decisério se debruca
nos valores destas medidas. Um exemplo consistente com este argumento foi
observado na Coorte Brasilia que arrolou 370 pacientes com I|AM com
supradesnivelamento do segmento ST e somente em 30% destes casos a PCR de

admissao foi superior a 1 g/L.

A CAC e IMT sao marcadores ndo invasivos de doenga vascular subclinica e
ambos estdo associados a eventos futuros. No entanto o uso do IMT como indicador
de DAC tem merecido criticas, primordialmente pela frequente demonstracido da
existéncia de uma fraca ou ausente associagao entre IMT e DAC podendo apenas
refletir apenas a dissociagado temporal entre uma doenca de manifestacado sistémica

nao uniforme.
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10.0 CRITICAS
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Pela caracteristica transversal do nosso estudo nido é possivel estabelecer
causalidade entre as associagdes encontradas. Apesar de ser nossa intengao avaliar
quais os parametros relevantes para prevencio primaria e as associacdes entre os
diversos marcadores de doenca aterosclerdtica nos muito idosos. Uma possivel critica
se deve ao viés de sobrevivéncia da populacdo estudada. Como exemplo, o
percentual de 12% da amostra ndo apresentar calcio coronariano, indicando que a
populacdo estudada provavelmente pertence a um extremo do espectro de
manifestacdo da doencga cardiovascular. Contando ainda que variaveis nao
conhecidas ou ndo estudadas possam ter influenciado os resultados do presente

estudo.
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11.0 CONCLUSAO
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1-Na amostra estudada apenas Apo B e Leucdcitos totais, dentre todos os
parametros avaliados, mostraram de maneira independente influenciar a atividade

inflamatodria sistémica estimada por PCR.

2- Na amostra estudada apenas a DFM e o0s mondcitos apresentaram
associacdo com a intensidade da CAC. Nao apresentaram associacdo com a
intensidade da CAC os valores da DMO e a atividade inflamatdria sistémica avaliada
pelos marcadores PCR, IL10 e TNFa. Enquanto o IMT maximo apresentou apenas

uma tendéncia de associacido p=0,06 com a intensidade da CAC.

3- A presenca de placas ateroscleréticas em cardtidas se associou dentre os
parametros avaliados, apenas com a circunferéncia abdominal. Os individuos com
presenca de placas aterosclerdticas em carétidas apresentavam circunferéncia
abdominal 7% menor que aqueles com auséncia de placas ateroscleréticas. Nao
houve associacdo entre a presenca de placas ateroscleréticas e DFM ou DNM, nao
houve associagao entre a presenca de placas ateroscleréticas e CAC tdo pouco entre
a presenca de placas aterosclerdticas e marcadores de inflamacédo estimados por

PCR fibrinogénio, IL10 e TNFa e entre o IMT.
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