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1. Introducao

Com a crescente elevagao na expectativa de vida das mulheres, maior atengao é
dada a menopausa e as suas consequéncias. A doenca cardiovascular (DCV) apresenta
risco que aumenta ao longo de toda a vida, com especial incremento em mulheres na
p6s-menopausa (1). No Brasil, de acordo com dados do Ministério da Saude, o infarto
agudo do miocdrdio (IAM) e o acidente vascular cerebral (AVC) sdo as principais
causas de morte em mulheres acima de 50 anos de idade. Em 2011, IAM e AVC foram
responsdveis por 174.951 mortes, destas 80.620 ocorreram em mulheres. Apesar do
risco de cancer de mama ser a principal preocupacdo das mulheres, a maior incidéncia
de morte se refere a DCV, um indice de 53% comparado aos 4% do cancer de mama
(2). Em consonancia a estas evidéncias epidemioldgicas, a deficiéncia estrogé€nica €
considerada fator relevante na etiopatogenia da doenga arterial coronariana (DAC). Nas
mulheres, as manifestacdes clinicas da DAC aparecem em média cerca de 10 anos mais
tardiamente que em homens, possivelmente explicado pela protecao cardiovascular dos
estrogénios (3, 4). A DAC € decorrente de processo multifatorial de evolugdo
progressiva, que estdo envolvidos varios fatores de risco como hipercolesterolemia,
tabagismo, hipertensdo arterial sistemica (HAS), diabetes, estresse, sedentarismo e

obesidade (5).

1.1. Fatores de risco cardiovascular

O conceito de fatores de risco (FR) cardiovascular constitui-se de importancia no
desenvolvimento de estratégias para prevencdo da DAC (6). A estimativa do risco de
doenca aterosclerdtica resulta do somatério de cada um dos FR mais a potenciacdo
causada por sinergismos entre alguns desses fatores (7). O Escore de Risco de

Framinghan (ERF) é recomendado para avaliagdo global do risco cardiovascular na



prevengdo primdria. O ERF estima o risco absoluto de um individuo desenvolver DAC
(angina, infarto agudo do miocardio ou morte), clinicamente manifesta em 10 anos, em
ambos os sexos (8). O sistema de escore utilizado para estimativa de risco, criado pelos
investigadores do Framingham Heart Study, considera as seguintes varidveis: sexo,
idade, colesterol total, HDL, pressdo arterial, tabagismo e diabetes. O ERF ¢ utilizado
para pessoas sem DAC conhecida e por um periodo nao superior a 10 anos. Esse escore
faz a triagem de pacientes dentro de trés categorias: alto risco (probabilidade >20% de
desenvolver DAC), risco intermedidrio (probabilidade entre 10-20%) e baixo risco
(probabilidade <10%). No caso de diabetes, o estudo de Framingham mostrou que tem
papel significativo como FR para mulheres, classificando-as em alto risco
independentemente da presenca ou ndao de outros FR. Individuos com manifestacdes
clinicas da DAC sdo identificados como de alto risco para apresentar novos eventos
cardiovasculares em 10 anos (8). Um evento coronariano agudo € a primeira
manifestacdo da doenca aterosclerdtica, em pelo menos metade das pessoas. Em
mulheres, a DAC € frequentemente fatal, sendo que mais da metade ndo apresentam
sintomas prévios (1). A identificacdo dos individuos assintomaticos, que estdo mais
predispostos € crucial na prevencdo efetiva com a correta definicdo de metas
terapéuticas.

Em pesquisa epidemioldgica, InterHeart Study procurou identificar os fatores de
risco para o IAM em diferentes populacdes (52 paises), total de 15.152 casos e 14.820
controles. Os investigadores observaram nove FR facilmente mensurdveis: tabagismo,
dislipidemia, HAS, diabetes, obesidade, dieta, atividade fisica, consumo de &4lcool e
fatores psicossociais. Estes foram os mesmos em todas as regides, nos diferentes grupos
étnicos, sendo consistentes em ambos os sexos. Interessante ressaltar que fatores de

risco modificaveis representaram 90% do risco de IAM na populagdo de homens e



mulheres. Contudo, o impacto da HAS ou diabetes é maior para mulheres, assim como
o efeito protetor do exercicio fisico é mais evidente. A média de idade para o primeiro
infarto foi de 8-10 anos inferior para homens em relacdo as mulheres (7).
Posteriormente, outra pesquisa objetivou determinar se existiram diferencas na
distribuicao dos FR entre homens e mulheres no InterHeart Study, na tentativa de
explicar a diferenca na idade de ocorréncia do primeiro infarto. Os autores ndo
encontraram diferencas entre os sexos. Contudo, observaram que a ocorréncia dos
principais FR foi mais precoce em homens quando comparados as mulheres (3).

O risco absoluto para DAC aumenta com a idade, resultado do progressivo
aciumulo da aterosclerose coronariana (3). O reconhecimento dos indicadores do risco
pode ser utilizado pelos médicos para avaliar o risco individual das pacientes em
desenvolver a DAC (9). A idade tem grande poder determinante de risco para DAC em
curto prazo na populacio moderna, pois 90% dos 6bitos ocorrem em individuos com
idade de 55 anos ou mais (10). Todavia, FR modificaveis merecem especial atencao:

I- O tabagismo € importante FR para o IAM (11), provavelmente desestabilizando
placas ateromatosas coronarianas e promovendo ruptura e trombose (6). A porcentagem
de risco atribuido ao tabagismo atual (5 cigarros/dia) é de 40%, com aumento
progressivo de acordo com o ndmero de cigarros (7);

2- Mulheres com dislipidemia apresentam risco aumentado para DAC, especialmente
entre 50-69 anos. Segundo o National Cholesterol Education Program/Adult Treatment
Panel (NCEP/ATP 111), valores de triglicerideos = 150 mg/dl e HDL < 50 mg/dl
apresentam maior impacto na incidéncia da DAC em mulheres do que em homens (12);
3- Diabetes confere risco 3-7 vezes maior risco de DAC para mulheres quando
comparadas a ndo diabéticas. A intolerdncia a glicose, com resisténcia insulinica (RI) e

hiperinsulinemia aumentam a ocorréncia, sendo o valor sérico de insulina identificado



como fator independente de risco para DAC (13);

4- HAS contribui aproximadamente em 35% de todos os eventos cardiovasculares em
mulheres, elevando o risco de DAC em quatro vezes quando comparadas a
normotensas (7);

5- O risco de DAC relacionado ao sedentarismo € de 1,5-2,4 vezes maior, comparado a
dislipidemia e tabagismo. Atividade fisica aerdbica de intensidade moderada quando
realizada de forma regular (30 min/5dias/sem) atinge impacto na redug¢do do risco
cardiovascular na ordem de 30-40% (14);

6- A prevaléncia de sobrepeso e obesidade em mulheres na pds-menopausa € superior
a 80% em paises desenvolvidos (15). Segundo dados da Pesquisa de Orcamentos
Familiares (POF) de 2008-2009, realizada pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica), o excesso de peso entre mulheres brasileiras subiu de 28,7% em 1975
para 48% em 2009. E a obesidade cresceu de 8% para 16,9% (16). O excesso de peso e
o acumulo de gordura abdominal estdo associados o maior risco de DAC (17). Nurses’
Health Study demonstrou que elevada medida da circunferéncia da cintura esteve
significantemente associada com aumento na mortalidade por DAC em mulheres com

peso normal (18).

1.2. Obesidade e Sindrome metabdlica

Na atualidade, grande parte das mulheres das sociedades urbanas apresenta
fatores de risco para DCV. Esta “epidemia” deve-se ao aumento na proporcido de
mulheres acima dos 50 anos, na obesidade abdominal, no sedentarismo e no padrdo
alimentar moderno, caracterizado pelo elevado consumo de alimentos de maior
densidade energética com baixos indices de alimentacdo sauddvel (19-21). Em 2010,

Tardivo et al., avaliando a qualidade da dieta em 173 mulheres na pds-menopausa



atendidas no Ambulatério de Climatério da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB),
demonstraram que apenas 3% apresentaram dieta de boa qualidade, 49% necessitando
melhorar e 48% dieta de pobre qualidade, sendo que 75,7% eram sobrepeso ou obesas e
73,2% com deposi¢do abdominal de gordura (22). A obesidade abdominal contribui
para o desenvolvimento da RI, diabetes, dislipidemia, e consequentemente a sindrome
metabdlica (23, 24).

A sindrome metabdlica (SM) € definida por um conjunto de fatores de riscos
metabodlicos que incluem obesidade abdominal, dislipidemia, hipertensdo arterial e
disglicemia (25). Primeiramente, essa sindrome foi descrita por Gerald Reaven em
1988, e denominada de sindrome X, depois de quarteto da morte, sindrome
plurimetabdlica e sindrome dismetabdlica. Acomete aproximadamente 30% da
populagdo de mulheres acima dos 50 anos, com aumento de trés vezes o risco de
morbimortalidade por DCV (17, 26-28). Essa sindrome associa-se a desordem
metabodlica denominada RI em que a a¢do normal da insulina estd prejudicada. Fatores
ambientais, particularmente dieta inadequada e inatividade fisica, estio amplamente
implicados, mas alguns individuos sdo geneticamente predispostos a RI (12, 17, 29).

Virias organizagdes t€ém proposto classificagdes e definindo critérios para o
diagnéstico da SM (30). Em 1999, a World Health Organization (WHO) Diabetes
Group prop0s a primeira definicdo para a SM, considerando o conjunto de fatores de
risco para DCV, entre trés ou mais dos seguintes critérios: elevacdo da pressao arterial
(PA), aumento de triglicerideos, redu¢dao do HDL, obesidade (indice de massa corpérea,
IMC> 30kg/m?) ou aumento da relagio cintura/quadril (RCQ) e RI definida pela
presenca de diabetes ou intolerancia a glicose ou hiperinsulinemia (31). Em 2001,
NCEP/ATP 111 desenvolveu outra defini¢do diagndstica, que incluiu alguns dos critérios

propostos pela WHO e excluiu o IMC e a RCQ (29). A identificacdo clinica da SM



proposta pelo NCEP/ATP III considera trés dos seguintes critérios diagnosticos:
obesidade abdominal (aumento da circunferéncia da cintura), elevacdo da PA (pressao
arterial), reducdo de HDL-colesterol, aumento de triglicerideos e intolerancia a glicose
(12). A International Diabetes Federation (IDF) propds nova defini¢cdo em 2006 tendo
a obesidade abdominal como essencial, associada a mais dois critérios como aumento
dos triglicerideos, reducdao do HDL, elevacdo da PA ou aumento da glicemia de jejum
(32). Apesar das varias classificacdes propostas, alguns consideram o critério utilizado
pela NCEP/ATPIII mais til e de facil aplicacdo clinica (24). E fundamental salientar
que todos os critérios tém como foco o papel da RI no aumento de risco para DCV(33).
A obesidade abdominal reconhecidamente é uma caracteristica importante no
diagnoéstico da SM (23). Em 2009, Nahas er al., avaliando 368 mulheres na p0s-
menopausa acompanhadas no Ambulatério de Climatério da FMB com idade entre 45-
75 anos, observaram a ocorréncia de SM em 39,6% das participantes, sendo a obesidade
abdominal (cintura > 88cm) o principal critério diagnodstico, encontrado em 62,5% dos
casos (34). A obesidade € um estado pro-inflamatdrio que contribui para RI, condi¢do
sugerida como fator causal da dislipidemia, da intolerancia a glicose e aumento da PA
(35). Os fatores inflamatorios produzidos pelo tecido adiposo (adipocitocinas) induzem
a RI por interferirem com o sinal de transcri¢cao da insulina e, portanto o transporte de
glicose (36). O acumulo central de gordura estd associado ao aparecimento de outras
alteracdes envolvidas com a SM: aumento da concentracio de triglicerideos e reducdo
dos valores de HDL, além da elevacdo da glicemia e da insulinemia (6, 37). A SM
sabidamente associa-se com o aumento no risco de desenvolvimento de DCV em

mulheres na pds-menopausa (38).



1.3. Marcadores imuno-inflamatdérios da doenca cardiovascular

Apesar de décadas de estudos epidemioldgicos e experimentais, o conhecimento
dos FR € capaz de rastrear a DAC em apenas um terco dos casos. A deteccdo de
marcadores precoces possibilitaria o reconhecimento da doenca aterosclerdtica
subclinica com a intervencdo precoce sobre os FR modificaveis (39). Como fator
determinante no desenvolvimento da DAC estd presenca de aterosclerose. Esta €
definida como processo cronico, progressivo € sistémico, consequente a resposta
inflamatoria e fibroproliferativa causada por agressao a superficie endotelial das artérias
(40). Essas alteracOes ocorrem lentamente e processam-se por meio de disfunc¢do
endotelial, inflamacdo, proliferacdo celular e alteracio da matriz celular (41). A
aterosclerose €, portanto, doenca generalizada da parede arterial, caracterizada por
remodelamento que pode permanecer silenciosa por muito tempo, ou manifestar-se
como evento vascular agudo, tornando-se clinicamente aparente. Por ser processo
degenerativo, tem incidéncia aumentada com a idade, sendo dificil reconhecé-la em seu
estdgio inicial (42). Na DAC, convencionais fatores de risco — dislipidemia, HAS,
diabetes, obesidade — permanecem importantes (7), mas diferencas individuais no perfil
inflamatério podem modular a severidade do processo (43, 44). A inflamagdo

desempenha papel fundamental no inicio, progressdo e instalacdio da doenca

aterosclerdtica (45).

1.3.1. Citocinas

Os principais mecanismos na instalacdo e evolucdo da resposta inflamatdria
sistémica sdo compostos pela cascata do sistema complemento, pela ativacao das células
imunolégicas, pela liberagdo de citocinas e pela disfun¢do endotelial (44). Ambos

componentes do sistema imunoldgico, celular e humoral, tém sido implicados na



aterogénese. A interacdo entre a parede arterial e as células sanguineas circulantes como
os mondcitos e os linfécitos T mediados pelas moléculas de adesdo celular, é passo
importante no processo inflamatério. A expressdo das moléculas de adesdo € estimulada
pelos fatores de risco e estdo sobre o controle de citocinas inflamatdrias, fatores
hemodinamicos e endotoxinas bacterianas (44).

A aterosclerose pode ser desencadeada por injiria ao endotélio arterial atribuido
a fatores como hipertensdo, hiperinsulinemia, dislipidemia, e principalmente, pela
deposicdo de moléculas oxidadas de LDL (39). Apds agressdo inicial, mondcitos e
células T sdo recrutados do sangue periférico para a parede arterial, e penetram na
intima dos vasos e fagocitam o LDL oxidado, promovendo dessa maneira, a liberagdo
de citocinas inflamatérias (44). A identificacdo de macroéfagos, células T, e citocinas
pro-inflamatdrias na lesdo aterosclerdtica suporta a hipdtese que a resposta imunoldgica
inata participa do mecanismo da aterogénese (44, 46). O macréfago € a principal fonte
de citocinas na placa ateromatosa. Essas incluem as citocinas pro-inflamatérias como as
interleucinas (IL) 1, 6, 12, 15, 18 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a); assim
como as citocinas anti-inflamatorias como a IL-10, I1.-32 e fator de crescimento tumoral
beta (TGF-B) (47).

A IL-1 e o TNF-a t€m o papel de perpetuar a resposta inflamatdria e, modificar
a superficie endotelial anticoagulante para um estado pré-tromboético. A IL-6 por sua
vez estimula a producdo hepdtica da proteina C-reativa (PCR), sendo esta ultima
reconhecida proteina da fase aguda de processos inflamatorios (48). A elevacdo sérica
da PCR € considerada fator de risco independente para aterosclerose, particularmente
em mulheres na pos-menopausa (49), além de ser fator de predicdo para IAM, AVC,
doenca arterial periférica e morte subita (50, 51). O estudo Woman On the Move

through Activity and Nutrition (WOMAN) tratou de ensaio clinico randomizado que



investigou a variagdo laboratorial de um painelde citocinas e suas relacdes com fatores
de risco para a DAC em 290 mulheres norte-americanas na pos-menopausa com eXcesso
de peso. A maioria das citocinas foi detectivel nas amostras, mas com grande variagdo
bioldgica individual. Os tradicionais FR para DAC, como idade, dislipidemia,
circunferéncia da cintura e RI estiveram associados com valores de IL-1, IL-6 e TNF-q.
A perda de peso foi associada a diminuicaodos valores de IL-1, IL-6 ¢ PCR. Para os
autores, existe grande e inexplicada variabilidade nos valores de citocinas,
provavelmente devido as associacdes genética-ambientais (51).

Enquanto a deposicao lipidica ateromatosa e o acimulo de células espumosas
(macrofagos ricos em LDL-oxidado) na intima das artérias sejam a principal marca
morfoldgica da aterosclerose, as alteracdes subliminares na parede arterial, estimulando
o influxo de células inflamatdrias e a producdo local de citocinas e outros mediadores
inflamatérios sao atualmente reconhecidos como fatores fundamentais da aterogé€nese
(52, 53). Como existem evidéncias crescentes que as moléculas inflamatérias
circulantes sdo marcadores biol6gicos para aterosclerose progressiva, a detec¢do e
monitoramento da inflamacdo vascular t€m papel de destaque no diagndstico precoce

desta entidade (54).

1.3.2. Receptores Toll-like (TLRs)

A expressdo das citocinas pré-inflamatdrias ocorre pela ativagao dos receptores
Toll-like (TLRs), em especial TLR-2 e TLR-4 (54). Os TLRs sao uma familia de
proteinas transmembranicas caracterizadas por um dominio extracelular com repeti¢oes
ricas em leucina (LRR) e um dominio intracelular Toll/IL-1R (55). Estes receptores
podem ser divididos de acordo com a sua localizacdo na célula; os TLR-1/2/4/5/6/10

sao expressos na superficie celular, enquanto que TLRs-3/7/8/9 em compartimentos



endosomais intracelulares (56). Os TLRs sdo amplamente expressos por células
imunoldgicas, epiteliais e endoteliais (57). Uma vez ativados resultam na indugdo de
citocinas pro-inflamatorias, fagocitose e burst oxidativo. Como resultado desta ativacao,
os TLRs regulam positivamente moléculas co-estimulatéras, secretam citocinas
imunomodulatérias, aumentam o processamento de antigenos e a apresentacdo destes
aos linfécitos T e B. Esses receptores funcionam como ponte entre o sistema inato € o
adaptativo (58). TLRs podem ser ativados por células do aparelho cardiovascular,
apresentando um elo entre o desenvolvimento de DCV e o sistema imunoldgico, embora
o papel individual dos membros da familia TLR na fisiopatologia desta doenca e na
prética clinica ainda merecam maiores investigacdes (59). Podem ser expressos dentro
de células vasculares e do miocardio. Segundo Shishido et al., a ativacdo de TLR-2 tem
papel central na regulacdo da inflamacdo vascular em camundongos, sugerindo que o
TLR-2 induz aumento na producdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a., IL-1f, e IL-
6) e diminui¢do da formacgdo do tecido vascular, sendo estes resultados contrdrios ao
que ocorre nos camundongos deficientes em TLR-4 (60). Evidéncias considerdveis
associam a aterosclerose com a sinalizacdo do TLRs. Contudo, alteracdes genéticas
como polimorfismo dos TLRs demonstram resultados contraditérios. Estudos apontam
que hé alteracdo no polimorfismo dos receptores TLR-4 em aterosclerose (61, 62) e em
doencas coronarianas (63, 64). Por outro lado, outros pesquisadores relatam que o
polimorfismo do TLR-4 ndo apresenta significAncia em relacdo a aterosclerose ou em
outras doencas coronarianas (65, 66). Em outro estudo, foi observado que o

polimorfismo do TLR-2 esteve associado a DCV e nao do TLR-4 (67).



1.3.3. Lecitina Ligante de Manose (MBL)

Nas ultimas décadas, houve grande interesse em investigar os receptores de
superficie para lecitina ligante de manose (MBL), em parte devido seu papel central
como molécula de reconhecimento no sistema imune inato, mas também por causa das
implicagdes clinicas potenciais das diferengas genéticas (68). Estudos epidemioldgicos
sugeriram que variagdes geneticamente determinadas de concentracdes do MBL no soro
influenciem a suscetibilidade para o curso de diferentes infeccdes, autoimunidade,
neoplasia, doengas metabdlicas e cardiovasculares. A MBL pertence a uma subfamilia
de proteinas conhecidas como colectinas, cujos membros apresentam dominios de
reconhecimento de carboidratos associados a estruturas colagenosas (69). A MBL
humana € composta por polimeros de até seis subunidades, tendo sido relatada a
presenca de dimeros, trimeros, tetrdmeros, pentameros e hexametros (70). A subunidade
estrutural € um homotrimero com cadeias polipeptidicas idénticas de 32 kDa, onde cada
cadeia € caracterizada por quatro regides, sitio e dominios: regido C-terminal que
apresenta o dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD), regido do pescoco
hidrofébica, a regido similar ao coldgeno e a regido N-terminal, rica em cisteina (71).
Entretanto, para atividade funcional completa da MBL, é necessdrio que se apresente,
no minimo, na forma tetrimera (72). E codificada pelo gene de MBL2 no cromossomo
10 (71). MBL2 tem quatro exons, interrompidos por trés introns. O exon 1 codifica a
regido N-terminal, e uma parte da regido similar ao coldgeno. O exon 2 codifica o
restante da regido similar ao coldgeno e o exon 3 codifica a regido do pescoco. A regido
promotora do gene MBL2 apresenta elementos regulatérios, reconhecidos por proteinas
da fase aguda, que afetam a transcricdo da proteina (72). Tipos variantes descritos no
gene de MBL2 acarretam alteragdes na atividade funcional e, variagdes na concentragao

plasmatica e polimerizagdo da proteina, resultando em distirbios imunolédgicos (68). O



sequenciamento do gene MBL2 revelou a existéncia de trés polimorfismos presentes no
exon 1 nos cddons 52, 54, 57, denominados respectivamente alelos D, B e C (68, 72).
Em estudos epidemioldgicos, a presenga de qualquer uma destas mutagdes, B, C ou D é
representada pela letra "O" e o alelo normal para o exon 1 é denominado de "A".
Individuos homozigotos AA apresentam niveis mais altos de MBL, heterozigotos A/O
demonstram niveis intermedidrios e os homozigotos OO, suas concentragdes de MBL

sdo relativamente baixas (68, 73).

Uma relacdo que intriga os pesquisadores € a correlacdo entre o sistema
imunoldgico e a DCV, principalmente a relacdo entre MBL do sistema complemento
(74). A MBL provavelmente modula a gravidade da infec¢do por Chlamydia
pneumoniae, patdogeno ligado a véarias linhas de experimentagdo para a iniciacdo e
propagacdo da aterosclerose (69, 75). Isto poderia explicar a associacdo da variagdo
genética em MBL com aterosclerose grave (74). Embora controversos, estudos
indiquem associagdo entre infeccdo de C. pneumoniae ¢ DCV (75-77). Foram
descobertos antigenos de C. Pneumoniae, ou organismos intactos em ateroma humano.
Porém, a presenca de anticorpo nado prediz subsequentes eventos da DCV. Além disso,
trabalhos demonstraram a relacdo entre alelos variantes de MBL associados com
desenvolvimento acelerado de aterosclerose (74, 78), em que a infeccdo por C.
pneumoniae pode conduzir ao desenvolvimento de doenca coronariana severa em
individuos geneticamente predispostos. Estes achados s@o consistentes e indicam que
alelos variantes de MBL estdo associados com doeng¢a coronariana € com aumento de
placas na carétida (74, 78, 79). Contudo, a deficiéncia de MBL ndo € fator de risco
independente para doenca corondria. A conexdo entre alelos de MBL e aterosclerose
com fatores de risco ambiental e do sistema imune, deveriam ter seus estudos

aprofundados (80).



1.4. Justificativa

A DCV, mormente a DAC, compreende a principal causa de mortalidade em
mulheres na pés-menopausa. Na atualidade, grande parte das mulheres das sociedades
urbanas apresenta fatores de risco para DCV. Esta “epidemia” deve-se ao aumento na
proporcao de mulheres acima dos 50 anos e na obesidade, sedentarismo, HAS e fatores
de risco metabdlicos (dislipidemia, disglicemia) na populacdo. A DAC € decorrente de
processo aterosclerdtico de evolugdo progressiva, que estdo envolvidos vdrios fatores de
risco que ndo podem ser ignorados na abordagem da mulher climatérica. Por meio da
estimativa de risco, pode-se sugerir prioridade na instituicio de medidas de prevencdo
primdria, pontuando os fatores de risco que necessitam de maior ou menor atencdo. A
intervengdo precoce sobre esses fatores oferece melhor oportunidade para efetiva
reducdo na ocorréncia da DAC. Contudo, estudos anteriores avaliam populacdes de alto
risco para DAC, quando a realidade € totalmente diferente, pois a maioria dos eventos
ocorre em populagdes de médio e baixo risco, sem evidéncia da doenca. Assim, a
deteccdo de bio-marcadores precoces possibilitaria o reconhecimento da doenga
aterosclerdtica subclinica com a intervengdo sobre os fatores de risco modificaveis,
importante no seguimento de mulheres na pés-menopausa.

A aterosclerose ¢ doenca da parede arterial, caracterizada por inflamacgdo e
remodelamento silencioso que pode manifestar-se como evento vascular agudo,
tornando-se clinicamente aparente. Na DAC, convencionais fatores de risco
permanecem importantes, mas diferencas individuais no perfil imuno-inflamatério
podem modular a severidade do processo. O significado dos bio-marcadores
inflamatérios em mulheres na pés-menopausa e o risco de doenca aterosclerdtica é uma

area de estudo importante. Todo o conhecimento sobre a doenca aterosclerdtica em



mulheres na pés-menopausa, advindo de pesquisas torna-se importante como base para
o adequado dimensionamento e direcionamento de acdes de saide, sobretudo o
estabelecimento de medidas de prevencdo primdrias e secunddrias, com reflexos nos
custos socioecondmicos produzidos pelos elevados indices globais de morbidade e

mortalidade pela DCV.
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Resumo

Objetivo: avaliar a associa¢do do polimorfismo genético da lecitina ligante de manose
(MBL2) sobre os fatores de risco para doenga cardiovascular (DCV) em mulheres na
pOs-menopausa.

Métodos: Estudo clinico, transversal, envolvendo 311 mulheres na pds-menopausa
(idade 245 anos e amenorréia > 12 meses) acompanhadas no Ambulatério de Climatério
& Menopausa, da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), de fevereiro de 2011 a
junho de 2012. Critérios de exclusdo: presenca de DCV prévia ou atual, diabetes
insulinodependente, doencga renal cronica, doencas autoimunes e neoplasia maligna.
Foram realizadas avalia¢des clinicas, antropométricas e bioquimicas para avaliar os
fatores de risco cardiovasculares. O DNA foi extraido de amostras de células bucais e o
polimorfismo da MBL2 (Cédons 54 e 57) foi realizado pela reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). Para andlise estatistica foram empregados o teste do Qui-Quadrado e
a regressao logistica (odds ratio, OR).

Resultados: A presencga do alelo polimérfico para o cédon 54 foi encontrada em 25,7%
das mulheres (AB = 22,5%; BB = 3,2%) e para o cédon 57 em 11,6% (AC = 9,6%; CC
= 2,0%). Para o polimorfismo do cédon 54 foi encontrado associagdo significativa com
a presenca de hipertensao (OR 0,55, IC95% 0,31-0,99; p=0.044) e a resisténcia a
insulina avaliada pelo HOMA-IR (OR 0,46, IC 95% 0,24-0,91; p=0.025). Nao foram
observadas associacdes significativas entre o polimorfismo para o c6don 57 com fatores
de risco para DCV.

Conclusao: Neste estudo em mulheres na pés-menopausa, o polimorfismo do cédon 54
da MBL2 associou-se com menor risco para hipertensao arterial e resisténcia a insulina,
importantes fatores de risco para doenga cardiovascular. Por outro lado, o polimorfismo

para o cddon 57 ndo se associou aos fatores de risco cardiovasculares.



Abstract

Objective: To evaluate the association of genetic polymorphism of mannose binding
lectin (MBL?2) on risk factors for cardiovascular disease (CVD) in postmenopausal
women.

Methods: In this cross-sectional study, 311 women (age >45 years and amenorrhea >
12 months) seeking healthcare at a public outpatient center in southeastern Brazil, from
February 2011 to June 2012, were included. Exclusion criteria: presence of previous or
current CVD, insulin dependent diabetes, chronic kidney disease, autoimmune diseases
and cancer. Clinical, anthropometric and biochemical assessments were performed to
evaluate the cardiovascular risk factors. DNA was extracted from buccal cell samples
and MBL2 polymorphism (codons 54 and 57) was performed by polymerase chain
reaction (PCR). For statistical analysis, the chi-square and logistic regression (odds
ratio, OR) were used.

Results: The presence of the polymorphic allele for codon 54 was found in 25.7% of
women (AB =22.5%, BB = 3.2%) and codon 57 in 11.6% (AC = 9.6%, dc = 2.0%). For
the polymorphism at codon 54 was found significantly associated with the presence of
hypertension (OR 0.55, 95% CI 0.31 to 0.99, p = 0.044) and insulin resistance assessed
by HOMA-IR (OR 0.46, 95% C10.24-0.91, p = 0.025). No significant associations were
observed between the polymorphism in codon 57 with risk factors for CVD.
Conclusion: In this study, the polymorphism at codon 54 of the MBL2 was associated
with lower risk for hypertension and insulin resistance that are important risk factors for
cardiovascular disease in postmenopausal women. On the other hand, the codon 57

polymorphism was not associated with cardiovascular risk factors.



Introducao

Com a crescente elevagdo na expectativa de vida das mulheres, maior aten¢do é
dada a menopausa e as suas consequéncias. A doenca cardiovascular (DCV) apresenta
risco que aumenta ao longo de toda a vida, com especial incremento em mulheres na
pos-menopausa (1). No Brasil, de acordo com dados do Ministério da Saude, o infarto
agudo do miocdrdio (IAM) e o acidente vascular cerebral (AVC) sdo as principais
causas de morte em mulheres acima de 50 anos de idade. Apesar do risco de cancer de
mama ser a principal preocupacao das mulheres, a maior incidéncia de morte se refere a
DCV, um indice de 53% comparado aos 4% do cancer de mama (2). Em consonancia a
estas evidéncias epidemioldgicas, a deficiéncia estrogénica € considerada fator relevante
na etiopatogenia da doenca arterial coronariana (DAC). Nas mulheres, as manifestacoes
clinicas da DAC aparecem em média cerca de 10 anos mais tardiamente que em
homens, possivelmente explicado pela protecio cardiovascular dos estrogénios (3, 4).

A DAC ¢ decorrente de processo multifatorial de evolug@o progressiva, que
estdo envolvidos vdrios fatores de risco como hipercolesterolemia, tabagismo,
hipertensdo arterial, diabetes, estresse, sedentarismo e obesidade (5, 6). Entretanto,
apesar de décadas de estudos epidemioldgicos e experimentais, o conhecimento do risco
€ capaz de rastrear a DAC em apenas um terco dos casos. Um evento coronariano agudo
¢ a primeira manifestacio da doenca aterosclerdtica, em pelo menos metade das
pessoas. Em mulheres, a DAC € frequentemente fatal, sendo que mais da metade ndo
apresentam sintomas prévios (1). A identificacdo dos individuos assintomaticos, que
estdo mais predispostos € crucial na prevencgdo efetiva com a correta definicdo de metas

terapéuticas.

Na DAC, diferencas individuais no perfil imunolégico podem modular a

severidade do processo (7). A inflamacdo desempenha papel fundamental no inicio,



progressdo e instalagdo da doenca aterosclerdtica (8). Esta é definida como processo
cronico, progressivo € sistémico, consequente a resposta inflamatéria e
fibroproliferativa causada pela agressdao a superficie endotelial das artérias (9). Nos
ultimos anos foram identificados vérios genes pro-inflamatérios que desempenham
importante papel na aterosclerose (10). Um desses € a deficiéncia génica da lecitina
ligante de manose (MBL). Esta € uma proteina da defesa imunitaria inata envolvida na
ativagdo da via das lecitinas do sistema complemento (11-13). Evidéncias sugerem que
sendo a aterosclerose uma doenca inflamatdria cronica, a defici€éncia na imunidade inata

possa contribuir na patogénese (14).

Deficiéncia na concentracdo sérica da MBL pode ser explicada pelo
polimorfismo no gene da MBL2 (11). Variacdes genéticas da MBL sdo relativamente
comuns, com ocorréncia de 12 a 25% em populagdes caucasianas (11). O
sequenciamento do gene MBL2 revelou a existéncia de trés polimorfismos presentes no
exonl nos codons 52, 54, 57, denominados respectivamente alelos D, B e C (11, 13).
Ocorrem mudangas no cédon 54 (variante B) causando substitui¢do da glicina por 4cido
aspartico (GGC para GAC) e da glicina por acido glutamico no cédon 57 (variante C)
(GGA para GAA). As variantes B e C determinam a troca de uma guanina por adenina
A e variante D, troca uma citosina por uma timina (CGT para TGT), levando a
substitui¢do de arginina por cisteina no coédon 52 (13). A presenca de qualquer uma
destas mutagdes (B, C ou D) € representada pela letra "B" e o alelo normal para o exonl
¢ denominado de "A" (15, 16). O gendtipo normal (homozigose A/A) estd associado a
elevadas concentracOes séricas de MBL. Por outro, a heterozigose (B/A) para MBL2
provoca reducdo significativa na MBL funcionante e homozigose (B/B) sdo desprovidos

de MBL funcionante (13).



H4 grande interesse em investigar o polimorfismo da MBL2, em parte devido
seu papel central como molécula de reconhecimento do sistema imune inato, mas
também por causa das implicacdes clinicas potenciais das diferengas genéticas (11).
Estudos epidemioldgicos sugeriram que variacdes geneticamente determinadas da MBL
sérica influenciem a evolu¢do de doencas infecciosas, auto-imunes, metabdlicas e
cardiovasculares (17-20). Assim, um possivel determinante genético para o risco
cardiovascular poderia ser a variacdo da sequéncia de codificagio comum no gene
MBL2, que codifica a MBL sérica (13). Em estudo pioneiro, Madsen et al
demonstraram que o polimorfismo no gene da MBL?2 estava associado com aumento do

risco de aterosclerose (21).

Durante a dltima década, a MBL recebeu atengdo como potencial marcador da
doenca aterosclerética (22). Polimorfismos na MBL2 tém sido relacionados a DCV em
diferentes populacdes (22-29). Entretanto, a maioria desses estudos associando o
polimorfismo da MBL2 a DCV foi realizada em populacio predominantemente
masculina, demonstrando a falta de estudos em mulheres, principalmente na pds-
menopausa. Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do

polimorfismo genético da MBL?2 sobre os fatores de risco para DCV em mulheres na

pOs-menopausa.

Métodos

Desenho do Estudo e Selecdo da Amostra

Foi realizado estudo clinico, analitico e transversal. O grupo populacional foi
constituido de pacientes atendidas no Ambulatério de Climatério & Menopausa, da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), de fevereiro de 2011 a junho de 2012. O

célculo do tamanho amostral foi embasado no estudo de Garred et al (11) que



demonstraram o polimorfismo do MBL (homozigose e heterozigose) em 25% da
populagdo avaliada. Considerando essa frequéncia, com nivel de significncia de 5% e
um erro tipo II de 10% (poder do teste de 90%), foi estimada a necessidade de avaliar,
no minimo, 292 participantes. Foram incluidas no estudo 311 mulheres com data da
ultima menstruagdo hd pelo menos 12 meses e idade = 45 anos; com o0s seguintes
critérios de exclusdo: (1) presenca de DAC manifesta atual ou prévia; (2) doencga arterial
cerebrovascular; (3) doenca aneurismadtica; (4) doenca arterial periférica; (5) doenca
renal cronica; (6) diabete insulinodependente; (7) doenca hepatica; (8) doencas
autoimunes; (9) neoplasia maligna; (10) etilista ou drogaditas (Figura 1). Foram
esclarecidos, para as pacientes selecionadas, os objetivos e procedimentos a que seriam
submetidas, e solicitadas a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), exigéncia da resolugcao n° 196/outubro/1996 do Conselho Nacional de Saude,

ap6s aprovacio pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Botucatu — UNESP.

879 Consultas médicas agendadas

760 Consultas médicas

449 Pacientes excluidas:

- Critérios de elegibilidade

- Tempo de aplicagdo do protocolo

311 Pacientes incluidas - N&o coleta de sangue

Figura 1- Fluxograma das pacientes incluidas nos estudo.



Definicdo das varidveis

A variadvel independente foi a presenga do polimorfismo da MBL (AB/BB). As
varidveis mediadoras foram os seguintes fatores de risco para DCV, categorizados: faixa
etdria (anos), idade na menopausa (anos), tempo de menopausa (anos), indice de massa
corpérea (IMC, kg/m2), circunferéncia da cintura (cm), tabagismo, hipertensdo,
sindrome metabdlica, resisténcia a insulina (RI), antecedentes familiares de DAC, e
valores séricos de colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos, glicose e proteina C

reativa (PCR).

Metodologia

Inicialmente, no dia da consulta foram coletados, por meio de entrevista, os
seguintes dados: idade, idade e tempo de menopausa, tabagismo, uso de terapia
hormonal (TH), histéria pessoal de hipertensdo e/ou diabetes, atividade fisica, e
antecedente familiar de DAC (infarto agudo do miocadrdio em parente de 1° grau
masculino com idade < 55 anos e em parente de 1° grau feminino com idade < 65 anos).
ApOs a entrevista, a pressao arterial foi aferida no brago direito, com a paciente sentada
e o antebraco apoiado no nivel do precérdio, palma da mao para cima, com uso de
esfigmomandmetro anerdide padrdo. Foram definidas como tabagistas, as pacientes com
o habito de fumar diariamente, ndo importando o nimero de cigarros fumados. Foram
consideradas ativas as mulheres que praticavam exercicios fisicos aerdbicos de
intensidade moderada, pelo menos 30 minutos, cinco vezes na semana (150/min/sem)
ou exercicios de resisténcia trés dias por semana (30). Foram consideradas com
sindrome metabdlica (SM) as mulheres que apresentaram trés ou mais critérios
diagnosticos propostos pelo US National Cholesterol Education Program(NCEP)/ Adult

Treatment Panel III (NCEP-ATP III) (31): circunferéncia da cintura > 88 cm;



triglicerideos = 150 mg/dL; HDL colesterol < 50 mg/dL; pressdo arterial sanguinea >
135/85 mmHg; glicemia de jejum = 100 mg/dL ou sob terapia.

Foram obtidos os seguintes dados para avaliacdo antropométrica: peso, altura,
indice de massa corporea (IMC=peso/ altura®) e circunferéncia da cintura (CC). Para
mensuragdo do peso, utilizou-se balanca antropométrica eletronica, tipo plataforma da
marca Filizola®, graduada a cada 100g, capacidade até 150 kg, com precisdo de 0,1 kg,
com a paciente descal¢ca e minimo de roupa. A estatura foi determinada em estadidometro
vertical afixado a balanca, com precisdo de 0,1cm, sendo a paciente orientada a manter-
se em posi¢do ortostdtica, com bracos ao lado do corpo, cabeca orientada a frente,
descal¢a, mantendo os pés juntos e em inspiracdo profunda. Foram empregados os
critérios da World Health Organization de 2002 para classificacdo das pacientes,
conforme o IMC: menor que 24,9kg/m2 normal, de 25—29,9kg/m2 sobrepeso, € maior ou
igual a 30,0kg/m2 obesidade. Para a medida da CC foi empregado o ponto médio entre a
ultima costela e a crista iliaca, por meio de fita métrica inextensivel com escala de
0,5cm, da marca Lange®, com a paciente em posi¢cdo ortostdtica, na expiragdo; sendo

considerada aumentada para mulheres, acima de 88 cm (31).

Para a realizacdo dos exames laboratoriais, as pacientes foram orientadas a
realizar jejum de 12 horas. Por meio de pun¢do venosa, em sistema fechado a véacuo, o
sangue para as dosagens laboratoriais foi coletado em tubo com gel separador e
centrifugado a 3000rpm por dez minutos, para obtencdo do soro, com amostra seguida
de andlise bioquimica imediata. As avaliacdes bioquimicas foram realizadas pelo
Laboratorio de Anadlises Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Na andlise
bioquimica imediata foram dosados: glicose, colesterol total (CT), HDL, triglicerideos
(TG), proteina C-reativa (PCR) e insulina. As mensuracdes de TG, CT, HDL, glicose e

PCR foram processadas pelo analisador bioquimico automatico, modelo Vitros 950



pelo método colorimétrico de quimica seca (Johnson & Johnson®, Rochester, New
York, USA). O LDL foi calculado subtraindo-se o valor do CT, da soma do HDL e do
TG dividido por cinco. Os valores considerados 6timos foram: CT <200 mg/dL, HDL
>50mg/dL, LDL <100 mg/dL, TG <150 mg/dL, glicose <100mg/dL e PCR< 1,0 mg/dl.
A insulina foi quantificada pelo Sistema Immulite® (DPC® USA), que emprega
imunoensaio, em fase soOlida, por quimioluminescéncia, para uso em analisador
automadtico, designado para leitura quantitativa. A taxa de normalidade segundo o
método empregado foi de 6,0 a 27,0 ulU/ml. Para a avaliacdo da resisténcia insulinica
(RI) foi utilizado método baseado em medida estatica com dois constituintes
plasméticos (insulina e glicose de jejum). O HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment- Insulin Resistant) foi calculado pela férmula: Insulina (mU/ml) x glicose

(mg/dl) / 405. Valores que indicam RI foi definido como Homa-IR >2,7 (32)

A avaliagdo do polimorfismo da MBL foi realizada em amostras de células
bucais coletadas no dia da entrevista com swabs bucais de algodao, depois de adequada
limpeza bucal, e estocadas (-80°C) para posterior andlise. As avaliacdes foram
realizadas no Laboratory of Department of Obstetrics and Gynecology, Division of
Immunology and Infectious Disease, Weill Cornell Medical College, New York, USA. O
DNA foi extraido a partir das células coletadas e testado o polimorfismo para MBL2
codon do gene 54 e 57 pela reacdo de cadeia de polimerase (PCR). Células epiteliais
bucais foram centrifugadas e re-suspendidas por agitacdo em solucio de detergente nao-
ionico, contendo proteinase K. A lise foi induzida por incubagdo e posteriormente
inativada pela proteinase K em condicdo de incubagdo pré-estabelecida. Os extratos
foram diluidos 1:5, e unidades de Taqg DNA polimerase e 30 pmol de oligonucleétidos
amplificam os c6dons da regido polimérfica do gene MBL2 (54 e 57). Para os c6dons

do polimorfismo, o produto final da PCR foram digeridos com endonucleases Banl e 0s



resultados da amplificagdo dos fragmentos foram analisados em gel de agarose a 2%
ap0s coloracdo com brometo de etidio, conforme descrig¢do prévia (15). Os desenhos dos
primers (IDT®) utilizados no experimento do polimorfismo da MBL2 cddon 54 e 57

(15) sao:
Primer 1. MBP-1 (5’-AGAATTCGTAGGACAGAGGGCATGCTC-3")

Primer 2. MBP-2 (5’-AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG -3’)

Anadlise Estatistica

O modelo de relacionamento sob teste supde que alteracdes polimorficas do
gene MBL?2 podem influenciar as variaveis clinicas e, consequentemente, o aumento do
risco cardiovascular. Na associacdo entre a frequéncia das varidveis clinicas
categorizadas foi empregado o Teste do Qui-quadrado (Xz). Foi realizada andlise
multivariada por regressdo logistica bindria, considerando-se nivel de significincia
p<0,05 e intervalo de confianga (IC) de 95%, com célculo da respectiva odds ratio
(OR), considerando o grupo de mulheres com polimorfismo como resposta comparada a
mulheres sem o polimorfismo como base, para se observarem as possiveis associacoes
existentes entre o polimorfismo (varidvel dependente) e as varidveis influentes do risco
para DCV (varidveis independentes). Foram testadas todas as varidveis através do
ajuste do modelo de regressdo logistica multipla utilizando procedimento ‘“‘stepwise”
para as varidveis que apresentaram diferenca significativa, sendo ajustada para idade,
idade da menopausa e tempo de menopausa (varidveis confundidoras). Em todos os
testes foi adotado o nivel de significancia de 5% ou o p-valor correspondente. As

andlises foram realizadas utilizando-se o programa Statistical Package for Social



Science for Windows (SPSS), versdo 15.0, pelo Escritério de Apoio a Pesquisa da

Faculdade de Medicina de Botucatu.

Resultados

As caracteristicas descritivas clinicas e laboratoriais das 311 mulheres avaliadas
estdo apresentadas na Tabela 1. Observa-se que a mediana de idade das pacientes
incluidas foi de 54 anos, com tempo de menopausa de cinco anos. Quanto aos
indicadores da composicdo corporal, 37,6% das pacientes foram classificadas como
obesas (IMC > 30 kg/m2) e 62% com aumento da CC (>88 cm), demonstrando
distribuicao central de gordura corporal. A porcentagem de mulheres sedentérias foi de
83,9%; apenas 16,1% relatavam a pratica de caminhadas regulares pelo menos cinco
vezes na semana. Encontrou-se que 16,4% eram tabagistas, 39,5% hipertensas e, 12,5%
diabéticas. Apenas 6,4% referiram antecedentes de IAM. De acordo com o NCEP/ATP
II, 25,4% das mulheres foram classificadas como portadoras da SM, e em 25,7%
observou-se resisténcia a insulina pelo HOMA-IR. A populagdo mostrou-se
dislipidémica com valores acima dos desejaveis de colesterol total em 43,4%, de LDL
em 73%, de triglicerideos em 35,7%, e com HDL abaixo do desejavel em 35,4%

(Tabela 1).

Na Tabela 2 sdo observadas as caracteristicas genotipicas dos polimorfismos
MBL2 para o Cédon-54 e o Cdédon-57. A presenca do alelo polimoérfico para o codon 54
foi encontrada em 25,7% das mulheres (AB = 22,5%; BB = 3,2%) e para o c6don 57 em
11,6% (AC = 9,6%; CC = 2,0%). Nas Tabelas 3 e 4 foram demonstradas as associacdes
entre a presenga do polimorfismo dos Cédon 54 e 57, respectivamente, e os fatores de
risco para DCV. Para o polimorfismo do c6don 54 (Tabela 3) foi encontrado associagdo

significativa com a presenga de hipertensdo (OR 0,55, IC95% 0,31 - 0,99) e a



resisténcia a insulina avaliada pelo HOMA-IR (OR 0,46, IC 95% 0,24 - 0,91). Nao
foram observadas associacOes significativas entre o polimorfismo para o cédon 57 com

fatores de risco para DCV.



Tabela 1. Caracteristicas descritivas das 311 mulheres na pés-menopausa.

Variaveis Valores
Idade (anos) (mediana, interquartil) 54 (49 - 58)
Idade menopausa (anos) (mediana, interquartil) 48 (45 - 50)
Tempo menopausa (anos) (mediana, interquartil) 52-10)
IMC > 30kg/m” (n, %) 117 (37,6)
Cintura > 88cm (n, %) 166 (53,4)
Tabagista (n, %) 51(16,4)
Sedentérias (n, %) 261 (83,9)
Hipertensao (n, %) 123 (39,5)
Diabetes (n, %) 39 (12,5)
Antecedente familiar de IAM (n, %) 20 (6,4)
Sindrome Metabdlica (n, %) 79 (25,4)
HOMA -IR> 2,7 (n, %) 80 (25,7)
Colesterol Total >200mg/dL (n, %) 135 (43,4)
HDL < 50mg/dL (n, %) 110 (35,4)
LDL > 100mg/dL (n, %) 227 (73,0)
Triglicérides > 150mg/dL (n, %) 111 (35,7)
Glicose > 100mg/dL (n, %) 56 (18,0)
PCR > 1,0 mg/dL (n, %) 38 (12,1)

IMC, indice de massa corpérea; IAM, infarto agudo do miocéirdio; HOMA-IR, Homeostasis
Model Assessment-InsulinResistant; PCR, proteina C-reativa; HDL, lipoproteina de alta

densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade.



Tabela 2. Caracteristicas genotipicas dos polimorfismos da MBL2 do Cdédon-54 e

Cédon-57, nas 311 mulheres na pds-menopausa.

Polimorfismos do MBL cédon 54 Polimorfismos do MBL cédon 57
Gendtipo  Frequéncia Porcentagem  Genétipo  Frequéncia Porcentagem
(n) (%) (n) (%)
AA 207 74,19 AA 247 88,53
AB 63 22,58 AC 27 9,68
BB 9 3,23 CC 5 1,79

MBL, lecitina ligante de manose



Tabela 3. Associagdo entre a presenga do polimorfismo da MBL2 do Cdédon-54 e os

fatores de risco para doenga cardiovascular (DCV) entre as 311 mulheres na pos-

menopausa.
Gene MBL2 Cédon 54
Fator de risco DCV Normal Polimorfico OR IC 95%) p*
n=207 n=72
Tabagismo 18 23 1,36 0,69-2,67 0,375
IMC > 30kg/m’ 46 37 0,75 0,43-1,33 0,327
CC > 88cm 64 55 0,70 0,40-1,23 0,210
CT > 200mg/dL 51 58 0,88 0,50-1,52 0,635
HOMA-IR > 2,7 36 19 0,46 0,24-091 0,025
PCR > 1,0 15 13 0,86 0,38-1,94 0,720
HDL < 50mg/Dl 43 36 0,76 0,43-1,34 0,340
Triglicérides > 150 mg/dL 43 36 0,73 0,41-1,29 0,276
Glicemia > 100mg/dL 22 17 0,79 0,39-1,62 0,521
Presenca de SM 33 20 0,53 0,27-1,04 0,063
Atividade fisica 18 18 1,05 0,52-2,12 0,903
Hipertensao 50 35 0,55 0,31-0,99 0,044
Histéria familiar IAM 07 07 0,95 0,33-2,78 0,938

IMC, indice de massa corpérea; CC, circunferéncia da cintura; CT, Colesterol Total; HOMA-
IR, HomeostasisModelAssessment- InsulinResistant; PCR, proteina C-reativa; HDL,
lipoproteina de alta densidade; SM, Sindrome metabdlica; IAM, infarto agudo do Miocardio.

*Diferenca significativa se p<0,05 (Teste do Qui-Quadrado e Regressao logistica, ajustado para

idade, idade na menopausa e tempo de menopausa).



Tabela 4. Associacdo entre a presenga do polimorfismo da MBL2 do Cédon-57 e os

fatores de risco para doenga cardiovascular (DCV) entre as 311 mulheres na pos-

menopausa.
Gene MBL2 Cédon 57
Fator de risco DCV Normal Polimorfico OR IC(95%) p*
n=247 n=32
Tabagismo 19 20 1,128 0,43-295 0,807
IMC > 30kg/m2 42 53 1,539 0,71-3,31 0,271
CC > 88cm 61 66 1,195 0,53-2,69 0,667
CT > 200mg/dL 49 57 1,339  0,62-2,89 0,457
HOMA-IR > 2,7 29 30 0,992 0,43-2,28 0,984
PCR > 1,0 14 17 1,300 0,46-3,65 0,619
HDL < 50mg/Dl 41 37 0,775  0,35-1,72 0,532
Triglicérides > 150 mg/dL 40 50 1,494  0,69-3,21 0,304
Glicemia > 100mg/dL 22 13 0,509 0,17-1,55 0,234
Presenca de SM 29 33 1,165 0,51-2,65 0,716
Atividade fisica 18 23 1,390 0,56-3,46 0,48
Hipertensado 49 53 1,313 0,60-2,85 0,491
Histéria familiar IAM 07 10 1,028 0,64-1,65 0,910

IMC, indice de massa corpérea; CC, circunferéncia da cintura; CT, Colesterol Total; HOMA-

IR, HomeostasisModelAssessment-

InsulinResistant;

PCR, proteina

C-reativa;

HDL,

lipoproteina de alta densidade; SM, Sindrome metabdlica; IAM, infarto agudo do Miocardio.

*Diferenca significativa se p<0,05 (Teste do Qui-Quadrado e Regressao logistica, ajustado para

idade, idade na menopausa e tempo de menopausa).



Discussao

No presente estudo, mulheres na pds-menopausa com a presenca do
polimorfismo do cédon 54 da MBL2 apresentaram menor risco para hipertensao arterial
e resisténcia a insulina (RI), em relacio ao grupo de mulheres sem a presenga do
polimorfismo. Por outro lado, o polimorfismo para o cédon 57 ndo se associou aos
fatores de risco cardiovasculares. Na atualidade grande parte das mulheres das
sociedades urbanas apresenta fatores de risco para DCV (33). Esta “epidemia” deve-se
ao aumento na propor¢do de mulheres acima dos 50 anos, € a obesidade, sedentarismo,
e fatores de risco metabdlico (dislipidemia, disglicemia) na populagdo. A DCV €
decorrente de processo aterosclerdtico de evolugdo progressiva, que envolve vérios

fatores de risco que ndo podem ser ignorados na abordagem da mulher climatérica (11).

Nesta pesquisa, o polimorfismo do cédon 54 da MBL2 foi detectado em 25,7%
das mulheres, sendo que em 22,5% heterozigose (A/B) e em 3,2% homozigose (B/B); e
para o codon 57 em 9,6% heterozigose (A/C) e em 2,0% homozigose (C/C). Estes
resultados estdo de acordo com a literatura, em que aproximadamente 5% dos
caucasianos tém uma deficiéncia hereditdria de MBL2 na forma de homozigose (20,
34). O polimorfismo da MBL2 em 20-25% da populacdo tem incidéncia relativamente
alta comparada a outras deficiéncias do sistema do complemento (35). Tipos variantes
descritos no gene da MBL2 podem acarretar alteragdes na atividade funcional, variagdes
na concentracdo plasmdtica e polimerizacdo da proteina, resultando em distirbios
imunoldgicos (13, 36). Os trés alelos variantes de MBL2 aparecem com diferentes
frequéncias em diferentes populacdes ao redor do mundo (11). O alelo B € praticamente
inexistente na Africa, mas é bastante comum entre os caucasianos e asiaticos. Pelo

contrario, o alelo C € muito comum nos africanos, raro entre os caucasianos e ausentes



entre os asidticos e indios americanos. O alelo D € menos frequente que os outros dois

e, parece ser confinado aos caucasianos e populagdes da Africa (11).

Neste estudo, 78,2% das mulheres participantes eram brancas, maioria euro-
brasileiros, e apenas 21,8% afro-descendentes. A frequéncia de polimorfismo do MBL2
¢ varidvel entre diferentes etnias, e este aspecto deve ser considerado nos estudos
genéticos (37). Poucos estudos tém investigado o polimorfismo da MBL?2 na populagdo
brasileira. A frequéncia de homozigose (B/B) foi de 5,7% em 529 criancas sauddveis de
Pernambuco (nordeste do Brasil) (38), de 6,8% em 147 paranaenses (Sul do Brasil)
(39), e de 5% em 281 paulistanos (Sudeste do Brasil) (40). Boldt ef al avaliaram a
MBL2 em diferentes grupos populacionais brasileiros, incluindo 152 Indios Guarani
(B/B=20%), 202 euro-brasileiros (B/B=2%), 32 afro-brasileiros (B/B=9%) e 107
brasileiros miscigenados (B/B=8%) (41). Em populacio do Rio de Janeiro, Ferraroni ef
al determinaram a frequéncia de polimorfismo da MBL2 em 294 amostras de doadores
de sangue. A frequéncia do alelo C foi de 39%, intermedidrio entre 14% reportado em
europeus € 90% em africanos subsarianos, refletindo a composicao étnica da populagdo
do Rio de Janeiro, composta da mistura de caucasianos (31%), africanos (34%) e

populagdes nativas americanas (33%) (37).

MBL € um importante fator de ativacdo da via das lecitinas do sistema
complemento (12), possivelmente envolvido na inflamag¢do vascular (24). A deficiéncia
na imunidade inata parece contribuir na patogénese de estados inflamatérios cronicos
como a aterosclerose (14). A MBL provavelmente modula a gravidade da infec¢cdo por
Chlamydia (C.) pneumoniae, patdgeno ligado a varias linhas de experimentagdo como
iniciacdo e propagacgdo da aterosclerose (12, 21). Isto poderia explicar a associacdo da
variagdo genética da MBL2 com aterosclerose grave (13). Embora controversos alguns

estudos indicaram associacdo entre infeccdo de C. pneumoniae e a DCV (15, 21, 31).



Foram descobertos antigenos de C. pneumoniae no ateroma humano, contudo, a
presenca de anticorpo ndo prediz subsequentes eventos coronarianos (25, 42, 43). Além
disso, estudos demonstraram a relagcdo entre alelos variantes de MBL2 associados com
desenvolvimento acelerado de aterosclerose, em que a infec¢do por C. pneumoniae
poderia conduzir ao desenvolvimento de doenca coronariana em individuos

geneticamente predispostos (11, 13, 44).

No presente estudo, avaliando o polimorfismo da MBL2 em mulheres na pds-
menopausa, foi observado diferenca significativa em relacdo a hipertensao arterial e RI.
Mulheres com polimorfismo da MBL?2 para o cddon 54 apresentaram menor frequéncia
de hipertensdo e RI quando comparadas ao grupo de mulheres sem a presenga do
polimorfismo, demonstrando uma associacdo do polimorfismo da MBL2 com dois
importantes fatores de risco cardiovascular. Contudo, ndo hd estudos nesse grupo
especifico de populacdo para comparacdo dos nossos resultados. Polimorfismos da
MBL2 tém sido relacionados a DCV em diferentes populacdes como indios norte-
americanos (29); e em pacientes com ldpus eritematoso sist€émico (23), com diabetes
(24), e com DAC estabelecida (22, 25-28). Essas pesquisas foram realizadas em
populacdo predominantemente masculina e com reconhecidos fatores de risco
cardiovascular, diferentemente do presente estudo. Neste, foram avaliadas mulheres na
pos-menopausa de baixo risco cardiovascular, com mediana de 54 anos de idade e cinco
anos de pds-menopausa, sem a presenca de diabetes insulinodependente ou DCV

manifesta atual ou prévia, o que pode ter influenciado nossos resultados.

A MBL quando acumulada in vitro demonstra que € capaz de modular as
respostas inflamatdrias (45), sugerindo que pode atuar como importante modulador
natural de vias imunoldgicas humanas (36, 46). Estudo pioneiro, desenvolvido em 1998,

observou que a deficiéncia de MBL estd associada a maior risco de aterosclerose grave



em pacientes relativamente jovens (21). Troelsen et al, avaliando 41 pacientes com
lipus eritematoso sistémico, observaram correlacio negativa entre os genétipos de
baixa expressao da MBL2 e baixos niveis séricos de MBL com a espessura da intima
das artérias cardtidas, independentemente dos fatores de risco cardiovascular (23).
Estudo realizado na Noruega, com 370 pacientes com DCV, demonstrou que o
polimorfismo da MBL2 e deficiéncia de MBL esteve associado a risco duas vezes maior
de infarto do miocdrdio (OR 2,04, IC 95% 1,29-3,24), independentemente dos
convencionais fatores de risco cardiovasculares. Os autores sugerem que a deficiéncia
de MBL pode conduzir a aumento da aterosclerose ou ao desenvolvimento de placas
instaveis (22). Outro estudo relatou que a MBL pode estar envolvida na patogénese das
complicacdes vasculares no diabetes insulinodependente, e que a determinacido das
concentracdes séricas da MBL poderia identificar pacientes de risco aumentado

evitando assim o desenvolvimento de futuras doencas como DAC (47).

Corroborando com nossos resultados, pesquisadores demonstraram que a MBL é
molécula de reconhecimento padrdo que desempenha duplo papel na modificagdo de
respostas pro-inflamatdrias (46, 47). Uma pesquisa observou que animais desprovidos
da ativacdo da via da lecitina MBL-dependente e da via cléssica, sdo protegidos de lesdao
de reperfusdo cardiaca com a preservacdo da funcdo cardiaca (48). Em estudo
transversal com 114 pacientes com artrite reumatdide foi avaliado a associacdo de
gen6tipos da MBL2 com a espessura da intima de artéria coronariana e relacionada com
fatores de risco cardiovasculares. Os pesquisadores observaram que os genétipos de
MBL2 nao foram associados com a espessura da intima e ndo se correlacionaram com
fatores de risco cardiovasculares (23). Outra pesquisa com 398 homens com DAC
comprovada, o polimorfismo da MBL2 ndo se associou com a taxa de progressdo da

aterosclerose coronariana (10). Em recente estudo, Strack et al. investigaram a



associacdo da MBL com caracteristicas de sindrome metabdlica (SM) e aterosclerose
precoce em 96 individuos obesos, antes e apos redugdo acentuada de peso. Valores
plasméticos de MBL ndo diferiram entre os individuos obesos e controles ndo obesos.
Assim como, ndo afetou os fatores de risco cardiovascular, o smarcadores da SM ou a
aterosclerose precoce (49). O polimorfismo da MBL2 néo € fator de risco independente
para aterosclerose, sendo que estudos entre o polimorfismo de MBL2 e os fatores de

risco para DCV deveriam ser aprofundados (28).

Os dados desta pesquisa podem ser limitados, por tratar-se de estudo de corte
transversal com amostragem de mulheres atendidas em Ambulatério Especializado de
Assisténcia ao Climatério. Neste estudo 78,9% das mulheres avaliadas estava abaixo
dos 60 anos de idade, caracteristica da populacio de mulheres com sintomas
climatéricos que procuram nosso atendimento. Contudo, essa populacdo estudada é
inédita na literatura, uma vez que, os trabalhos citados no texto ndo avaliaram mulheres
na pds-menopausa. O hipoestrogenismo no periodo da pds-menopausa € considerado
fator relevante na patogénese da DAC, principal causa de morte em mulheres acima dos
50 anos. Assim, mesmo com o reconhecimento de marcadores genéticos, é importante a
melhora da qualidade de vida desta populagdo, estimulando a perda de peso, a prética de
atividade fisica e mudanca para hdbitos alimentares mais saudaveis, com conseqiiente

reducdo do risco da DCV.

Conclusao

Neste estudo de mulheres na pds-menopausa, o polimorfismo do cddon 54 da
MBL2 associou-se com menor risco para hipertensio arterial e resisténcia a insulina
(RI), importantes fatores de risco para doenca cardiovascular. Por outro lado, o

polimorfismo para o cédon 57 ndo se associou aos fatores de risco cardiovasculares.



Entretanto, é importante o desenvolvimento de futuros estudos polimérficos da MBL2 e

sua associagdo com a DCV.
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Resumo

Objetivo: avaliar a expressdo génica dos receptores Toll-Like (TLR-2 e TLR-4) e o
perfil de citocinas em mulheres na pds-menopausa com ou sem sindrome metabdlica
(SM).

Métodos: Estudo clinico, transversal, envolvendo 311 mulheres na pds-menopausa
(idade 245 anos e amenorréia > 12 meses) acompanhadas em Ambulatério de
Climatério & Menopausa, da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), de fevereiro
de 2011 a junho de 2012. Critérios de exclusao: presen¢a de doenca cardiovascular
manifesta, diabetes insulinodependente, doenca renal cronica, doengas autoimunes e
neoplasia maligna. A expressao do TLR-2 e TLR-4 foram realizadas a partir da extra¢io
do RNA e posterior PCR (reagdo em cadeia da polimerase) em tempo real. O perfil de
citocinas incluiu o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL-1p, IL-6,
IL-10). Para anélise estatistica foram empregados os testes do Qui-Quadrado, de
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, e a correlagdo de Spearman.

Resultados: De acordo com o NCEP/ATP III, 27,6% (86/311) das mulheres foram
classificadas como portadoras da SM. A expressao do TLR-2 foi demonstrada em
32,5% (101/311) e do TLR-4 em 20,6% (64/311). Nao houve associagdo entre a
expressdo dos TRL-2 e TRLA4 com a presencga ou auséncia da SM (p>0.05). Observou-se
maior producao de IL-6 (p=0,044) e de TNF-a (p=0,048) entre as pacientes com TRL-2
expresso, quando comparadas aquelas que nio expressaram. Houve correlagdo positiva
entre a IL-6 e a pressdo arterial elevada (r=0,12, p=0,036) e a hiperglicemia (r=0,11,
p=0,47). Nao foi observada associacdo entre a expressao de TRL-2 e TRL-4 com os

marcadores da SM.



Conclusao: No presente estudo, a expressdo do TRL-2 associou-se com aumento de
citocinas pro-inflamatorias, IL-6 e TNF-a, que apresentaram correlagdo positiva com a

elevagdo da pressao arterial e a hiperglicemia, marcadores da SM.



Abstract

Objective: To evaluate the gene expression of Toll-Like (TLR-2 and TLR-4) receptors
and cytokine profile in postmenopausal women with or without metabolic syndrome
(MetS).

Methods: In this cross-sectional study, 311 women (age >45 years and amenorrhea >
12 months) seeking healthcare at a public outpatient center in southeastern Brazil, from
February 2011 to June 2012, were included. Exclusion criteria: presence of
cardiovascular disease manifests, insulin dependent diabetes, chronic kidney disease,
autoimmune diseases and cancer. The expression of TLR-2 and TLR-4 were performed
from RNA extraction and subsequent PCR (polymerase chain reaction) in real time. The
profile of cytokines included tumor necrosis factor alpha (TNF-o) and interleukin (IL-
1B, IL-6, IL-10). Statistical analysis using the chi-square test, Kruskal-Wallis test,
Mann-Whitney test and Spearman correlation were used.

Results: According to the NCEP/ATP III, 27.6% (86/311) of women were classified as
having MetS. The expression of TLR-2 has been demonstrated in 32.5 % (101/311) and
TLR-4 in 20.6% (64/311). There was no association between the expression of TLR-2
and TRL-4 with the presence or absence of MetS (p >0.05). We observed greater
production of IL-6 (p=0.044) and TNF-o (p=0.048) between patients with TRL-2
expressed compared those who did not express. There was a positive correlation
between IL-6 and high blood pressure (r =0.12, p = 0.036) and hyperglycemia (r =0.11,
p =0.47). No association was observed between the expression of TRL-2 and TRL-4
with markers of MetS.

Conclusion: In this study, the expression of TRL-2 was associated with increased pro-
inflammatory cytokines, IL-6 and TNF-a, which were positively correlated with

elevated blood pressure and hyperglycemia, biomarkers of MetS.



Introducao

A sindrome metabdlica (SM) € definida por um conjunto de fatores de riscos
metabolicos que incluem obesidade abdominal, dislipidemia, hipertensdo arterial e
disglicemia (1). Acomete aproximadamente 30% da populacdo de mulheres acima dos
50 anos, com aumento de trés vezes o risco de morbimortalidade por doenca
cardiovascular (DCV) (2-4). Essa sindrome associa-se a desordem metabdlica
denominada resisténcia a insulina (RI) em que a acdo normal da insulina estd
prejudicada. A obesidade abdominal ¢ um estado pro-inflamatério que contribui para
RI, condi¢do sugerida como fator causal da dislipidemia, da intolerancia a glicose e
aumento da pressao arterial (5, 6). A SM sabidamente associa-se com 0 aumento no
risco de desenvolvimento de doencga arterial corondria (DAC) em mulheres na pds-
menopausa (7).

Na DAC, convencionais fatores de risco metabodlicos presentes na SM, como
dislipidemia, hipertensdo, diabetes, obesidade — permanecem importantes (8), mas
diferencas individuais no perfil inflamatério podem modular a severidade do processo
aterosclerético (9). A aterosclerose € definida como processo cronico, progressivo e
sist€émico, consequente a resposta inflamatoria e fibroproliferativa causada por agressao
a superficie endotelial das artérias (10). Pode ser desencadeada por injdria ao endotélio
arterial atribuido a fatores como hipertensdo, hiperinsulinemia, dislipidemia, e
principalmente, pela deposicdo de moléculas oxidadas de LDL (11). Apds agressao
inicial, mondcitos e células T sdo recrutados do sangue periférico para a parede arterial,
e penetram na intima dos vasos e fagocitam o LDL oxidado, promovendo dessa
maneira, a liberacdo de citocinas inflamatérias (10). Entre estas, as interleucinas 1 e 6
(IL-1 e IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) t€ém papel de perpetuar a

resposta inflamatéria e modificar a superficie endotelial anticoagulante para um estado



pro-trombdtico. A IL-6 por sua vez estimula a producdo hepdtica da proteina C reativa
(PCR), sendo esta ultima reconhecida proteina da fase aguda de processos inflamatdrios
(12, 13). A elevacdo dos valores séricos da PCR € considerada fator de risco
independente para aterosclerose, particularmente em mulheres (12), além de ser fator de
predisposicao para infarto agudo do miocédrdio (IAM), acidente vascular cerebral
(AVC), doenca arterial periférica e morte subita (14).

A expressdo das citocinas pro-inflamatdrias ocorre pela ativagdo dos receptores
Toll-like (TLRs), em especial TLR-2 e TLR-4 (15-17). Os TLRs sdo proteinas
transmembranicas caracterizadas por um dominio extracelular com repeti¢des ricas em
leucina (LRR) e um dominio intracelular Toll/IL-1R (18, 19). Sdo divididos de acordo
com a sua localizacdo na célula: os TLR-1/2/4/5/6/10 sdo expressos na superficie
celular, e os TLRs-3/7/8/9 em compartimentos endosomais intracelulares (19, 20). Os
TLRs sdo amplamente expressos por células imunoldgicas, e por células epiteliais e
endoteliais (21-25). Uma vez ativados resultam na inducdo de citocinas pro-
inflamatorias, fagocitose e burst oxidativo (26, 27). TLRs podem ser ativados por
células do sistema cardiovascular, representando elo entre o desenvolvimento de DCV e
o sistema imunolégico, embora o papel individual dos membros da familia TLR na
fisiopatologia desta doenc¢a ainda meregcam maiores investigagoes (2).

Em pesquisas prévias, pesquisadores observaram a expressao celular de TLRs na
lesdo aterosclerética (16, 26, 28, 29). A ativacdo de TLR-2 tem papel central na
regulacdo da inflamacdo vascular em camundongos, sugerindo que o TLR-2 induz ao
aumento na producdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-o, IL-1B, e IL-6) e
diminui¢do da formacdo do tecido vascular, sendo estes resultados contrdrios ao que
ocorre nos camundongos deficientes em TLR-4 (30). Evidéncia considerdvel associa a

aterosclerose com a sinalizacio do TLR. Contudo, alteragdes genéticas como



polimorfismo destes receptores demonstraram resultados contraditérios. Estudos
apontaram que ha alteragdo no polimorfismo dos receptores TLR-4 na aterosclerose (31,
32) e em doenga coronariana (33, 34). Entretanto, outros pesquisadores relataram que o
polimorfismo do TLR-4 ndo apresenta significancia em relacdo a aterosclerose ou DCV
(35, 36). Em outro estudo, foi observado que o polimorfismo do TLR-2 esteve
associado a DCV e nao o polimorfismo do TLR-4 (37).

H4 poucos dados sobre a expressdao de TLRs em mulheres na pds-menopausa.
Alguns estudos avaliaram a expressdo desses receptores na regulacao da inflamagdo no
endométrio (25) ou no cancer (38), além de identificar mulheres com aterosclerose,
mesmo entre aquelas com baixo risco cardiovascular (39). Recente estudo demonstrou
que a expressdo e atividade dos TLR2 e TLR4 estdo aumentadas em mondcitos de
pacientes com SM e os mesmos contribuem para o aumento do risco de DAC (40).
Entretanto a literatura € escassa quanto a via de inflamag@o em pacientes com SM.

Pelas evidéncias crescentes que a expressao de TLR e as moléculas inflamatdrias
circulantes influenciam no risco da DAC, a detec¢do e monitoramento da inflamagdo
tém papel de destaque no diagndstico precoce, em especial em mulheres na pds-
menopausa com SM. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a expressao
génica dos TLRs (TLR-2 e TLR-4) e o perfil de citocinas (IL-1p, IL-6, TNFa, IL-10)

em mulheres na pds-menopausa com ou sem SM.

Métodos
Desenho do Estudo e Selecdo da Amostra
Foi realizado estudo clinico e transversal. O grupo populacional foi constituido

de pacientes atendidas no Ambulatério de Climatério & Menopausa, da Faculdade de

Medicina de Botucatu (FMB), de fevereiro de 2011 a junho de 2012. O célculo do



tamanho amostral foi embasado no estudo de Yasui et al (41) que demonstraram valores
médios de IL-6 na pré-menopausa de 1,6 pg/mL e na pds-menopausa de 2,7 pg/mL.
Considerando a diferenca entre esses valores, para um coeficiente de confianga de 95%
e uma margem de erro de 5%, o tamanho amostral obtido foi de no minimo 85
participantes. Foram incluidas no estudo 311 mulheres com data da ultima menstruagcdo
ha pelo menos 12 meses e idade = 45 anos; com os seguintes critérios de exclusdo: (1)
presenca de DAC manifesta atual ou prévia; (2) doenca arterial cerebrovascular; (3)
doenca aneurismatica; (4) doenca arterial periférica; (5) doenca renal cronica; (6)
diabete insulinodependente; (7) doenca hepatica; (8) doengas autoimunes; (9) neoplasia
maligna; (10) etilista ou drogaditas (Figura 1). Foram esclarecidos, para as pacientes
selecionadas, os objetivos e procedimentos a que seriam submetidas, e solicitadas a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), exigéncia da
resolucdo n°® 196/outubro/1996 do Conselho Nacional de Sadde, ap6s aprovacdo pelo

Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Botucatu — UNESP.

879 Consultas médicas agendadas

760 Consultas médicas

449 Pacientes excluidas:

- Critérios de elegibilidade

- Tempo de aplicagdo do protocolo

311 Pacientes incluidas - N3o coleta de sangue

Figura 1- Fluxograma das pacientes incluidas nos estudo.



Definicdo das varidveis

As varidveis independentes foram expressdo dos TRL-2 e TRL-4 e a producgdo
de citocinas IL-1p, IL-6, TNF-a e IL10. As varidveis dependentes foram os marcadores
diagnoésticos da SM: circunferéncia da cintura (CC), pressdo arterial sistdlica e
diastdlica (PAS e PAD), glicemia, resisténcia a insulina (RI), triglicerideos, HDL e a

presenca da sindrome metabdlica.

Metodologia

Inicialmente, no dia da consulta foram coletados, por meio de entrevista, os
seguintes dados: idade, tempo de menopausa, tabagismo, uso de terapia hormonal (TH),
histéria pessoal de hipertensdo arterial e/ou diabetes, atividade fisica, e antecedente
familiar de infarto agudo do miocérdio em parente de 1° grau masculino com idade < 55
anos e em parente de 1° grau feminino com idade < 65 anos. Apds a entrevista, a
pressdo arterial foi aferida no braco direito, com a paciente sentada e o antebraco
apoiado no nivel do precérdio, palma da mio para cima, com uso de
esfigmomandmetroanerdide padrao. Foram definidas como tabagistas as pacientes com
o hébito de fumar diariamente, ndo importando o ndmero de cigarros fumados. Foram
consideradas ativas as mulheres que praticavam exercicios fisicos aerdbicos de
intensidade moderada, pelo menos 30 minutos, cinco vezes na semana (150/min/sem)
ou exercicios de resisténcia trés dias por semana (CDC). Foram consideradas com
sindrome metabdlica as mulheres que apresentaram trés ou mais critérios diagndsticos
propostos pelo US National Cholesterol Education Program (NCEP)/ Adult Treatment

Panel II1 (NCEP-ATP III) (42): circunferéncia da cintura > 88 cm; triglicerideos = 150
mg/dL; HDL colesterol < 50 mg/dL; pressdo arterial sanguinea > 135/85 mmHg;

glicemia de jejum = 100 mg/dL ou sob terapia.



Foram obtidos os seguintes dados para avaliacdo antropométrica: peso, altura,
indice de massa corporea (IMC=peso/ altura’) e circunferéncia da cintura (CC). Para
mensuragdo do peso, utilizou-se balanca antropométrica eletrénica, tipo plataforma da
marca Filizola®, graduada a cada 100g, capacidade até 150 kg, com precisdo de 0,1 kg,
com a paciente descalca e minimo de roupa. A estatura foi determinada em
estadiometrovertical afixado a balanca, com precisdo de 0,lcm, sendo a paciente
orientada a manter-se em posi¢cdo ortostdtica, com bracos ao lado do corpo, cabeca
orientada a frente, descalca, mantendo os pés juntos e em inspiragdo profunda. Foram
empregados os critérios da World Health Organization de 2002 para classificacdo das
pacientes, conforme o IMC: menor que 24,9kg/m2 normal, de 25—29,9kg/m2 sobrepeso,
e maior ou igual a 30,0kg/m2 obesidade. Para a medida da CC foi empregado o ponto
médio entre a ultima costela e a crista iliaca, por meio de fita métrica inextensivel
milimetrada e com escala de 0,5cm, da marca Lange®, com a paciente em posi¢do
ortostatica, na expiracao; sendo considerada aumentada para mulheres, acima de 88 cm
(42).

Para a realizacdo dos exames laboratoriais, as pacientes foram orientadas a
realizar jejum de 12 horas. Por meio de pun¢do venosa, em sistema fechado a vacuo, foi
coletadosangue em tubo seco com gel separador e centrifugado a 3000rpm por dez
minutos, para obtencdo do soro, com uma amostra seguida de andlise bioquimica
imediata e outra aliquota congelada a -80°C até a leitura do perfil de citocinas. Outra
amostra sanguinea foi coletada em tubo heparinizado (EDTA 6%) para extracdo de
RNA e congelada a -80°C até a leitura do TRL 2 e 4. Na andlise bioquimica imediata
foram dosados: glicose, colesterol total (CT), HDL, triglicerideos (TG), e insulina. As
mensuracdes de TG, CT, HDL e glicose foram processadas pelo analisador bioquimico

automdtico, modelo Vitros 950° pelo método colorimétrico de quimica seca (Johnson &



Johnson®, Rochester, New York, USA). O LDL foi calculado subtraindo-se o valor do
CT, da soma do HDL e do TG dividido por cinco. Os valores considerados 6timos
foram: CT <200 mg/dL, HDL >50mg/dL, LDL <100 mg/dL, TG <150 mg/dL e
glicose<100mg/dL. A insulina foi quantificada pelo Sistema Immulite® (DPC® USA),
que emprega imunoensaio, em fase sdlida, por quimioluminescéncia, para uso em
analisador automadtico, designado para leitura quantitativa. A taxa de normalidade
segundo o método empregado foi de 6,0 a 27,0 uIU/ml. Para a avaliacdo da resisténcia
insulinica (RI) foi utilizado método baseado em medida estatica com dois constituintes
plasméticos (insulina e glicemia de jejum). O HOMA-IR (HOmeostasis Model
Assessment- Insulin Resistant) foi calculado pela férmula: Insulina mU/ml x glicemia de
jejum, mg/dl / 405. Valores que indicam RI foi definido como Homa-IR > 2,7
(Geloneze, Repetto et al., 2006).

Para determinacdo plasmadticas das citocinas (TNF-o, IL-1B, IL-6 e IL-10)
aplicaram-se imunoensaios (Human TNF, High Sensitivity Human IL-6, Human IL-
10Human IL-1B,quantikines Kits, R&D® Systems, Minneapolis, USA), pela técnica de
ELISA (Enzime-LinkedlmmunoSorbentAssay), em fase sélida, com duracdo de 5 horas,
obedecendo as recomendacdes do fabricante dos Kits. Todas as dosagens foram
realizadas em tinico momento, para evitar variacdo inter-ensaio, por unico pesquisador
especializado. Os coeficientes de variacdo intra-ensaio foram inferiores a 7%. E as
sensibilidades analiticas segundo fabricante dos Kits sdo: TNF-a de 0,5-5,5 pg/ml; IL-
1B <1,0 pg/ml; IL-6 de 0,016-0,111 pg/ml, IL-10 >3.9 pg/mL.

A expressao do TLR-2 e TLR-4 foram realizadas a partir da extracdo do RNA e
posterior PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real. O RNA total foi
purificado do sangue periférico da amostra de sangue heparinizado, em sistema fechado

a véacuo e extraido com Trizol. Posteriormente foi tratado com DNAse para impedir



resultados falso positivos devido a amplificacio de DNA gen6mico contaminante.
Concentracoes de RNA total foram determinadas a partir dos valores da absorbéncia das
amostras a 260nm. O cDNA foi sintetizado a partir de 1 g de RNA total, utilizando
kits e primers para iniciar a sintese de cDNA (Tabela 1). O cDNA foi submetido a PCR
em tempo real quantitativo, utilizando ABI Prism 7000. Sondas e primers especificos
para TLR-2 e TLR-4 humanos foram utilizadas de acordo com as instrucdes do

fabricante (Integrated DNA Technologies, Inc, EUA).

Tabela 1. — Sequéncia de primers utilizadas na Rea¢do em Cadeia da polimerase

(PCR) em tempo real

Gene Sense (5°- 3°) — Forward Anti-Sense (3°- 5") — Reverse

TLR-2  GCCAAAGTCTTGATTGATTGG TTGAAGTTCTCCAGCTCCTG

TLR-4  TGGATACGTTTCCTTATAAG GAAATGGAGGCACCCCTT

TLR, Toll-Like Receptor.

Analise Estatistica

O modelo de relacionamento sob teste supde que a expressdo dos TLR-2 e TLR-
4 e a produgdo das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 apresentem relacdo com os
marcadores da SM. Foram analisadas a distribuicdo das varidveis por meio dos testes
Shapiro-Wilk e a homogeneidade por teste de Levene. A associacdo entre a expressao
de TRL-2 e TRL-4 quanto a presenga ou auséncia da SM foi analisada pelo teste do
Qui-quadrado. A comparacio entre os valores de citocinas IL-1f, IL-6, TNF-a e IL10
quanto a presenca ou auséncia da SM foi realizada pelo teste de Teste de Kruskal-

Wallis. A relagao entre os receptores TLR-2 e TLR-4 com a produg¢ado de citocinas foi



realizada pelo teste de Mann-Whitney. Foi empregado o coeficiente de correlacdo de
Spearman, para dados quantitativos. Em todos os testes foi adotado o nivel de
significancia de 5% ou o p-valor correspondente. As andlises foram realizadas
utilizando-se o programa Statistical Package for Social Science for Windows
(SPSS), versao 15.0, pelo Escritério de Apoio a Pesquisa da Faculdade de Medicina de

Botucatu.

Resultados

As caracteristicas descritivas clinicas e laboratoriais das 311 mulheres avaliadas
estdo apresentadas na Tabela 1. Observa-se que a mediana de idade das pacientes
incluidas foi de 54 anos, com tempo de menopausa de cinco anos. Quanto aos
indicadores da composicdo corporal, 37,6% das pacientes foram classificadas como
obesas (IMC > 30 kg/m2) e 62% com aumento da circunferéncia da cintura (>88 cm),
demonstrando distribuicdo central de gordura corporal. A porcentagem de mulheres
sedentarias foi de 83,9%; apenas 16,1% relatavam a pratica de caminhadas regulares
pelo menos cinco vezes na semana. Encontrou-se que 16,4% eram tabagistas, 39,5%
hipertensas e, 12,5% diabéticas. De acordo com o NCEP/ATP III, 27,6% das mulheres
foram classificadas como portadoras da SM, e em 25,7% observou-se resisténcia a
insulina pelo HOMA-IR. Observou-se que entre as citocinas avaliadas, a IL-10
apresentou valores mais elevados. A expressdo do TLR-2 foi demonstrada em 32,5%
(101/311) e do TLR-4 em 20,6% (64/311) entre as participantes (Tabela 2). Quando
analisado a associacdo entre a expressao dos TRL-2 e TRL4 com a presenca ou auséncia

da SM, ndo foi observada diferenca significativa (Tabela 3). Ndo foi observada



diferenca nos valores de citocinas entre as mulheres com ou sem diagndstico de SM
(Tabela 4).

Na associacdo entre a expressdao de TLR-2 e TLR-4 e a producdo de citocinas,
houve maior producio de IL-6 (p=0,044) e de TNF-a (p=0,048) entre as pacientes com
TRL-2 expresso, quando comparadas aquelas que ndo expressaram (Tabela 5). Nao foi
observada associagdo entre a expressdao de TLR-4 e a producdo de citocinas (dados ndo
demonstrados).

A correlacdo entre as citocinas € os marcadores da SM estd demonstrada na
Tabela 6. Houve correlagdo positiva entre a IL-6 e a pressdo arterial elevada (r=0,12,
p=0,036) e a hiperglicemia (r=0,11, p=0,47). Por outro lado observou-se correlacio
negativa entre a IL-10 e a pressdo arterial elevada (r=-0,12, p=0,035). Nao foi observada
associacdo entre a expressao de TRL-2 e TRL-4 com os marcadores da SM (dados nio

demonstrados).



Tabela 2. Caracteristicas descritivas das 311 mulheres na pés-menopausa.

Variaveis Valores
Idade (anos) (mediana, interquartil) 54 (49 - 58)
Idade menopausa (anos) (mediana, interquartil) 48 (45 - 50)
Tempo menopausa (anos) (mediana, interquartil) 52-10)
IMC > 30kg/m” (n, %) 117 (37,6)
Cintura > 88cm (n, %) 166 (53,4)
Tabagista (n, %) 51 (16,4)
Sedentarias (n, %) 261 (83,9)
Hipertensao (n, %) 123 (39,5)
Diabetes (n, %) 39 (12,5)
Presenca de Sindrome Metabdlica (n, %) 86 (27,6)
HOMA -IR > 2,7 (n, %) 80 (25,7)
Colesterol Total >200mg/dL (n, %) 135 (43,4)
HDL < 50mg/dL (n, %) 110 (35.4)
LDL > 100mg/dL (n, %) 227 (73)
Triglicérides > 150mg/dL (n, %) 111 (35,7)
Glicose > 100mg/dL (n, %) 56 (18,0)

IL-18 (pg/mL) (mediana, interquartil) 0,47 (0,21 -0,91)

0,43 (0,26 - 0,71)

1,27 (0,49 — 2,80)

3,35 (2,23 -5,18)
94 (32,7)

59 (20,6)

IL-6 (pg/mL) (mediana, interquartil)
TNF-a (pg/mL) (mediana, interquartil)
IL-10 (pg/mL) (mediana, interquartil)
TLR-2 expresso (n,%)

TLR-4 expresso (n,%)

IMC, indice de massa corpdrea; IAM, infarto agudo do Miocdrdio, HOMA-IR,
HomeostasisModelAssessment- InsulinResistant, HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL,
lipoproteina de baixa densidade; PCR, proteina C-reativa; IL, Interleucina; TNF, Fator de

Necrose Tumoral; TLR, TollLike Receptor.



Tabela 3. Associacdo entre a expressao dos receptores Toll-Like 2 e 4 entre as mulheres

na poés-menopausa com (presente, n=86) e sem (ausente, n=225) sindrome metabdlica.

Receptores Sindrome Metabdlica Valor de p*
Ausente Presente
TLR-2 0,480
Expresso (n=101) 75 (74,2) 26 (25,7)
Nio Expresso (n=201) 141 (70,1) 60 (39,9)
TLR-4 0,576
Expresso (n=64) 49 (76,6) 15 (23,4)
Nio Expresso (n=247) 175 (70,8) 72 (29,2)

Valores expressos em nimero e porcentagem entre parénteses.
TLR, Toll Like Receptor 2 e 4.
*Diferenca significativa p<0,05 (Teste do Qui-Quadrado).



Tabela 4. Comparacdo dos valores de citocinas (IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a) entre as

mulheres da pds-menopausa com (presente, n=86) e sem (ausente, n=225) sindrome

metabdlica.
Citocinas Sindrome Metabdlica Valor de p*
Ausente Presente
Mediana  IC 95% Mediana IC 95%
IL-1B 0.54 0.48-0.63 0.53 0.35-0.66 0,323
IL-6 0.51 0.46-0.62 0.42 0.29-0.65 0,277
IL-10 4.12 3.66-4.65 3.98 2.98-4.88 0,288
TNF-a 1.75 1.35-2.11 1.96 1.38-2.40 0,911

Os dados sdo apresentados em mediana e intervalo de confianga (IC 95%)

IL, Interleucinas; TNF, Fator de necrose tumoral

* Diferenga significativa entre os grupos (p< 0.05; Teste de Kruskal-Wallis).



Tabela 5. Associagdo entre a expressdo do TRL-2 com a producido de citocinas nas 311

mulheres na pds-menopausa.

TRL-2 ndo expresso (n=201) TRL-2 expresso (n=101)

Citocina Mediana Minimo Mdéximo Mediana Minimo Maéximo p*

IL-1B 0,48 0,03 7,32 0,51 0,01 7,15 0,666
IL-6 0,47 0,14 4,91 0,62 0,13 5,34 0,044
TNF-o 1,52 0,00 16,41 1,91 0,02 33,60 0,048
IL-10 3,59 1,41 32,56 4,61 1,34 95,65 0,132

IL, Interleucinas; TNF, Fator de necrose tumoral (pg/mL); TLR, TollLike Receptor.
* Diferenca significativa entre os grupos (p< 0.05; Teste de Mann-Whitney para amostras

independentes).



Tabela 6— Correlacdo (r) entre as citocinas e os marcadores da sindrome metabdlica nas

311 mulheres na pés-menopausa.

Citocinas
Cintura PA Glicose HDL TG
>88cm =135/85 mmHg =100 mg/dL <50 mg/dL. = 150 mg/dL
IL-1B -0,05 -0,08 -0,02 -0,06 0,01
(0,435) (0,220) (0,713) (0,374) (0,886)
IL-6 -0,08 0,12 0,11 -0,02 0,02
(0,155) (0,036%) (0,047%) (0,741) (0,746)
TNF-a 0,07 -0,03 -0,04 0,07 -0,07
(0,253) (0,548) (0,487) (0,223) (0,240)
IL-10 -0,07 -0,12 -0,09 -0,02 0,02
(0,190) (0,035%) (0,108) (0,670) (0,746)

Dados apresentados pelo valor de r e valor de p entre parénteses.
PA, pressdo arterial, HDL, lipoproteina de alta densidade, TG, triglicerideos; IL,
Interleucinas; TNF, Fator de necrose tumoral.

* p<0,05 (Correlagdo de Spearman)



Discussao

No presente estudo, a expressio do TRL-2 associou-se com aumento de
citocinas pro-inflamtérias, IL-6 e TNF-a, que apresentaram correlacdo positiva com a
pressdo arterial e a glicemia, bio-marcadores da SM. A expressdo de TLR parece ser o
precursor inicial para ativagdo de mediadores inflamatdrios, como as citocinas em
mulheres na pds-menopausa, desencadeando uma resposta inflamatéria. O inicio da
inflamacdo ocorre pela ativacdo de receptores celulares (43). Estes receptores estdo bem
descritos quanto a sua associagdo com risco de DAC, principalmente os receptores Toll-
like (10, 26, 29).

Estudos em modelos animais demonstraram que ambos receptores, TLR-2 e
TLR-4, estao relacionados com a aterosclerose, a resisténcia a insulina e diabetes (2, 28,
44, 45), caracteristicas presentes na SM. Quando analisado uma subpopulacio celular
(mondcitos) foi observado aumento da expressdo de TLR2 e TLR4 em pacientes com
angina e sindrome corondria aguda (46, 47). No presente estudo observou-se em sangue
periférico, maior nimero de mulheres que ndo expressavam os receptores 7oll-Like.
Entretanto, denotou-se associacdo significativa entre TRL-2 expresso com a produgdo
de citocinas IL-6 e TNFa, demonstrando que mulheres que expressavam mais o TLR-2
produziram maior quantidade de citocinas pro-inflamatérias. Em relagdo ao TRL-4 ndo
foi observada nenhuma associacdo com a producao de citocinas.

Em concordancia com os resultados do presente estudo, dados da literatura
indicam que a ativacdo de TLR-2 tem papel central na regulacdo da inflamacgao
vascular, sugerindo que induz aumento na produgdo de citocinas pro-inflamatdrias
(TNF-a, IL-1B, e IL-6) (16). Os TLRs uma vez ativados regulam positivamente ou

negativamente a indugdo de citocinas pré-inflamatorias e burst oxidativo, em especial



TLR-2 e TLR-4 (2, 30). Contudo ndo ha dados especificos em mulheres na pds-
menopausa com ou sem SM, para compararmos nossos resultados.

A SM ¢ definida por um conjunto de fatores de risco que incluem obesidade
abdominal, dislipidemia, hipertensdo arterial e disglicemia (1). A SM tem elevada
prevaléncia na pds-menopausa e confere risco aumentado para a DCV e diabetes (40,
48). Enquanto a SM € considerada um estado pré-inflamatorio, hd poucos dados sobre a
inflamacao celular nesse grupo de pacientes. E pouco se sabe sobre a via de sinaliza¢do
da inflamacdo em mulheres na pos-menopausa. Em 2012, Jialal et al. examinaram a
expressao do TRL2 e TRL-4 em 81 pacientes com ou sem SM, de ambos 0s sexos com
idade entre 21 a 71 anos. Os autores constataram aumento da atividade de expressdo dos
receptores celulares em pacientes com SM, associados com HOMA-IR e marcadores
inflamatorios como IL-6, IL-1, e IL-8, o que poderia contribuir para o aumento do risco
de diabetes e DCV em pacientes com SM (40).

Ghanim et al., analisando 16 pacientes obesos comparados com controles,
demonstraram estado pré-inflamatério na obesidade com aumento da atividade do fator
nuclear kappa B (NF-kB) e nos valores de IL-6 e TNF-a (49). Esses dados reforcam a
via de sinalizacdo de citocinas, uma vez que a ativagdo dos TLRs induz a via de
sinalizagdo por NF-kB para a transcri¢do de genes envolvidos na produgdo de citocinas
(50-52). Na presente pesquisa ndo foi demonstrada diferencas na expressao de TRL-2 e
TRL-4 e na producdo de citocinas entre mulheres com ou sem SM. Esse fato pode
decorrer da baixa ocorréncia de SM (27,6%) na populacdo estudada, composta de
mulheres sauddveis, com mediana de idade de 54 anos e cinco anos de pds-menopausa,
e apenas 37,6% obesas. Embora exista grande quantidade de dados sobre inflamacao e

obesidade, fendtipo presente na SM, nem todos os pacientes com obesidade tém risco



metabdlico elevado; 31,7% das pessoas obesas apresentam fendtipo metabdlico de
baixo risco (53).

O estudo Woman On the Move through Activity and Nutrition (WOMAN) tratou
de ensaio clinico randomizado que investigou a variacdo laboratorial de painel de
citocinas e suas relacoes com fatores de risco para a DAC em 290 mulheres norte-
americanas na pds-menopausa com excesso de peso. A maioria das citocinas foram
detectdveis nas amostras, mas com grande variagdo bioldgica individual. Os tradicionais
fatores de risco para DAC, como idade, dislipidemia, circunferéncia da cintura e RI
estiveram associados com valores de IL-1, IL-6 e TNF-a.. A perda de peso foi associada
a diminui¢dodos valores de IL-1, IL-6 e PCR. Para os autores, existe grande e
inexplicada variabilidade nos valores de citocinas, provavelmente devido a associacdes
genética-ambientais (54).

Nesta pesquisa demonstrou-se fraca correlagdo entre a IL-6, importante citocina
pré-inflamatéria com a elevagdo da pressao arterial (r=0,12) e a hiperglicemia (r=0,11),
bio-marcadores da SM. Esses dados estdo em concordancia com estudos prévios (55).
Estudo que comparou 82 mulheres, divididas em dois grupos, mulheres em idade fértil
(n=34) e mulheres na pds-menopausa (n=48), observou que ndao houve diferenca
significativa entre IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12 e IFN-y. Entretanto, a IL-6, TNF-a e
IL-18 foram significativamente maiores em mulheres na pds-menopausa,
principalmente aquelas com componentes para a SM (55). Em estudo de caso-controle,
pesquisadores investigando a relagdo entre citocinas e hipertensdo arterial em 800
mulheres hipertensas e 800 controles pareados, verificaram associacdo entre os valores
de IL-6 com hipertensdo, que ndo se manteve ap0Os ajuste para medidas de adiposidade
(IMC e CC) (56). Em outro estudo ndo foi demonstrada diferencas nos valores de

citocinas entre as mulheres na pos-menopausa com ou sem SM. No entanto, aquelas



com obesidade abdominal e hipertensdo exibiram um aumento significativo dos valores
de IL-6, independentemente da SM (57). Contudo, novos estudos com o grupo
especifico de mulheres na pds-menopausa para avaliar a associagdo de TLRs e citocinas
influenciando nos marcadores de risco para SM, sdo importantes, uma vez que a
literatura ainda € controversa.

Os dados desta pesquisa podem ser limitados, por tratar-se de estudo de corte
transversal com amostragem de mulheres atendidas em Ambulatério Especializado de
Assisténcia ao Climatério. Neste estudo 78,9% das mulheres avaliadas estava abaixo
dos 60 anos de idade, caracteristica da populacio de mulheres com sintomas
climatéricos que procuram nosso atendimento. Contudo, essa populacdo estudada é
inédita na literatura, uma vez que, os trabalhos citados neste estudo ndo avaliaram

mulheres na pds-menopausa.

Conclusao

No presente estudo, em mulheres na pds-menopausa, a expressao do TRL-2
associou-se com aumento de citocinas pré-inflamatérias, IL-6 e TNF-a, correlacionadas
com a elevacdo da pressdo arterial e hiperglicemia, bio-marcadores da sindrome
metabolica. A expressio de TLR parece ser precursor inicial para ativagdo de
mediadores inflamatdrios, como as citocinas em mulheres na pds-menopausa,
desencadeando uma resposta inflamatdria correlacionada com os fatores para sindrome

metabodlica como hipertensdo e diabetes.
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3. Anexos

3.1. Anexo | — Aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMB.
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3.2. Anexo II- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Vocé estd sendo convidada a participar do estudo “Avaliagdo dos Marcadores Precoces
da Doenca Cardiovascular em Mulheres na Pds-Menopausa” que serad realizado sob a
responsabilidade da Dra. Eliana Aguiar Petri Nahas e do biomédico Claudio Lera Orsatti. O
objetivo da pesquisa sera verificar os riscos de desenvolver doencas do coracdo em mulheres
na pdés-menopausa por meio da avaliacdo de indicadores no sangue e pelo ultrassom das
artérias carétidas (“do pescogo”). Sua participagdo serd responder um questiondrio, com
duracdo de 10 minutos, e passar por uma avaliacdo clinica com medidas de pressdo arterial,
peso, altura e medida da cintura. No dia da consulta serdo coletados 20 ml de sangue para
dosagens de alguns exames, assim como serd agendado um exame de ultrassom das artérias
de seu pescogo, com durag¢do de 15 minutos. Suas respostas sdao confidencias e apenas dados
coletivos serdo divulgados nas publicacdes em revistas cientificas, sem identificacdo da sua
pessoa. Os pesquisadores responsdveis estardao disponiveis para responder a quaisquer
perguntas. Sua participacdo é voluntdria e vocé tem o direito de receber informagdes
adicionais sobre o estudo. Vocé pode retirar-se deste estudo, sem prejuizos de cuidados
médicos. Caso ndo se sinta satisfeita pode entrar em contato com o médico responsavel pela

pesquisa ou com o Comité de Etica em Pesquisa pelo telefone 14-38801608.

sido informada, concordo em participar do estudo. Declaro ter lido e compreendido este
consentimento, na qual me informaram os dados importantes sobre este estudo. Foi me
oferecida ampla oportunidade de fazer perguntas e recebi respostas que me satisfizeram
totalmente. Estou ciente de que este consentimento serd produzido em duas vias de igual

teor, de forma que uma serd entregue a mim e outra serd arquivada pelo pesquisador.

Botucatu, / /

Assinatura da Participante Assinatura do Pesquisador

Eliana A. P. Nahas- e-mail:epetri@fmb.unesp.br

Rua Prefeito Tonico de Barros, 694- Botucatu - SP — Fone: (14) 38801377



3.3. Anexo lllI- Escore de Risco de Framinghan (ERF) para mulheres.

Idade pontos | Colesterol Total Pontos
20-34 -7 mg/dl Idades 20-39 40-49 50-59 60-69 70-79
35-39 -3 <160 0 0 0 0 0
30-44 0 160-199 4 3 2 1 1
45-49 3 200-239 8 6 4 2 1
50-54 6 240-279 11 8 5 3 2
55-59 8 >=280 13 10 7 4 2
60-64 10 Tabagismo Pontos
65-69 12 Idades  20-39  40-49 50-59 60-69 70-79
70-74 14 Nao 0 0 0 0 0
75-79 16 Fumente 9 7 4 2 1
HDL pontos PA sistolica Pontos
mg/dl mmHg Ndo tratada Tratada
<120 0 0
>=60 -1 120-199 1 3
50-59 0 130-139 2 4
40-49 1 140-159 3 5
<40 2 >=160 4 6

Total de pontos mulheres

Risco absoluto DAC em 10 anos

<9

<1%

9

1%

10

1%

11

1%

12

1%

13

2%

14

2%

15

3%

16

4%

17

5%

18

6%

19

8%

20

11%

21

14%

22

17%

23

22%

24

24%

>=25

>=30%




