AVA
AVAVAY

unesp

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

CAROLINE MORAES PEREIRA

AVALIAGCAO DO MARCADOR DE DISFUNGAO ENDOTELIAL VCAM-1 EM
INDIVIDUOS SADIOS ADEPTOS A DIETA VEGETARIANA E ONIVORA

BOTUCATU
2020



CAROLINE MORAES PEREIRA

AVALIAGAO DO MARCADOR DE DISFUNGAO ENDOTELIAL VCAM-1 EM
INDIVIDUOS SADIOS ADEPTOS A DIETA VEGETARIANA E ONiVORA

BOTUCATU
2020

Monografia apresentada como
requisito parcial a obtencao do titulo
de Bacharel em Ciéncias
Biomédicas, sob orientacdo da
Professora Doutora Valéria Cristina

Sandrim.



CAROLINE MORAES PEREIRA

AVALIAGAO DO MARCADOR DE DISFUNGAO ENDOTELIAL VCAM-1 EM
INDIVIDUOS SADIOS ADEPTOS A DIETA VEGETARIANA E ONiVORA

BOTUCATU
2020



FICHE CATALOGRAFICA ELABORAOA FELA SECED TEC. AQUIS. TRATAMENTO DR INFORM.
DINIZAD TECHICA DE BIBLIOTECA E DOCOMENTACAO - CRMPUS DE BOTOCATD - UMESE
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA AFRRECIDE LOBO—CRE &/7500

Pareira, Caroline Maorass.

Avaliazic do marcador de disfungic endotelial VCAM-1 e=
individuos sadics adeptos As distas vagetariana & anivara
f Cargline Morass Pereira. - Botucatu, 2022

Trabalhe de conclusdo de curso (bachareladso - Cidncias
Bigmédicas) - Universidade Estadual Paulista "Jolia de
Me=gquita Filho", Institute de= Biociéncias de Botucatn

Orimpntador: Valéria Cristina Sandrim

Capes: 21000000

1. Aterpsclerose, 2. Bicmarcadores. 3. Dieta
vegetariana. 4. Endotélia.

Palavras-chave: Aterpsclerpse; Biomarcador; Dieta
vegetariana; Disfuncdo endotelial .




AGRADECIMENTOS
Agradeco ao Instituto de Biociéncias, ao Departamento de Farmacologia e ao

Laboratério pela oportunidade de desenvolver uma pesquisa partilhando do espaco
e de companhia incriveis, em especial a Carolina, que sempre acolheu minhas
duvidas com carinho e atencdo. E a minha orientadora Profa. Dra. Valéria Cristina

Sandrim, que me ensinou para além da ciéncia.

As minhas companheiras de vida, Giulia e Luiza, que junto comigo construiram um
segundo ninho que permitisse meu primeiro v6o. Estar solo & lindo mas né&o se

compara a companhia de voceés.

A todos os amigos que cultivei em Botucatu, nossas lembrancas nunca serdo
esquecidas. Ao Sandro, que apesar dos mil e tantos quildbmetros que nos separam,

manteve o0 coragao quente e perto.
A toda minha familia, pelo suporte e cuidado, em especial & minha mae, que por
vezes foi forte e corajosa por nés duas juntas. Vocé me ensinou que o divino tem

rosto de mulher.

E a todas as versdes de mim mesma que fui até aqui.



RESUMO
Pesquisas indicam um melhor perfil cardiometabdlico em individuos adeptos a dieta
vegetariana quando comparados aos onivoros. Entretanto, os mecanismos
moleculares da influéncia da dieta ainda nido estdo esclarecidos. Postula-se que
uma das vias dessa interacdo possa estar relacionada a produgdo de alguns
biomarcadores endoteliais envolvidos no processo aterosclerético. Nesse contexto,
as moléculas de adesao podem interferir no desenvolvimento da placa aterogénica e
sua producao pode estar relacionada as caracteristicas qualitativas e quantitativas
da dieta. O presente trabalho buscou realizar um screening Luminex Magpix Assay
para eleicdo de possiveis biomarcadores de risco cardiovascular entre homens
sadios vegetarianos e onivoros. Além de quantificar e comparar os niveis
plasmaticos da proteina 1 de adeséao celular vascular (VCAM-1, do inglés vascular
cell adhesion protein 1) de 44 vegetarianos e 44 onivoros, aparentemente sadios,
reunidos no estudo CARVOS (Carotid atherosclerosis and arterial stiffness in
vegetarians and omnivorous subjects), realizado pelo Instituto do Coragéo (InCor)
em Sao Paulo, Brasil, para determinagao de um padrao aumentado ou diminuido de
acordo com o perfil dietético do individuo e ainda correlacionar aos parametros
clinicos IMT e de velocidade de onda de pulso (VOP), do perfil lipidico e da hsPCR
(high sensitivty protein C reactive). Todavia, a distribuicdo das concentragdes fora
similar entre os grupos, o que pode ser explicado pelo perfil da populagao

selecionada.

Palavras-chave: VCAM, vegetarianismo, plant-based, aterosclerose, moléculas de

adesdo



ABSTRACT
Researches indicate a better cardiometabolic profile in individuals adhering to the

vegetarian diet when compared to omnivores. However, the molecular mechanisms
of dietary influence are still unclear. It's postulated that one of the pathways of this
interaction may be related to the production of some endothelial biomarkers involved
in the atherosclerotic process. In this context, adhesion molecules can interfere with
the development of atherogenic plague and their production may be related to the
qualitative and quantitative characteristics of the diet. The present study sought to
conduct a Luminex Magpix Assay screening to select possible biomarkers of
cardiovascular risk among healthy vegetarian and omnivorous men. In addition to
quantifying and comparing plasma levels of vascular cell adhesion protein 1
(VCAM-1), 44 vegetarians and 44 omnivores, apparently healthy, gathered in the
study CARVOS (Carotid atherosclerosis and arterial stiffness in vegetarians and
omnivorous subjects), carried out by Instituto do Coragédo (InCor) in Sdo Paulo,
Brazil, to determine an increased or decreased pattern according to the individual's
dietary profile and also correlate with clinical IMT parameters and pulse wave velocity
(VOP), lipid profile and hsPCR (high sensitivty protein C reactive). However, the
distribution of concentrations was similar between groups, which can be explained by

the profile of the selected population.

Keywords: VCAM, vegetarianism, plant-based, atherosclerosis, adhesion

molecules;
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O processo aterosclerdtico, condigdo em que ocorre o acumulo de gordura nas
paredes vasculares, frequentemente se desenvolve sem manifestagdes clinicas, de
forma que s6 é detectado mediante um evento cardiovascular maior. Os estudos de
Framingham, Multiple Risk Factor Intervention Trial (MRFIT) e PROCAM, em 1948,
1973 e 2002 respectivamente, demonstraram fatores de risco independentes para
progressdo da aterosclerose. Também encontraram correlagées nas dislipidemias,
tabagismo, hipertensdo arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus (DM). Além
desses, foram descritos fatores predisponentes como obesidade, sedentarismo,
etnia e historico precoce de Doenga Isquémica Cardiaca (DIC), e fatores
condicionais, como triglicérides, LDL pequeno e denso, fibrinogénio, lipoproteina(a)
e homocisteina (CERVATO, AM et al, 1997) (Mustad, VA, Kris-Etherton, PM, 2001).

Em estudos recentes, tém sido relatados que os habitos alimentares tém importante
efeito modulador sobre as doengas cardiovasculares. Delgado & Cano (1996),
observaram tal associagao na caracterizagdo de grupos com dietas diferentes e seu
perfil cardiometabdlico. Dentre os principais padrdes dietéticos ja estudados, a
comparacgao entre individuos com consumo frequente de produtos de origem animal
e individuos com exclusdo total ou parcial desses produtos e maior consumo
daqueles de origem vegetal demonstrou resultados positivos para o grupo

vegetariano quanto a cardioprotegao (Tong et al, 2019) .

Sendo assim, a composigao percentual dos alimentos de origem animal na dieta
parece estar correlacionado com as doencgas cardiovasculares. Tong et al (2019)
mostraram que o consumo rotineiro de carne e produtos lacteos, caracteristico da
dieta ocidental, esta relacionado ao aumento do colesterol sérico. Por outro lado, o
vegetarianismo apresenta-se como uma dieta rica em vegetais, graos, legumes e
leguminosas e baixo consumo das chamadas “calorias vazias” e gordura saturada.
Estudos demonstraram uma incidéncia 16% menor de doenga cardiovascular, um
risco 32% menor de mortalidade cardiovascular € um risco 25% menor de

mortalidade por todas as causas as dietas da categoria “Plant-Based” (HYNKU, K et



al, 2019), que abrangem habitos alimentares que, de fato, baseiam-se no consumo

de vegetais.

Ainda que a constituicdo quantitativa do percentual de gordura na composi¢cao
dietética demonstre influéncia sobre o perfil cardiometabdlico, a constituicao
qualitativa apresenta maior destaque nesse sentido. Isso porque, mediante a
substituicdo da gordura saturada pela insaturada, observa-se a redugao dos niveis
séricos de lipidios e colesterol maior do que a observada quando a saturada é
restrita (DEWAILLY, E et al, 2001; DJOSSE, L et al., 2001).

O potencial modulatério da dieta sobre coeficientes predisponentes ou protetores de
doengas crbnicas e agudas tem sido estudado nos ultimos anos (LA, DAVID et al,
2014; TURNBAUGH, PJ et al, 2009). Essa possivel protecao conferida pela
prevencao dietética €, no entanto, plastica, podendo ser revertida pouco tempo apds
a adogao de uma dieta caracterizada pelo pobre consumo de leguminosas e rica em

calorias e gordura saturada (Oliveira SP, Tahin QS & Cavalcanti TC, 1991).

O estabelecimento de uma relagédo entre caracteristicas qualitativas e quantitativas
da dieta e ocorréncia de enfermidades crdnicas nao-transmissiveis permite a
definicdo de estratégias nutricionais de prevengao e tratamento. Tendo em vista que
modificagdes na quantidade e qualidade da composicao lipidica da dieta promovem
alteragdes nos niveis plasmaticos de colesterol (FORNES NS, et al, 2000; GUEDES
DP, GUEDES JERP, 2001). A dietoterapia pode ser utilizada como estratégia na
prevencgao primaria (doenga nao estabelecida), secundaria (apresentagéo de fatores

de risco) e terciaria (manejo da doenga diagnosticada).

Conforme supracitado, segundo a literatura vigente, evidéncias apontam que
individuos que adotam uma dieta vegetariana apresentam um melhor perfil
cardiometabdlico, com riscos de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares
inferiores quando comparados aos onivoros, incluindo aterosclerose (KM, Lara et al,
2019). Os mecanismos moleculares do impacto de diferentes perfis dietéticos nao

estdo completamente elucidados. Entretanto, especula-se que o comportamento



alimentar pode afetar a producéo de alguns biomarcadores endoteliais envolvidos no
processo aterosclerético (YOKOYAMA, Y et al, 2014). Essa hipotese deve-se a
determinante funcdo exercida pelo endotélio no controle da homeostase vascular,
regulando sinais intracelulares, permeabilidade, ténus, cascata de coagulagao,

agregacao de leucdcitos, entre outras.

Para executar esse controle, o endotélio sintetiza substancias de atuagao paracrina
e autdcrina. A vista disso, temos um rol de classes de proteinas que podem ser
listadas como de importante destaque na apresentacdo dos diferentes perfis
cardiovasculares. Nos casos de agressao a parede vascular, a resposta inflamatéria
desencadeada envolve disfuncao das células endoteliais e recrutamento de diversos
outros tipos celulares como linfécitos, mondcitos, plaquetas e células musculares
lisas. Esse processo pode culminar no enrijecimento da parede vascular e possivel

formagao da placa aterosclerdtica. (Laurent, S. et al, 1979)

A aterosclerose afeta principalmente as camadas internas e médias de pequenas
artérias. Inicia-se com a ativagao da cascata de adesao celular, levando ao aumento
na expressao e liberacdo dessas moléculas, desencadeado pelo estimulo de
citocinas pro-inflamatdrias, lipopolissacarideos bacterianos ou de lipoproteinas de
baixa densidade oxidadas (LDL-ox) (Lopez-Garcia, E. et al; Zapolska-Downar et al.).
Esse processo é protagonizado pelas selectinas, integrinas e membros da
superfamilia de imunoglobulinas como as moléculas de adesdo intercelular 1
(ICAM-1) e a molécula de adesao vascular 1 (VCAM-1). Essas moléculas
transmigram pelas jungdes endoteliais e permitem que a ligagado célula-célula ou
célula-matriz extracelular culmine na deposicao de células espumosas no espaco
subendotelial e consequente aumento da espessura do vaso ou completa obstrugao
do lumen. (Watanabe, T. , Fan, J, 1998)

As selectinas promovem a retencao inicial dos leucdcitos, que é intensificada frente
a maior oferta de citocinas pro-inflamatorias e desencadeiam a agao das integrinas,
receptores celulares presentes em células leucocitarias e responsaveis por mediar a

formacdo dos primeiros aglomerados celulares. Esses receptores ligam-se a



proteinas de ades&o, como ICAM-1 e VCAM-1. O receptor para VCAM-1 é
predominantemente expresso em mondcitos e linfocitos, caracteristica que poderia
influenciar seu papel no desenvolvimento da placa aterogénica (LANGER, H. F.,
CHAVAKIS, T, 2009).

O processo inflamatério envolve ainda uma reducdo da biodisponibilidade de
vasodilatadores, como o 6xido nitrico (do inglés Nitric Oxide, NO), e aumento de
vasoconstritores. Uma vez que o comportamento da camada muscular do vaso é
determinado pelas substancias produzidas por seu endotélio, tamanho desequilibrio
prejudica a vasodilatacdo dependente, agravando o quadro clinico (Sampaio, S A et
al, 2017).

As células recrutadas durante o desenvolvimento do processo inflamatério vascular
podem atuar secretando citocinas pré-inflamatérias que podem, nos hepatdcitos,
adipdcitos e em células da musculatura lisa vascular, induzir a produgao de proteina
C reativa ou PCR, um marcador ndo especifico de inflamagdo. As citocinas
secretadas sao ainda responsaveis pelo aumento da expressdao de moléculas de
adesao supracitadas, proteina quimiotatica de mondcitos do tipo 1 (MCP-1),
endotelina e inibidor do ativador de plasminogénio (PAIl), além de reduzir a
biodisponibilidade de NO e induzir a diferenciagdo dos mondcitos em macrofagos
(Sampaio, S Aetal, 2017).



Figura 1 - Luz vascular de um vaso com aterosclerose apresentando a placa de gordura,
macrdéfagos, lipideos circulante e células espumosas.

O que acontece, entdo, é que essas citocinas liberadas atraem mondcitos, que
fagocitam o LDL oxidado, resultante do maior montante de gordura ingerida
cronicamente (Ley, K, Huo, Y, 2001). A fagocitose resulta no acumulo progressivo de
lipidio dentro da célula e, consequentemente, acumulo dessas células na camada
intima do vaso, formando a leséo inicial (Figura 1). Os mondcitos nessa situagao
sdo chamados de células espumosas (foam cells) e sdo elas as responsaveis por
constituir a placa aterosclerdtica. O acumulo de LDL-ox passa a ser também
extracelular, formando “pools” de lipideos na camada muscular elastica, deslocando

continuamente a intima e diminuindo a luz vascular.
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Figura 2 - Evolugéo da placa aterosclerética.

A camada média também apresenta alteracbes adaptativas como hiperplasia e
hipertrofia celular, crescendo células em numero e tamanho para sustentar o
ateroma. Com a evolucédo da placa (Figura 2), esse acumulo extracelular de gordura
passa a ser também composto por células necrosadas, colageno e depdsitos de
célcio, evoluindo a lesao para o estagio de fibroateroma. Observa-se a formagéao de
capilares provenientes da camada adventicia e que permitem micro vazamentos de
sangue, atraindo plaquetas e trombdcitos, iniciando o possivel processo de
trombose (Stary HC, Chandler AB, Glagov S et al, 1999; Stary HC, Chandler AB,
Dinsmore RE et al, 1994).
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Figura 3 - Evolucdo das lesOes ateroscleréticas e manifestagdes clinicas (Stary HC, 1999).

Os leucécitos podem ainda contribuir para a evolugédo da placa com o aumento da
expressado de gelatinases como a MMP-9 e MMP-2, enzimas responsaveis pela
clivagem de componentes de matriz extracelular e secretadas pelos macréfagos
durante o processo inflamatorio, progressivamente degradam os componentes
colagenosos da capsula fibrosa que envolve a placa, comprometendo sua

estabilidade e a integridade da membrana basal do endotélio.

Entendendo a fisiopatologia da aterosclerose, descrita acima e ilustrada nas Figuras
1, 2 e 3, é possivel compreender o decorrer do processo de evolugdo da placa de
maneira clinicamente silenciosa. No entanto, observando as vias de evolugao,
podemos elencar marcadores e moléculas como agentes ativos que podem

contribuir para um diagndstico prévio a manifestagao clinica.

No rastreamento de Doenga Coronariana subclinica, estratificamos o risco
coronariano de acordo com a analise conjunta das caracteristicas do paciente. O
Escore de Risco de Framingham é utilizado para definir a gravidade do risco e
analisa fatores agravantes de risco (Assmann G, Cullen P, Schulte H, 2002). Além

disso, agrega-se testes bioquimicos e busca de marcadores como a Proteina C



reativa (PCR), Escore de Calcio e Angiotomografia Coronariana, Espessamento
Mediointimal (EMI) ou IMT do inglés intima-media thickness, Hiper-homocisteinemia,
Lipoproteina A — LP (a) (Ferreirés ER, Boissonet CP, Pizzaro R et a, 1999I; Conroy
RM, Pyoérala K, Fitzgerald AP et al, 2003; Wilson PW, D’Agostino RB, Levy D et al,
1998).

Um dos maiores estudos de corte ja realizado envolveu 89.000 adventistas
vegetarianos comparados aos semi vegetarianos e onivoros e demonstrou a
diminui¢cao progressiva da incidéncia de hipertenséo, obesidade e diabetes conforme
o maior consumo de alimentos de origem vegetal (Le, L. & Sabaté, J, 2014). De
acordo com esses achados, outros estudos demonstraram um menor indice de
massa corporal (IMC), colesterol da lipoproteina de baixa densidade (c-LDL),
colesterol da lipoproteina de alta densidade (c-HDL). (Navarro, J. A. et al., 2019,
Wang, F. et al, 2015). Além de uma melhor resposta a dilatagdo vascular (Lin, C. L.,
Fang, T. C. & Gueng, M. K, 2001), menor velocidade de onda de pulso (VOP) e
espessura intima-média da carétida (c-IMT, do inglés carotid intima-media

thickness), outros marcadores de fungao vascular. (Acosta-Navarro, J. et al, 2017)

Assim sendo, pesquisas anteriores indicaram um melhor perfil cardiometabdlico
encontrado em individuos adeptos a dieta vegetariana quando comparados aos
onivoros (KM, Lara et al, 2019; APPLEBY, N P et al, 2016; Kahleova, H., Levin, S. &
Barnard, 2018). Com suporte em tais estudos e tendo em vista a aparente
modulagao dietética sobre o desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
esperamos encontrar indicios dessas diferencas entre os perfis dietéticos

apresentados através da analise de biomarcadores e parametros clinicos.

A fim de elencar os potenciais marcadores para aterosclerose em nosso trabalho
utilizamos o ensaio Screening Luminex Magpix, que permite a avaliagdo da
concentracdo de um vasto rol de substancias. Neste trabalho foi analisado, dois
principais grupos de analitos: moléculas de adesao como P-Selectina, sVCAM-1 e
sICAM-1, e adipocinas, como Adiponectina, Resistina, Adipsina e o Inibidor 1 do

ativador do plasminogénio (do inglés plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1).



O teste screening consiste em um rastreamento para deteccdo de analitos de
interesse em amostras biolégicas, sendo aplicado em pesquisas e diagndstico
clinico. Por meio do ensaio é possivel verificar a presenga e concentragdo dos
analitos acima selecionados, de forma que possibilite a caracterizacado do perfil mais
predisposto ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares. Essa caracterizacéo
€ possivel devido ao importante papel biolégico e patolégico desempenhado por
este conjunto de moléculas sobre a formacéo e estabilidade da placa aterogénica.
Tendo em vista a problematica levantada anteriormente a respeito do diagnostico
tardio da aterosclerose, é de grande valia o estudo de biomarcadores com agao

primaria e constitutiva sobre placa.

Entendendo os habitos alimentares como importante ferramenta na prevencgao e no
tratamento das doencas cardiovasculares, é importante elucidar os mecanismos
moleculares da dieta na prevencao e tratamento. Nesse sentido, o foco do presente
trabalho € o estudo da proteina de adeséo celular vascular-1 (VCAM-1) e sua
apresentacao sérica no plasma de individuos de grupos diferentes dietéticos e sua
relagdo com parametros clinicos e marcadores de fungdo vascular, de forma que
seja possivel analisar o efeito da dieta vegetariana sobre o desenvolvimento da
aterosclerose. A escolha deste biomarcador foi decorrente do primeiro passo deste

estudo no qual rastreamos todas as moléculas descritas acima.



OBJETIVO
Realizar o screening para identificagdo prévia de biomarcadores de risco

cardiovascular entre homens sadios vegetarianos e onivoros.

Quantificar e comparar os niveis plasmaticos de VCAM-1 entre vegetarianos e
onivoros aparentemente sadios para determinacdo de um padrao aumentado ou

diminuido de acordo com o perfil dietético do individuo,

Correlacionar estes niveis plasmaticos aos parametros clinicos IMT e de velocidade
de onda de pulso (VOP), além do perfil lipidico e hsPCR (high sensitivty protein C

reactive).

MATERIAIS E METODOS

- Grupo amostral e mensuracdes bioquimicas

O grupo amostral foi reunido em estudo intitulado CARVOS (Carotid atherosclerosis
and arterial stiffness in vegetarians and omnivorous subjects), realizado pelo Instituto
do Coracéo (InCor) em Sao Paulo, Brasil, com aceite do comité de ética local. Foram
recrutados 745 individuos entre julho de 2013 e janeiro de 2014 através de

interagdes sociais e internet.

A separacao dos grupos se deu de acordo com os padrdes dietéticos,
caracterizando vegetarianos e onivoros. O critério de inclusdo para o grupo
vegetariano foi a exclusao de todos os tipos de carne dos habitos alimentares por
pelo menos 4 anos, abrangendo as categorias ovo-lacto-vegetariano,
lacto-vegetariano e veganos. Por sua vez, o critério de inclusdo para o grupo dos
onivoros fora o consumo de qualquer tipo de carne em pelo menos 5 refeicdes em

uma semana.

Dos 745 voluntarios recrutados, 416 eram mulheres e foram excluidas pelo

dimorfismo sexual derivado dos efeitos hormonais nos parametros clinicos e



bioquimicos. Os critérios de exclusdo foram historico de diabetes, dislipidemia,
doenca cardiovascular ou cerebrovascular, hipertensdo ou administracédo de anti
hipertensivos e tabagismo. Por fim, outros 241 homens foram excluidos apos

aplicacao dos critérios de inclusao e exclusao dietéticos.

O grupo amostral trabalhado sera entdo, composto por individuos do género
masculino aparentemente sadios e que seguem critérios de inclusdo acima listados.
Esses individuos serdo divididos segundo seu padrdo dietético, conforme

supracitado, sendo 44 individuos onivoros e 44 individuos vegetarianos.

As amostras de sangue foram coletadas com tubos contendo
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) e, apdés 10-12h horas, imediatamente

centrifugados e armazenados a -80°C até seu uso.

- Screening Luminex Magpix Assay

Para analise prévia de potenciais biomarcadores para aterosclerose, selecionamos
16 amostras randomicamente a partir das 88 amostras da nossa populagcdo, 8 de
individuos vegetarianos e 8 de onivoros, para participar do teste Screening Luminex

Magpix.

A reagao consiste em um imunoensaio a base de esferas magnéticas, com a adigao
da amostra a uma mistura de beads codificadas por cor e pré-revestidas com
anticorpos de captura especificos para o analito. Esses anticorpos se ligam aos
analitos de interesse formando um conjunto que, por sua vez, sera alvo de
anticorpos de deteccdo Dbiotinilados especificos, formando um sanduiche

anticorpo-antigeno.

A estreptavidina conjugada com ficoeritrina (PE) €& adicionada e liga-se aos
anticorpos de detecgao biotinilados. As esferas sao entdo lidas pelo Luminex
MAGPIX® Analyzer, um instrumento de detecg¢ao baseado na captura das beads por

um ima, mantendo-as em uma monocamada, enquanto dois diodos emissores de luz



(LEDs) distintos espectralmente as iluminam. Assim, um LED identifica o analito
detectado e o segundo determina a magnitude do sinal derivado de PE.

- Mensuragéao da carotid intima-media thickness (IMT)

A analise das propriedades funcionais e anatdomicas da caroétida direita foi realizada
por um dispositivo ultrassom que atua como um sistema de rastreamento do eco na
parede vascular (Wall-Track System, PieMedical, Maastricht, Paises Baixos),

conforme descrito por Acosta-Navarro.

Todos os sujeitos foram submetidos ao ultrassom vascular convencional do modo B
da artéria carétida extracraniana. A artéria carétida comum foi obtida 2 cm abaixo da
bifurcagdo carotidea e foram realizadas as medidas de IMT e didmetro; variagéo
sistdlica-diastdlica da carétida batida a batida, o percentual dessa variacéo

sistolico-diastolica considerou a distensibilidade relativa.

- Mensuragéao da Velocidade da Onda de Pulso (VOP)

Os experimentos de mensuragao de VOP foram performados conforme descrito por
Acosta-Navarro, com o valor obtido da carétida comum e artéria femoral por um
tradutor sensivel de pressao. A distancia (D) entre os dois sitios € medida e a onda
calculada através da definigdo VOP=D/t onde (t) representa o tempo de transito do

pulso.

ESTATISTICA

O software utilizado para analise dos dados foi o Graph Prism 6.0. Para comparacao
entre os dois grupos, serao realizados t-testes. Os coeficientes de correlagdo de
Pearson e Spearman serdo utilizados para determinar a relagdo entre os niveis
plasmaticos de VCAM-1 em amostras e os parametros clinicos e bioquimicos para
dados com distribuicdo paramétrica e nao paramétrica, respectivamente. As
variaveis envolvidas no desenvolvimento de doencgas cardiovasculares como idade,
IMC, perfil lipidico e hsPCR foram incluidas como variaveis independentes na

analise de regressao linear multipla.



RESULTADOS

A partir de um vasto rol de substancias verificamos e comparamos 0s niveis
plasmaticos dos analitos de interesse nos dois grupos dietéticos. Para isso foram
analisado dois principais grupos de analitos, as moléculas de adesdo como
P-Selectina, sVCAM-1 e sICAM-1, e adipocinas, como Adiponectina, Resistina,
Adipsina e o PAI-1. Apos o rastreamento, observou-se uma distribuicdo similar de
concentracao quanto as adipocinas e P-selectina e ICAM-1. Porem uma diferenca

expressiva quanto a VCAM-1 (Figura 4).
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Figura 4. Relacdo da concentracdo de moléculas de adesdo presentes nas amostras dos subgrupos

de vegetarianos (Veg) e onivoros (Oni) analisadas pelo screening MagPix. Os valores estédo



expressos como média e erro padrdo. Foi encontrada diferenga estatistica significante entre os

grupos (p<0,05, Mann Whitney test, GraphPad Prism software).

Esse subgrupo amostral, utilizado para o ensaio de screening, tem seus parametros
clinicos demonstrados na Tabela 1. Para uma melhor caracterizagcao do perfil de
maior predisposi¢cdo ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares, optou-se por
investigar apresentacdo plasmatica dessa molécula de adesdo em um numero

amostral maior, analisando o restante do grupo.

Tabela 1 - Parametros clinicos do subgrupo amostral para screening. Os dados paramétricos
estdo apresentados na forma média + desvio padrdo e os nao paramétricos estdo apresentados
como mediana * desvio padrdo. Os dados que apresentaram diferencga significativa (p<0,05, Pearson
test) estao identificados pelo (*), os demais ndo apresentaram (p>0,05, T test). Abreviagbes: IMC
(indice de massa corporal), IMT (do inglés intima-media thickness), VOP (velocidade de onda de
pulso), PAD (pressao arterial diastdlica), PAS (pressao arterial sistolica), hsPCR (proteina C reativa),

ApoB (apoproteina B), HDL (do inglés high density lipoprotein), LDL (do inglés Low Density

Lipoprotein).
Vegetarianos (N=8) Onivoros (N=8)

Idade (anos) 45 007 00 A7 009 00
Peso (kg) 79 43212 90 (%) 72 235 96
IMC (kg/m2) 24 013 15 26 55%3 91
IMT (mm) 569 4062 70 628 60x136,60 (™
VOP (m/s) 7,220 64 (%) 7,23x0.93
PAD (mmHg) 82,36+13,86 79,6317 63
PAS (mmHg) 126 6014 47 126.00+£13.00
hsPCR (mg/dL) 3.97+6,02 1,868+2 06
ApoB (mg/L) 0,800 30 (™) 0,95+0.29
HDL (mg/dL) 49 637 37 45 1335 62
LDL (mg/dL) 100.50+29 98 126 60+44 52
Nao-HDL (mg/dL) 119+41 08 147 9+486 17

Para melhor entendimento respeito dos dados obtidos pelo screening e pelo Elisa,
foi analisado o grupo de 16 individuos anterior aos demais. A distribuigdo dos niveis

plasmaticos de VCAM-1 no plasma dos dois grupos encontram-se na Figura 5.
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Figura 5 - Comparacdo da concentragdo de VCAM-1 no plasma dos 8 vegetarianos e 8
onivoros selecionados para screening. Nao foi demonstrada diferencga estatistica significante
entre os grupos (p>0,05, Mann Whitney test, GraphPad Prism software).

Correlacionando dados e parametros clinicos da subamostra, encontramos que o
IMC demonstrou correlagdo positiva com a concentracdo de VCAM-1 em
vegetarianos (Figura 6A) e negativa para onivoros (Figura 6B). O IMT demonstrou
correlagcado negativa em ambos os grupos (Figura 7A e Figura 7B).
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Figura 6. Relacao entre IMC e concentragdo de VCAM-1 no plasma de vegetarianos e onivoros da
subamostra, respectivamente. A diferenca estatistica significante entre os grupos nédo foi
demonstrada entre onivoros (p>0,05, Spearman test) e vegetarianos (p>0,05, Pearson test).
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Figura 7. Relagdo entre IMT e concentragdo de VCAM-1 no plasma de vegetarianos (7A) e onivoros
(7B) da subamostra, respectivamente. A diferenca estatistica significante entre os grupos néao foi
demonstrada entre vegetarianos (p>0,05, Pearson test) mas foi entre onivoros (p<0,05, Spearman
test).

O VOP também demonstrou correlagao negativa com VCAM-1 plasmatica entre os
vegetarianos (Figura 8A), mas foi negativa entre os onivoros (Figura 8A). A
concentracdo de LDL, por sua vez, apresentou resultados divergentes entre os
grupos, com correlagdo positiva para vegetarianos (Figura 9A) e correlagao

negativa para onivoros (Figura 9B).
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Figura 8. Relagéo entre VOP e concentragdo de VCAM-1 no plasma de vegetarianos (8A) e onivoros
(8B) da subamostra, respectivamente. A diferenca estatistica significante entre vegetarianos e
onivoros nao foi demonstrada (Pearson test, p>0,05).
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Figura 9. Relagdo entre a concentracdao de LDL e concentragcdgo de VCAM-1 no plasma de
vegetarianos (9A) e onivoros (9B) da subamostra,
significante entre vegetarianos e onivoros nao foi demonstrada (Pearson test, p>0,05).

respectivamente. A diferenca estatistica

Por fim, a correlagdo de concentracao de proteina C reativa também divergiu, sendo

positiva para os vegetarianos (Figura 10A), mas ausente em onivoros (Figura 10B).
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10. Relagdo entre a concentragcado de proteina C reativa e concentracdo de VCAM-1 no
de vegetarianos (10A) e onivoros (10B) da subamostra, respectivamente. A diferenga
estatistica significante entre vegetarianos (Pearson test) e onivoros (Spearman test) nao foi
demonstrada (P>0,05).

A partir da analise prévia da subamostra, cujos resultados motivaram o presente

estudo, foi possivel analisar todo o grupo amostral. Para isso, caracterizamos

também nosso grupo amostral total, conforme ilustrado na Tabela 2. Assim,

observamos a distribuicdo desigual das caracteristicas que podem ser relacionadas

diretamente a saude cardiovascular como peso, pressao arterial diastolica e hsPCR

entre vegetarianos e onivoros .



Tabela 2 - Parametros clinicos do grupo amostral. Os dados paramétricos estdo apresentados na
forma média £ desvio padrdo e os nao paramétricos estdo apresentados como mediana * desvio
padrao. Nenhum dado apresentou diferenca significativa (p>0,05, Spearman test e Pearson test).
Abreviagdes: IMC (indice de massa corporal), IMT (do inglés intima-media thickness), VOP
(velocidade de onda de pulso), PAD (presséo arterial diastdlica), PAS (pressao arterial sistdlica),
hsPCR (proteina C reativa), ApoB (apoproteina B), HDL (do inglés high density lipoprotein), LDL (do

inglés Low Density Lipoprotein).

Vegetarianos (N=44) Onivoros (N=44)
Idade 45 27 77 45,50 +9 56
Peso (kg) 70,9429 52 82,37 +1501
IMC (kg/m2) 7324 21 67 715 +169 4
IMT {(mm) 99349373 648,68 +128 2
VOP (m/s) 71079 7.7 +0 876
PAD (mmHg) 74 50 +8 60 83,98 +10.45
PAS (mmHg) 1195 #1044 127 #1514
hsPCR (mg/dL}) 1,010 £3 21 1,205 +6 31
ApoB (mg/L) 0,88 0 28 1,01 £0 262
HDL (mg/dL) 47 59 +9 25 42 50 +11,64
LDL (mg/dL) 109 £33 20 128 5+32 38
Nio-HDL (mg/dL) 132 5 #4325 157 3 +36 63

ApoOs a caracterizagdo e mensuragao, comparamos os niveis de VCAM-1 no plasma
de onivoros e vegetarianos, da mesma forma que anteriormente feito para o
subgrupo amostral, encontrando uma distribuigdo similar entre os dois grupos
(Figura 11).
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Figura 11. Comparagao da concentracdo de VCAM-1 no plasma de vegetarianos e onivoros.
Nao foi demonstrada diferenca estatistica significante entre os grupos (p>0,05, Mann Whitney
test, GraphPad Prism software).

Foi possivel correlacionar os niveis de VCAM-1 e os parametros clinicos avaliados.
Conforme ilustrado nas Figuras 12A e Figura 12B, o IMC nao demonstrou
correlacdo com os niveis plasmaticos de VCAM-1, ainda que apresente diversidade
de valores maior em onivoros, com maior espalhamento dos dados, do que em
vegetarianos. Ja os niveis de LDL plasmaticos demonstraram correlagao positiva

para os vegetarianos (Figura 13A) e negativa para os onivoros (Figura 13B).
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Figura 12. Relagdo entre IMC e concentragdo de VCAM-1 no plasma de vegetarianos (12A) e
onivoros (12B), respectivamente. A diferenga estatistica significante entre vegetarianos e onivoros

nao foi demonstrada (p>0,05, Spearman test).

Relacdo entre a concentracao de LDL Relagdo entre a concentracgéo de LDL e de
e de VCAM-1 no plasma de vegetarianos VCAM-1 no plasma de onivoros
250 - |'S=0.1_?82 250+ r=-0,2286
° p=0.2528 p=0,1454
200
- - — 2004 .
< 150 o 3 ® 0’ %o o
E * o V% : S50 _* € o
= 100- 0.8 s o ° &°
L ]
- Jevo S 100 . -; ®e
50
L ] L J L ]
0 T T 1 50 T ! T 1
500 1000 1500 500 1000 1500
VCAM (ng/mL) VCAM (ng/mL)
A. B.

Figura 13. Relagéo entre a concentragdo de LDL e de VCAM-1 no plasma de vegetarianos (13A) e
onivoros (13B), respectivamente. A diferenga estatistica significante entre vegetarianos (Spearman
test) e onivoros (Pearson test) ndo foi demonstrada (P>0,05).

A concentracao de proteina C reativa demonstrou correlagéo positiva para ambos os
grupos (Figura 14A e Figura 14B), enquanto o IMT ndo demonstrou qualquer

correlacdo (Figura 15A e Figura 15B).
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Figura 14. Relagdo entre a concentragdo de proteina C reativa e de VCAM-1 no plasma de
vegetarianos (14A) e onivoros (14B), respectivamente. A diferenga estatistica significante entre
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vegetarianos e onivoros ndo foi demonstrada (Spearman test, P>0,05).
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Figura 15. Relagdo entre IMT e concentragdo de VCAM-1 no plasma de vegetarianos (15A) e
onivoros (15B), respectivamente. A diferenga estatistica significante entre vegetarianos (Pearson test)
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e onivoros (Spearman test) nao foi demonstrada (P>0,05).

Por fim, a VOP ndo apresentou correlagcdo com os niveis plasmaticos de VCAM-1
em vegetarianos (Figura 16A), mas demonstrou correlagao positiva em onivoros

(Figura 16B), o que poderia ser um indicio do comprometimento da elasticidade das

artérias dos sujeitos deste grupo
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Figura 16. Relacdo entre a concentragdo de VOP e concentracdo de VCAM-1 no plasma de
vegetarianos (16A) e onivoros (16B), respectivamente. A diferenga estatistica significante entre
vegetarianos e onivoros nao foi demonstrada (Pearson test, P>0,05).

DISCUSSAO

Conforme observado nos dados apresentados, a concentracdo de VCAM-1 se
mostrou semelhante em ambos os grupos. Essa distribuicdo pode ser justificada
pelo perfil da amostra, sendo composta por homens sadios, sem doengas cronicas
nao transmissiveis, com média de idade 46 anos.

Ainda assim, dentre os parametros clinicos analisados, o resultado da correlagéo de
VOP e a concentragdo da molécula de adesao se sobressaiu, com expressao bem
definida entre os grupos. Entre os vegetarianos, os dados ndo apresentaram
correlacdo, mas entre os onivoros a relagao foi positiva, permitindo concluir que o
aumento da concentragdgo de VCAM-1 poderia acompanhar um aumento na
velocidade da onda de pulso, podendo ser um indicio do comprometimento da
elasticidade das artérias dos sujeitos deste grupo. Esse resultado esta de acordo
com os da literatura, uma vez que uma maior rigidez arterial € associada a elevagao
do risco de eventos cardiovasculares (Ben-Shlomo Y, Spears M, Boustred C, et al,
2014; Kaess BM, Rong J, Larson MG, et al, 2012).

Importante ressaltar que a velocidade da onda de pulso aumentada causa um
aumento adicional na pressao diastolica pelo retorno precoce das ondas de pulso
refletidas da periferia tanto para a aorta ascendente quanto para o ventriculo
esquerdo (Pizzi, O et al.). Consequentemente, as pressdes aodrtica e ventricular
esquerda sdo aumentadas, levando a um maior consumo de oxigénio do miocardio e
promovendo o processo de hipertrofia ventricular esquerda.

Cavalcante et al (2018), demonstraram que correlacionando VCAM-1, ICAM-1,
E-selectina e MMP 9 circulantes e a extensdo de lesdes coronarianas, altas
concentracdes (>876 ng / mL) de VCAM-1 foram encontrada em todos os pacientes



com lesdes maiores, além de apresentarem um risco 9,81 vezes maior de
apresentar lesdes intermediarias. Acompanhando essa analise, no presente estudo
individuos com altas concentragcbes foram encontrados em proporgcao similar entre
os grupos. No entanto, a caracterizacdo de seus parametros clinicos difere,
permitindo caracterizar dois diferentes perfis. Entre os vegetarianos, o individuo
médio apresentou IMC de 23,12 kg/m2, IMT de 599,2 mm, concentragao de PCR 1,2
mg/dL e VOP de 7,11. Ja o individuo onivoro médio apresentou IMC de 30,46 kg/m2,
IMT de 654,2 mm, concentragcdo de PCR 14,82 mg/dL e VOP de 8,47. Logo, o perfil
do individuo onivoro com VCAM-1 >876 ng/ml é sobrepeso, estado inflamatorio
aumentado e maior rigidez arterial.

Como ja mencionado, pesquisas recentes levantaram a hipotese de que os habitos
nutricionais a base de plantas, como o vegetarianismo e o veganismo, podem
melhorar os processos inflamatérios e, consequentemente, diminuir os niveis
circulantes de biomarcadores inflamatérios, reduzindo o risco de doengas crbnicas
nessas populacdes. O estabelecimento de uma relagcdo entre caracteristicas
qualitativas e quantitativas da dieta e ocorréncia de enfermidades crbnicas
nao-transmissiveis permite a definicdo de estratégias nutricionais de prevencao e
tratamento.

Nesse sentido, Menzel, J. et al., 2020, em um estudo transversal investigando um
amplo espectro de biomarcadores inflamatérios de 36 veganos em comparacao a 36
onivoros, nao demonstrou diferengas significativas dos biomarcadores inflamatérios
adiponectina, ICAM-1, IL-18, IL-1 RA, omentina-1 ou resistina. Além disso, os
veganos de longa data (>4,8 anos) apresentaram uma tendéncia maior para niveis
mais baixos de hsCRP (0,50 mg/l (95%-CI 0,21-0,85) em comparagédo com veganos
que aderem a uma dieta vegana ha menos de 4,8 anos (0,85 mg/l (95%-CI
0,46-1,33), p=0,09).

Esse estudo apoia ainda a relagao entre IMC e a circunferéncia da cintura como
importantes fatores de influéncia no estado inflamatério. Individuos obesos
frequentemente sdo adeptos a dietas ricas em acidos graxos trans, um tipo especial
de gordura presente em gorduras parcialmente hidrogenadas, oOleos refinados,
carne, leite e derivados de animais ruminantes. Assim sendo, é coerente que
apresentem maior concentragao plasmatica de proteina C reativa, IL-6, E-selectina,
sICAM-1 e sVCAM-1 em comparacado aqueles individuos com reduzido consumo
desses acidos graxos, uma vez que os acidos graxos saturados podem atuar
ativando a via de sinalizagcdo do NF-kB, aumentando a expressao de citocinas
pré-inflamatérias (IL-6 e TNF-a) e, consequentemente, o estado inflamatério
(Bastos, H. M., Rogero, M. M., Aréas, J. A, 2009).



As equipes de Bullo M (2007) e Shah A (2008) demonstraram que a obesidade esta
diretamente relacionada a alteracbes das funcdes enddcrinas e metabdlicas no
tecido adiposo, aumentando a sintese de adipocinas, iINOS, proteina C reativa, o
fator de transformacédo do crescimento-beta (TGF-), a proteina quimiotatica para
mondcitos (MCP-1), ICAM, o angiotensinogénio, o PAI-1, o TNF-a, a interleucina-6
(IL-6) e a leptina. Diferentemente da menor expressdo no tecido adiposo de
individuos magros, dentro do espectro de IMC recomendado.

Isso posto, podemos considerar que o IMC

Cabe mencionar que os achados do screening, destoantes dos achados do ELISA,
podem ser justificados devido a maior sensibilidade do método Screening Magpix e
a aleatoriedade na escolha das amostras que seriam analisadas. Uma vez que o
método consiste em um imunoensaio a base de esferas magnéticas, com a adigao
da amostra a uma mistura de beads pré-revestidas com anticorpos de captura
especificos para o analito, a area disponivel para contato com o analito na amostra &
maior, aumentando a sensibilidade (Dunbar AS, Hoffmeyer MR, 2013).

Frente as limitacbes do estudo e entendendo os habitos alimentares como
importante ferramenta na investigacdo de doengas cardiovasculares, estudos
posteriores que explorem a VCAM-1 com maior profundidade em populagdes
maiores e de diferentes perfis se fazem necessarios. Sendo entdo possivel
determinar com maior precisao intervalos de classificacdo para biomarcadores com
acao primaria e constitutiva sobre placa.
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