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Resumo

Fundamento: Doencas cardiovasculares (DCV) sao uma das principais causas de mortalidade e morbidade em todo
o mundo. O envelhecimento biolégico tem sido associado a ocorréncia de resultados cardiovasculares. Entretanto, o
mecanismo subjacente desse processo ainda é desconhecido.

Objetivos: Buscamos avaliar se a senescéncia das células sanguineas mononucleares periféricas (CSMP) e biomarcadores
endoteliais poderiam influenciar o risco cardiovascular (CV) e ser marcadores adequados para a deteccao precoce de
doencas cardiovasculares em adultos.

Métodos: Neste estudo transversal, pacientes livres de DCV foram classificados como baixo (n=32) e alto (n=28)
escore de risco intracardaco (IHR) A senescéncia das CSMP foi avaliada estimando-se a atividade de telomerase (AT)
e detectando-se a presenca de células senescentes e disfuncao endotelial, estimando-se a concentracao de nitrito e
nitrato e a capacidade antioxidante total (CAT). A andlise estatistica foi realizada com o software SPSS, versao 16.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL). Todos os p-valores <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados: A senescéncia de CSMP de 0,95 [p-valor = 0,0001; 95% IC (0,874-1,026)] foi um indicador significativo de
pacientes com escore de IHR mais alto, com um valor de corte de 21,65, com sensibilidade e especificidade de 92%
e 88% respectivamente. Identificou-se que a senescéncia de CSMP, nitrito e nitrato, e AT eram independentemente
associadas a um escore de IHR alto.

Conclusao: Os status de nitrito e nitrato e AT, e a senescéncia de CSMP sao medidas adequadas para prever o alto risco
cardiovascular em adultos com risco CV. Entretanto devem ser realizados estudos de acompanhamento de longo prazo
para confirmar esses achados. (Arq Bras Cardiol. 2021; 116(1):37-47)

Palavras-chave: Doencas Cardiovasculares; Envelhecimento Celula; Endotélio; Biomarcadores; Pontuacao de Propensao;
Fatores de Risco.

Abstract

Background: Cardiovascular diseases (CVD) are one of the leading causes of mortality and morbidity worldwide. Biological aging has been
associated with the occurrence of adverse cardiovascular outcomes; however, the underlying mechanism of this process remains unknown.

Objectives: This study sought to evaluate if peripheral blood mononuclear cell (PBMC) senescence and endothelial biomarkers could influence
cardiovascular (CV) risk and be suitable markers for the early detection of cardiovascular diseases in adults.
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Methods: In this cross-sectional study patients free of CVD were classified as lower (n=32) and higher Interheart Risk (IHR) scores (n=28). PBMC
senescence was assessed by estimating the telomerase activity (TA) and detecting the presence of senescent cells and endothelial dysfunction by
estimating the concentration of nitrite and nitrate and of total antioxidant capacity (TAC). Statistical analysis was performed with SPSS version
16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). All p-values <0.05 were considered statistically significant.

Results: PBMC senescence 0.95 [p-value = 0.0001; 95% Cl (0.874-1.026)] was a significant predictor of patients with higher IHR scores with
a cut-off value of 21.65 with a sensitivity and specificity of 92% and 88% respectively. PBMC senescence, nitrite and nitrate and TA were found

to be independently associated with high IHR scores.

Conclusion: PBMC senescence, TA and nitrite, and nitrate status are suitable measures to predict high cardiovascular risk in adults with CV risk.
Nevertheless, long-term follow-up studies are needed to confirm these findings. (Arq Bras Cardiol. 2021; 116(1):37-47)

Keywords: Cardiovascular Diseases; Cell Aging; Endothelium; Biomarkers; Propensity Score; Risk Factors.

Introducao

Doencas cardiovasculares (DCV), tais como aterosclerose
e infarto do miocardio (IM) associado, continuam sendo uma
das mais conhecidas e principais causas de mortalidade e
morbidade em todo o mundo, inclusive na india. Além disso,
0s custos sociais e econdmicos envolvidos no tratamento de
DCV sao altos. Estima-se que mais de 75% das mortes por
causas cardiovasculares (CV) ocorrem em paises com renda
baixa e média." O envelhecimento cronolégico é considerado
um dos mais fortes indicadores da ocorréncia de doencas
CV e cerebrovasculares tais como IM, insuficiéncia cardiaca,
aterosclerose e acidente vascular. Entretanto, o envelhecimento
biol6gico pode ser considerado superior ao envelhecimento
cronolégico pela estratificacao de risco de DCV.2 O processo
de envelhecimento biolégico refere-se particularmente ao
actimulo de danos endoteliais que ocorrem devido a vdrios
mecanismos mecanicos, hemodindmicos e imunolégicos, e é
determinado por fatores sociais e ambientais. Acredita-se que
a senescéncia vascular (%) (SV), um tipo de envelhecimento
biolégico do sistema vascular tenha a relevancia prognéstica
e terapéutica na aterosclerose. O envelhecimento biolégico
tem sido associado a ocorréncia de resultados CV adversos.
Entretanto, o mecanismo subjacente desse processo ainda
é desconhecido.> Além disso, o envelhecimento arterial
é o principal reflexo do envelhecimento biolégico.**
A auséncia de atividade de telomerase (AT) leva ao
encurtamento dos teldémeros, que é um determinante
importante do envelhecimento biolégico, levando a varias
doencas vasculares. O termo disfuncao endotelial se refere
a varias condigdes patoldgicas que incluem a alteragao das
propriedades anticoagulantes e anti-inflamatérias do endotélio,
a desregulacao da modelagem vascular, e a deterioragao da
regulagdo do crescimento vascular. A disfuncao endotelial
leva a producao ou disponibilidade atenuada de 6xido nitrico
(NO) e causa a upregulation do stress oxidativo pelo aumento
da producao de espécies reativas do oxigénio (ERO).c A
senescéncia celular demonstrou ser equivalente a senescéncia
epitelial, e, portanto, a senescéncia vascular.” 0 Na prética
clinica atual, o risco de DCV é estimado e quantificado com
base em fatores de risco convencionais, tais como idade,
diabetes, hipertensao, tabagismo, hipercolesterolemia e
histérico familiar de DCV. Entretanto, individuos portadores
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de DCV podem ter apenas um ou nenhum dos fatores de
risco tradicionais, e ha a possibilidade de que esses fatores
de risco possam nao explicar totalmente o avango da
doenca. Portanto, a avaliacao de outros fatores de risco nao
tradicionais e incomuns pode ajudar clinicos a prever o risco
futuro de DCV.? Levantamos a hipétese de que a senescéncia
das células sanguineas mononucleares periféricas (CSMP) e
biomarcadores endoteliais poderiam influenciar o risco CV e
poderiam ser marcadores adequados para a deteccao precoce
de doencas cardiovasculares em adultos com alto risco CV.

Materiais e Métodos

Desenho e Configuracao do Estudo

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica Institucional (973/IEC/2016). Todos os procedimentos
do estudo foram seguidos de acordo com a Declaragao de
Helsinki. Todos os participantes deste estudo transversal
passaram por triagem e foram recrutados no periodo entre
janeiro de 2017 e dezembro de 2017, do departamento de
pacientes externos (DPE) em Medicina Geral e das clinicas.
A Figura 1 apresenta o delineamento do estudo de pesquisa.

Sujeitos do Estudo

Incluimos todos os adultos acima de 18 anos de idade,
de ambos os sexos, que compareceram ao DPE de Medicina
Geral e clinicas sem quaisquer doencas cardiacas. Os
pacientes com risco cardiovascular mais alto e mais baixo
foram incluidos. Os pacientes foram classificados com base
em seu escore de risco intracardiaco (IHR). O escore IHR foi
calculado com base na presenga ou auséncia de fatores de
risco CV conhecidos. Excluimos pacientes com quaisquer
doencas cardiacas ou doengas imunes ativas e doencas
cronicas do figado e do rim.

Escore de Risco Intracardiaco

Depois de obter o consentimento informado, os
participantes do estudo passaram por triagem de acordo
com os critérios de inclusao/exclusao e o escore de IHR foi
medido. O escore de IHR foi calculado utilizando-se a versao
que nao inclufa dados sobre niveis de colesterol. O escore de
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Critérios de inclusao
Idade > 18 anos, ambos os sexos,
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nitrito e nitrato
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utilizando o kit de
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Nitrito/Nitrato

Critérios de exclusdo

Pacientes com qualquer doenga
cardiaca ou doenga autoimune
ativa, e doencas hepaticas e
renais cronicas

Figura 1 - Pacientes com escore de risco intracardiaco mais alto.

IHR, composto de informagao sobre histérico médico e dados
sobre idade, sexo, status em relacao a diabetes, hipertensao,
tabagismo, histérico familiar de doenca cardiaca, razao
cintura-quadril, fatores psicossociais, dieta e atividade fisica.
Os escores de IHR variaram entre 0 e 48, em que escores
mais altos ou mais baixos indicam escores de IHR mais altos
e mais baixos, respectivamente. Um escore de IHR alto foi
definido em > 16 unidades.’

Coleta de Amostras

Foram retirados 3 ml de sangue da veia antecubital no
antebrago em tubos vacutainers com heparina e acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) separadamente. A
amostra de sangue obtida nos tubos vacutainers com EDTA
foi submetida e centrifugacao a 2500 revolugbes por minuto
(rpm) por 10 minutos e o plasma isolado foi armazenado a
-80°C. A amostra de sangue coletada nos tubos vacutainers
com heparina foram processadas para separar a senescéncia
de células sanguineas mononucleares periféricas (CSMP),
utilizando o reagente Ficoll-Histopaque. As CSMP isoladas
foram fixadas com dlcool 70% e foram armazenadas a
4°C para andlises posteriores.” A disfungao endotelial foi
avaliada estimando-se a concentragao de nitrito e nitrato
e o status antioxidante."

Quantificacao de Nitrito e Nitrato Totais

A estimativa de nitrito e nitrato totais foi realizada de
acordo com kit de teste de reagao de Griess, utilizando o kit

de ensaio Nitrito/Nitrato (Sigma-Aldrich-Ndmero no catélogo
23479, St. Louis, EUA), de forma a avaliar indiretamente a
biodisponibilidade de éxido nitrico (NO). Filtros centrifugos
com peso molecular de corte de 3.000 KDa foram utilizados
para filtrar as amostras de plasma (300ul cada). A andlise
das amostras de plasma passante foi realizada utilizando-se
microplacas para titulagdio de 96 pogos, e a absorgao foi
medida a 540 nm em relacdo a padroes de referéncia.

Estimativa da Atividade de Telomerase

A AT do plasma foi estimada usando-se a reagdo o
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA (Ensaio imunoenzimatico
fotométrico para deteccdo da atividade de telomerase,
utilizando o Protocolo de amplificacdo da repeticao
de telomerase (TRAP, do inglés Telomerase Repeat
Amplification Protocol), Roche Diagnostics GmbH, Roche
Applied Science-Ntmero do catédlogo 11854666910,
Mannheim, Alemanhal. O ensaio foi realizado de acordo
com as instrugcoes do fabricante.

Estimativa da Capacidade Antioxidante Total (CAT)

O CAT do plasma foi estimado utilizando-se o teste de
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC, do
inglés Trolox equivalent antioxidant capacity). A andlise
foi realizada de acordo com as instrugbes do fabricante
fornecidas no kit de ensaio antioxidante disponivel
comercialmente (Sigma-Aldrich-Nimero do catélogo
CS0790, St. Louis, EUA). Esse ensaio foi baseado na
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capacidade de determinar a presenga de antioxidantes
de peso molecular baixo no plasma inibe a produgao de
ABTS+ produzido pela oxidacao de ABTS [2,2’- azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]. O CAT foi expresso na
forma de equivalentes do Trolox (mM).

Citometria de Fluxo (FACS)

As CSMP foram isoladas do sangue total utilizando o
reagente Ficoll-Histopaque. Depois de isoladas, as CSMP
foram fixadas com alcool 70% e foram armazenadas a 4°C
durante a noite."® As células isoladas foram, entao, incubadas
por 10 minutos com Rnase A (Tmg/ml) por 10 minutos em
temperatura ambiente. A senescéncia das CSMP (%) foram
detectadas usando o reagente corante iodeto de propidio por
citometria de fluxo (FC 500 Beckmann Coulter).

Analise Estatistica

A andlise estatistica do estudo foi realizada utilizando-se o
software SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), e p<0,05
foi considerado estatisticamente significativo. A normalidade
dos dados para variaveis continuas foi verificada, utilizando-se
gréficos Q-Q. As variaveis continuas foram resumidas como
média = desvio padrao (DP) e os dados categéricos foram
expressos em frequéncia (porcentagens). Diferencas nas
varidveis categoricas entre os grupos foram avaliadas com o
teste qui-quadrado. Testes paramétricos foram usados com
base na distribuicao de dados. As diferencas em variaveis
continuas entre os grupos foram analisadas utilizando o
teste t de amostras independentes. A correlagao de Pearson
foi realizada para identificar quaisquer associagbes entre as
diferentes varidveis. Tragcamos a curva de caracteristica de
operacao do receptor (ROC) para identificar o corte para todos
os ensaios de laboratdrio para prever o escore de IHR alto.
Um escore de IHR alto foi definido em > 16 unidades.’ Todas
as premissas necessarias pra realizar a andlise de regressao
linear foram cumpridas. Modelos de regressao mdltipla foram
plotados para determinar se as variaveis independentes
senescéncia de CSMP, nitrito e nitrato, CAT e AT poderiam
prever o escore de IHR.

Resultados

Caracteristicas de Linha de Base dos Pacientes do Estudo

As caracterfsticas de linha de base dos pacientes do estudo
foram ilustradas (Tabela 1). Os pacientes do estudo (n=60)
foram classificados em dois grupos de pacientes com escore
de IHR mais baixo (n=32) e mais alto (n=28). Os pacientes
com escore de IHR =16 foram classificados como pacientes
com escore de IHR mais alto, e os com IHR < 16 foram
classificados como de escore de IHR mais baixo. A média
de idade dos pacientes do estudo com escores de IHR mais
baixo e mais alto foi de 38,09+15,82 e 43,57+11,55 anos,
respectivamente. Nao houve diferenca significativa quanto
ao género dos grupos do estudo. Os escores médios de IHR
entre os pacientes com escores de IHR mais baixo e mais
alto foram 8,5+4,27 unidades e 20,46+2,19 unidades,
respectivamente. Como esperado, a presenca de fatores de
risco de CV tais como diabetes e hipertensao foi maior entre
pacientes com escore de IHR mais alto do que entre os com
escore de IHR mais baixo.

Senescéncia de Células Sanguineas Mononucleares Periféricas

A senescéncia das CSMP foi avaliada nos pacientes
do estudo estimando-se a AT e detectando-se a presenca
de células senescentes (Figura 2). A senescéncia média
de CSMP (%), a porcentagem de células senescentes foi
significativamente mais baixa entre os pacientes com escore de
IHR mais baixo (12,41 = 7,40) do que em pacientes do escore
de IHR mais alto (35,26 = 10,02) [p=0,0001] ((Figura 3a). A
média de AT (unidades/3000 células) foi significativamente
mais alta entre pacientes com escore de IHR mais baixo do
que com mais alto [(1,80=0,53 unidades/3000 células) versus
(0,94=0,23 unidades/3000 células) [p=0,0001] (Figura 3b).
A presenca de fatores de risco cardiaco, tais como diabetes,
hipertensao e tabagismo, influenciou os niveis de senescéncia
de CSMP e AT (Tabela 2).

Disfuncao Endotelial

A concentragao de nitrito e nitrato foi ligeiramente
mais alta entre pacientes com escore de IHR mais alto em

Tabela 1 - Dados demograficos e fatores de risco dos participantes do estudo

Sujeitos com IHR mais baixo

Sujeitos com IHR mais alto

No. S| Caracteristicas (n=32) (n=28) p valor
1. Idade, anos 38,09+15,82 43,57+11,55 0,13
2. Sexo masculino, n (%) 20 (62,5%) 14 (50%) 0,33
3. Escore de risco intracardiaco (IHR) 8,5+4,27 20,46+2,19 0,0001
4. Tabagismo, n (%) 2(6,2%) 5(17,9%) 0,16
5. Diabetes, n (%) 1(31) 22 (78,6%) 0,0001
6. Hipertensao, n (%) 32 (100%) 7 (25%) 0,003
7. Histérico familiar de doenca cardiaca, n (%) 2 (6,2%) 4(14,3%) 0,30
8. Sedentarismo, n (%) 8 (25%) 9(32,1%) 0,54

Os dados foram expressos como média + desvio padréo e frequéncia (porcentagem). Os dados estatisticos usados para a comparagéo de variéveis continuas foram
t teste com amostras independentes, e, para as varidveis continuas, o teste qui-quadrado. Um p-valor menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Figura 2 - Identificacdo e quantificagéo de células senescentes utilizando iodeto de propidiio.

Tabela 2 - Quantificagdo da senescéncia de células sanguineas mononucleares periféricas e na disfungio endotelial baseada na presenga e

auséncia de fatore de risco

Senescéncia de CSMP Nitrito e nitrato Atividade de telomerase CAT
Fatores de risco Presenca Auséncia Presenca Auséncia Presenca Auséncia Presenca Auséncia
Diabetes 34,99+9,99% 15,67+11,44 204,22+42 39" 145,41+55,19 0,96+0,23* 1,67+0,60 0,52+0,08* 0,66+0,14
Hipertenséo 40,37+10,68* 20,79+13,26 224,71+28,01* 160,45+56,84 0,81+0,18* 1,47+0,59 0,40+0,09* 0,64+0,12
Tabagismo 36,05+12,38* 21,36+13,83 204,14+56,40 163,17+56,97 0,88+0,23* 1,46+0,60 0,51+0,12* 0,65+0,13
E,‘Lelg?a cardiaca a1 4041681 221541396 1911743608 1653745958  1,04£043 1,4420,60 0,48+0,15 0,63£0,13
Sedentarismo 28,86+15,33 20,79+13,50 172,47+53,74 166,16+60,06 1,24+0,52 1,45+0,62 0,57+0,14 0,63+0,13

*p<0.05; CSMP: Células sanguineas mononucleares periféricas; CAT: Capacidade antioxidante total. Os dados foram expressos como média + desvio padréo.
Os dados estatisticos usados para a comparagdo das varidveis foram t teste com amostras independentes. Um p-valor menor que 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

comparagao com pacientes com escore de IHR mais baixo
[205,14+43,60 umole/l versus 135,41+48,95 umole/I
(p=0,0001)] (Figura 3c). A CAT foi significativamente
mais alta entre pacientes com escore de IHR mais
baixo do que com mais alto [(0,71+0,08 mM/L) versus
(0,50+0,09 mM/L) (p=0,0001] (Figura 3d). Entretanto a
CAT foi estimada para apenas 30 sujeitos. Uma tendéncia
semelhante foi observada entre pacientes fumantes,
diabéticos e hipertensos (Tabela 2).

A relacao entre Senescéncia de CSMP e Disfuncao
Endotelial

Observamos uma correlagao positiva entre idade e
senescéncia de CSMP (r=0,36, p=0,005), mas uma
correlagdo negativa significativa foi observada entre idade
e CAT (r=-0,60, p=0,0001). O escore de IHR demonstrou
correlagoes positivas significativas com senescéncia de CSMP
(r=0,75, p=0,0001) e nitrito e nitrato (r=0,56, p=0,0001),
enquanto correlagoes negativas significativas foram observadas
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Figura 3 — Comparagéo da senescéncia de células mononucleares do sangue periférico, atividade telomerase, nitrito / nitrato e capacidade antioxidante total entre
pacientes com escores de risco intermediario baixo e alto. O teste estatistico utilizado para comparar variaveis continuas foi o teste T com amostras independentes; um

p-valor menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

com AT (r=-0,83, p=0,0001) e CAT (r=-0,92, p=0,0001).
Além disso, a senescéncia de CSMP também demonstrou
correlagoes significativas com variaveis nitrito e nitrato, CAT
e atividade de telomerase (Figura 4).

Analise de Curva ROC para Senescéncia de CSMP e
Disfuncao Endotelial:

A curva ROC foi tragada para verificar se senescéncia de
CSMP, nitrito e nitrato, status de antioxidante e AT poderiam
prever um escore de IHR alto entre os pacientes do estudo.
A andlise demonstrou que a senescéncia 0,95 [p-valor =
0,0001; 95% CI (0,874-1,026)] foi um indicador significativo
de pacientes com escore de IHR mais alto, com um valor de
corte de 21,65, com uma sensibilidade e especificidade de
92% e 88% respectivamente (Figura 5).

Modelos de Regressao Miiltipla para Senescéncia de
CSMP e Disfuncao Endotelial

Modelos de regressao miiltipla foram plotados para analisar
os efeitos das varidveis independentes senescéncia de CSMP,
nitrito e nitrato, e AT nas varidveis dependentes do escore
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de IHR (Tabela 3). Observou-se que a senescéncia de CSMP,
nitrito e nitrato, e AT eram independentemente associadas a
um escore de IHR alto (Tabela 3).

Discussao

A relagdo entre senescéncia de CSMP e disfuncao
endotelial e a ocorréncia de DCV foi descrita em estudos
anteriores.>'? Entretanto, as informacoes relacionadas a
relacdo entre senescéncia de CSMP, disfuncao endotelial,
e DCV entre sujeitos sem qualquer DCV estabelecida
continuam escassas. Este € o primeiro estudo clinico realizado
na populago do sul da india que estimou a senescéncia de
CSMP e que determinou sua relagao com alto risco de CV
usando um escore de IHR. O principal achado de nosso estudo
foi de que senescéncia de CSMP nitrito e nitrato, e AT eram
independentemente associados a um escore de IHR alto. A
gravidade da senescéncia de CSMP foi maior entre pacientes
com risco de CV mais alto se comparado a pacientes com
risco de CV mais baixo. A senescéncia de CSMP foi estimada
com base em AT e na porcentagem de células senescentes
(%) entre os pacientes do estudo.
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Figura 4a: Senescéncia CSMP (%) X idade, anos Figure 4b: Senescéncia CSMP (%) X nitrito e nitrato (umol/l)
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Figura 4 - Correlagdo da senescéncia de CSMP com idade, nitrito / nitrato, atividade telomerase e capacidade antioxidante total.
Tabela 3 - Modelos de regressdo multiplos para prever o escore de risco intracardiaco
Coeficientes
Coeficientes nao Coeficientes
padronizados padronizados R quadrado
Modelo t b p valor
Padrio ajustado
B Beta
Erro
1 (Constante) 27,449 1,295 21,197 0,679 0,0001
AtividadeTelomerase -9,575 0,854 0,827 -11,216 0,000
(Constante) 21,160 2,470 8,567 0,716 0,0001
2 AtividadeTelomerase -8,357 0,904 0,722 9,242 0,0001
NitritoeNitrato 0,027 0,009 0,229 2,927 0,005
(Constante) 17,112 2,988 5727 0,735 0,000
AtividadeTelomerase -6,608 1,169 0,571 -5,652 0,000
NitritoeNitrato 0,021 0,009 0,179 2,274 0,027
Senescéncia 0,113 0,050 0,235 2,251 0,028

B: Coeficiente de regressdo ndo padronizado; SEB: Erro padréo de coeficiente; 3: Coeficientes padronizados; p<0,05*
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Figura 5 - Curvas de caracteristicas operacionais do receptor para a previsao do High Interheart Risk Score.

Teldbmeros e telomerase tém um papel significativo
no desenvolvimento e na patogénese de DCV. Sabe-se
que, a cada divisao celular, o comprimento dos telémeros
diminui, enquanto a inflamagao e o stress oxidativo, que sao
mecanismos importantes envolvidos no desenvolvimento e
na patogénese de DCV aumenta o indice de encurtamento
levando a senescéncia celular.>'> Além disso, a presenga de
AT mais baixa e comprimento dos telémeros de leucdcitos
(CTL) foi vista em células endoteliais senescentes, células
musculares lisas vasculares (CMLV), placa aterosclerética, e
estas também estao associadas com a instabilidade da placa
que leva a DCV. A auséncia de AT que mantém a integridade
do teldbmero e o comprimento do telémero torna a célula
senescente e causa apoptose.'®'® Nosso estudo revelou que a
AT foi significativamente mais baixa em pacientes com escore
de IHR mais alto do que mais baixo. Em contraste com nossos
achados, um estudo anterior chamado desenvolvimento
de risco da artéria corondria em jovens adultos (CARDIA),
conduzido entre pacientes jovens com desenvolvimento de
risco de artéria corondria com célcio da artéria coronaria
(CAQC), revelou que a AT desempenha um papel vital no
desenvolvimento da aterosclerose. Os achados do estudo
demonstraram que niveis mais altos de telomerase previram
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a prevaléncia mais alta de CAC entre homens de idade
jovem a meia idade. Entretanto, os pacientes com tel6meros
mais curtos apresentaram uma associagao positiva entre AT
e CAC." Em um estudo transversal anterior, a associacao
entre carga de aterosclerose subclinica de um lado, e CTL
médio e abundancia de teldmeros curtos (% CTL < 3 kb),
de outro, foi estudada em 4.066 individuos de meia idade
assintomaticos, sem a presenca de qualquer DCV. O estudo
demonstrou que o CTL médio e telémeros curtos nao foram
indicadores significativos e independentes de aterosclerose
subclinica.? Em um dos maiores estudos de observacao e
genéticos, conduzido em 290.022 individuos de Copenhagen,
revelou-se que a presenca de teldomeros curtos foi associada a
risco mais alto de doenca cardfaca isquémica.?' A diferenga nas
constatagoes do estudo pode ser atribuida a heterogeneidade
observada na populagao do estudo e do tamanho da amostra
do estudo. Além disso, uma revisao sistematica recente e
meta-analise de vinte e quatro estudos revelou uma associagao
inversa entre comprimento de telémeros de leucdcitos e o
risco de doenga cardiaca coronéria (DCC), independente de
fatores de risco vascular convencionais.® A revisao sistemdtica
incluiu pacientes cardiovasculares, enquanto nosso estudo
incluiu pacientes sem DCV. Portanto, pode-se sugerir que a
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medigdo de AT e CTL pode ser um marcador (til para prever
o risco futuro de DCV. Atualmente, estao sendo realizadas
investigagbes para medir se estatinas podem ser utilizadas
como possiveis agentes terapéuticos para a ativacao da
telomerase e como geroprotetores eficientes.?

Recentemente, as células senescentes despertaram a
atengdo por seu potencial como alvo terapéutico para doengas
relacionadas a idade, como as DCV. Estudos demonstraram
que a senescéncia celular é equivalente a senescéncia epitelial,
e, portanto, a senescéncia vascular. De af em diante, o presente
estudo mediu a porcentagem de células senescentes (%) que
foi significativamente mais baixa com escore de IHR mais
baixo em comparagao com pacientes com escore de IHR mais
alto. A andlise transcricional de CMLV humanas demonstraram
que houve supressao da proteina Gla da matriz (PGM), um
inibidor de calcificacdo, nas CMLV senescentes. Além disso,
houve a upregulation da transcricao que codifica a proteina
6ssea morfogenética 2 (BMP2), que promove a calcificagao.”
Portanto, pode-se sugerir que as CMLV senescentes podem
desempenhar um papel importante no desenvolvimento no
endurecimento e no enrijecimento relacionados a idade, ao
aumentar a calcificagao. O enrijecimento e endurecimento
das artérias levam ao desenvolvimento de pressao sanguinea
alta, que é considerada um dos principais fatores de risco para
a ocorréncia de doenca arterial coronariana, HF, acidente
vascular, e IM.?* Outro estudo que foi realizado para comparar
a expressao de PGM em células intersticiais da vélvula
aértica (CIVA) normais versus doentes, que demonstrou
que a expressao de PGM era significativamente reduzida
nas CIVA doentes em relagdo as normais. Esses achados
implicam que a auséncia de um mecanismo de defesa contra
a calcificagdo pode contribuir para a calcificacao a vélvula
adrtica.* Portanto, a estimativa da porcentagem de células
senescentes pode ser um marcador novo em potencial para
indicar o desenvolvimento e o avango de DCV. Estratégicas
terapéuticas novas que envolvem a prevengdo, a retirada e
a substituicdo de células senescentes estdo em fase inicial. E
necessario ter melhor entendimento e realizar mais pesquisas
para compreender a biologia para que esse conhecimento
possa se traduzir em aplicagbes terapéuticas.

Neste estudo, a disfuncao endotelial foi medida estimando-
se a concentracdo de nitrito e nitrato e a CAT. A CAT foi
ligeiramente mais baixa entre pacientes com escore de IHR
mais alto em comparagdo com pacientes com escore de IHR
mais baixo. Vérios estudos epidemiolégicos demonstraram
que pessoas com maior consumo de vitaminas antioxidantes
tém risco mais baixo de desenvolver IM e acidente vascular.**
Entretanto, uma revisao sistemética recente e meta-andlise de
ensaios controlados randémicos revelaram que a literatura
atual ndo apresentava evidéncias para corroborar a hipétese
do uso de vitaminas e antioxidantes para prevenir DCV.?
Entretanto, uma revisdo sistematica recente de estudos de
observagao demonstrou uma associagao significativa entre
niveis mais altos de capacidade de antioxidante total da
dieta e fatores de risco de doencas cardiovasculares.?’ Nosso
estudo também demonstrou que as concentragbes de nitrito
e nitrato eram mais altas entre pacientes de alto risco em
comparagao com os de baixo risco. Em contraste, o estudo
de Framingham demonstrou que uma concentragdo mais

alta de nitrato no plasma foi associada a mortalidade global,
mas ndo demonstrou estar associada a incidéncia de DCV.*
Isso pode se deter ao fato de que nitrito e nitrato presentes
na dieta puderam ser metabolizados em NO e dessa forma
promover a citoprotegao e beneficios cardiovasculares.*' Os
resultados em nosso estudo podem ser contrastantes, devido
ao fato de que determinadas dietas, tais como vegetais, frutas
e carnes processadas sao fontes ricas em nitrito e nitrato.*
Portanto, ha possibilidade de que pacientes de alto risco
em nosso estudo estejam expostos a essas dietas. A resposta
dependente do endotélio a vasodilatacao é regulada pela
liberagdo de NO sintetizado a partir de nitrato, nitrito e do
aminoacido L-arginina da dieta, por meio de 6xido nitrico-
sintase endotelial (eNOS), que leva a producdao de PGM
ciclica intracelular. Entretanto, a disfuncao endotelial leva ao
desbalanco na produgao de NO e ERO, levando a ocorréncia
de vérias doengas relacionadas a idade, tais como as DCV. O
actimulo de ERO no plasma e intima arterial leva ao aumento
da oxidagao do lipoproteinas de baixa densidade (LDL); a
captagdo desse LDL oxidado pelos macréfagos arteriais é
um dos fatores importantes para a formagao e avango da
placa aterosclerdtica. Portanto, a presenga de antioxidantes
no plasma, particula de LDL e parede da célula nao podem
inibir a oxidagao do LDL, e podem proteger a vasorreatividade
aumentando a liberagao de NO endotelial e reduzindo a
trombogenicidade.'>* Portanto, a determinacao da CAT e
da concentragao de nitrito e nitrato pode acabar sendo um
marcador potencial para previsao precoce de DCV no futuro.

Limitacoes

A principal limitagdo deste estudo esta relacionada ao
tamanho limitado da amostra. Outra limitagdo é que este
estudo nao teve um acompanhamento prospectivo de longo
prazo com a confirmagao de eventos clinicos. Em vez disso, o
risco foi calculado com base no escore de risco intracardaco.
Além disso, as amostras de sangue foram coletadas em
diferentes momentos, o que pode ter afetado os niveis de
testes laboratoriais.

Conclusoes

Este estudo demonstrou que a senescéncia de CSMP, AT
e nitrito e nitrato sdo medidas adequadas para prever risco
cardiovascular alto em adultos com risco CV. Portanto, a
medigao dos marcadores acima pode ser utilizada como
ferramenta adicional de avaliacdo de risco para prever o
risco de doencas cardiovasculares entre adultos. Entretanto,
estudos de acompanhamento prospectivos de longo prazo,
com a avaliacao de eventos clinicos, precisam ser realizados
para confirmar esses achados.
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