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RESUMO

A Sindrome Metabdlica (SM) € um conjunto de manifestacdes clinicas que
contribuem diretamente para o risco de doengas cardiovasculares (DCVs). O
sistema renina-angiotensina (RAS) é o principal mecanismo de regulacdo da
pressdo arterial, mas a atividade excessiva do seu componente, a enzima
conversora de angiotensina (ECA), pode ocasionar inflamacdo crénica e ativar
citocinas inflamatérias como IL-18, IL-6 e IL-10. O objetivo desse estudo é avaliar a
expressdo génica da ACE e biomarcadores inflamatérios (IL-18, IL-6 e IL-10) obtidos
através do sangue total de individuos com SM. Quanto a metodologia foi realizada a
expressao relativa dos genes ACE, IL-18, IL-6 e IL-10 em 133 individuos, divididos
em 4 grupos: individuos com SM (n= 56), individuos com 1 Caracteristica Clinica (n=
31), individuos com 2 Caracteristicas Clinicas (n= 22) e controles saudaveis (n= 24),
por meio da equacao 2"-AACq. Para a analise estatistica foram realizados os testes
de Shapiro-Wilk, Teste T Student e Mann-Whitney. Observamos expressdo dos
genes ACE (FC: +2,226; p=9,4x107-5), IL-18 (FC: +1,445; p=0,005129), IL-6 (FC:
+1,526; p=0,001483) e IL-10 (FC: +1,304; p=1,202x10"-6) no grupo de SM em
relacdo aos controles. O grupo de SM também foi analisado em relacdo ao grau de
lesdo aterosclerotica. Individuos com lesdo aterosclerética severa e primarias
obtiveram niveis de mMRNA aumentados dos genes em estudo. Este trabalho indica
que a expressdo dos genes ACE, IL-18, IL-6 e IL-10 estd associada a condicdes
clinicas da SM e lesbes ateroscleréticas, o que contribui para auxiliar no progndstico
da SM.

Palavras-chave: doencas metabdlicas; sistema renina-angiotensina; inflamacao;

expressao génica.



ABSTRACT

Metabolic Syndrome (MS) is a set of clinical manifestations that directly contribute to
the risk of cardiovascular diseases (CVDs). The renin-angiotensin system (RAS) is a
main blood pressure regulation mechanism, but excessive activity of its component,
the angiotensin-converting enzyme (ACE), can cause chronic inflammation and
activate inflammatory cytokines such as IL-1B, IL- 6 and IL-10. The objective of this
study is to evaluate gene expression of ACE and inflammatory biomarkers (IL-18, IL-
6 and IL-10) obtained from the whole blood of individuals with MS. Regarding the
methodology, relative expression of the ACE, IL-18, IL-6 and IL-10 genes was
performed in 133 individuals, divided into 4 groups: individuals with MS (n= 56),
individuals with 1 Clinical Characteristic (n= 31), individuals with 2 Clinical
Characteristics (n= 22) and healthy controls (n= 24), using the 2*-AACq equation. For
statistical analysis, Shapiro-Wilk, T Student and Mann-Whitney tests were performed.
We observed expression of ACE genes (FC: +2.226; p=9.4x107-5), IL-18 (FC:
+1.445; p=0.005129), IL-6 (FC: +1.526; p=0.001483) and IL-10 (FC: +1.304;
p=1.202x10"-6) in the MS group compared to controls. The MS group was also
analyzed in relation tothe degree of atherosclerotic lesion. Subjects with severe and
primary atherosclerotic lesions had increased mRNA levels of the genes under
study. This work indicatesthat the expression of ACE, IL-1, IL-6 and IL-10 genes is
associated with MS clinical conditions and atherosclerotic lesions, which contributes

to the prognosis of MS.

Key words: metabolic diseases; renin-angiotensin system; inflammation; gene

expression.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome Metabdlica (SM) é um conjunto de sinais e sintomas decorrentes
de condi¢des patoldgicas associadas a um estado metabdlico, pré-inflamatério e pro-
trombotico. Essa patologia acomete cerca de 25% da populagdo mundial, e esta
presente tanto em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos da América
(EUA), quanto paises em desenvolvimento, como o Brasil, estimando-se uma
prevaléncia de 30% e 22%, respectivamente.

Para o diagnéstico da SM, o individuo deve apresentar pelo menos trés ou
mais condi¢cdes associadas, que sado: hipertensdo arterial sistémica (HAS),
obesidade, hiperglicemia, resisténcia a insulina (RI) e dislipidemia. Essas condicfes
clinicas sdo consideradas fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCVs).

DCVs compreendem todas as alteracBes fisiopatoldgicas que acometem o
coracdo e/ou vasos sanguineos. Trata-se de um crescente problema mundial de
saude publica, em que as principais etiologias associadas, como Infarto Agudo do
Miocardio (IAM) ou Acidentes Vasculares Encefélicos (AVE), sdo provenientes da
aterosclerose. Considerado um processo multifatorial, crénico e inflamatoério, a
aterosclerose € caracterizada pela formacdo de placas na parede dos vasos
sanguineos, causando estreitamento das artérias, comprometimento do fluxo
sanguineo e bloqueio reducéo da oxigenacédo dos 6rgaos e tecidos.

Embora a patogénese da SM seja complexa e ainda ndo muito compreendida,
estudos indicam que se trata de uma doenca multifatorial cronica, estabelecida pela
influéncia genética, em que o processo inflamatorio sistémico sdo caracteristicas
evidentes na progressao da fisiopatologia. Esta ultima € oriunda da interacdo do
sistema imune com produtos derivados das alteracdes do metabolismo de glicidios e
lipidios, o que provoca um dano celular. Devido a isso, diante da apresentacdo das
moléculas oriundas dos glicidios e lipidios, uma cascata de expressao de genes &
ativada, entre eles o fator nuclear de transcricdo kappa-B (NF-kB), que modula a
expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como interleucina 1-beta (IL-1B),
interleucina 6 (IL-6), e citocina imunorreguladora anti-inflamatéria, como a
interleucina 10 (IL-10), no qual podem desempenhar papéis fundamentais na

resposta imune dos individuos acometidos com a SM.
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A alteracdo do sistema renina-angiotensina (RAS) também é um mecanismo
presente na SM. A expressdo génica do ACE, principal componente do sistema,
pode ocasionar vasoconstricdo, producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
diminuicdo da producdo do o6xido nitrico (NO), em consequéncia ocasionando a
disfuncéo endotelial. Esses aspectos apresentam influéncia nos fatores de risco
cardio-metabdlicos.

A desregulacdo do RAS, através do mecanismo excessivo da ECA e a
modulagéo dos niveis de citocinas, evidenciando a inflamag&o crénica, estabelece
uma ligagéo entre componentes da SM e aterogénese. Desse modo, 0 entendimento
desses aspectos pode auxiliar na elucidacdo das vias comuns a sindrome, e
contribuir para o progndstico da fisiopatologia, minimizando o risco ao
desenvolvimento de complicacdes associadas.

Diante disso, esse trabalho trata-se de estudo realizado em humanos através
de amostras de sangue total relacionando os niveis de RNA mensageiro (mMRNA)
dos genes ACE, IL-18, IL-6 e IL-10 em individuos com SM e a associacao dos graus
de lesdo ateroscleroética nestes.

1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar e comparar a expressao génica do ACE e biomarcadores inflamatdrios
obtidos através do sangue periférico de individuos com Sindrome Metabdlica.
1.1.2 Objetivos Especificos

e Comparar a expressao génica relativa do ACE, IL-6, IL-18 e IL-10 entre o
grupo de individuos com SM e individuos saudaveis;

e Avaliar a expressao génica do ACE, IL-6, IL-1B e IL-10 entre ascaracteristicas
clinicas estratificadas dos individuos com SM;

e Avaliar a expresséo génica do ACE, IL-6, IL-13 e IL-10 em diferentes graus de
estenose das artérias coronarias de acordo com a angiografia de individuos
com SM;

e Comparar a expressao génica do ACE, IL-6, IL-1B e IL-10 entre os grupos de
individuos com uma caracteristica clinica, duas caracteristicas clinicas e

individuos saudaveis.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 SINDROME METABOLICA

A Sindrome Metabdlica (SM) € uma doencga crbnica, estabelecida por meio de
caracteristicas genéticas e ambientais, de carater plurimetabdlico, representada por
um agrupamento de caracteristicas clinicas (Figura 1) que estdo associadas ao
maior risco de desenvolvimento das complicacbes do DM2, e pelo aumento precoce
do risco da aterosclerose (BOVOLINI et al., 2021; GURKA et al., 2018; PALOMO,
2012).

Figura 1 — Caracteristicas Clinicas relacionadas a Sindrome Metabdlica

Jih~
P w0

Obesidade Resisténcia a
Insulina

Hipertensao . 4 .
Arterial ¢ Hiperglicemia

Dislipidemia
Fonte: A Autora (2022)

A SM também é conhecida como sindrome X, sindrome de resisténcia a
insulina, sindrome plurimetabdlica e quarteto mortal (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET,
2005; GUPTA; GUPTA, 2010), sendo suas primeiras definicdes surgindo desde a
década de 20, todas associadas a riscos cardiovasculares (KATSIMARDOU et al.,
2020).

Em 1923, Kylin foi o primeiro a descrever a SM, quando relacionou a
hipertensédo e hiperglicemia. Em 1947, o médico Jean Vague fez a observacdo de
gue o aumento da cintura caracterizava um terceiro disturbio, a obesidade, tratando-
se de um acumulo de tecido adiposo parecendo predispor a DM2 e DCVs. Ja em
1977, Gerald Phillips relatou que os fatores de riscos para infarto do miocardio

coincidem para formar uma “constelagdo de anormalidades”, sugerindo haver uma
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ligacdo que contribuisse para as DCVs (GUPTA; GUPTA, 2010). Somente apenas
em 1988, Gerald Reaven descreveu a presenca simultdanea dos quatro fatores de
risco cardiovasculares: HAS, intolerancia a glicose, dislipidemia e obesidade
(REAVEN, 1988).

Ao longo dos ultimos 30 anos, varios critérios para definicdo do diagnéstico da
SM foram discutidos. Os critérios propostos pela World Health Organization (WHO),
International Diabetes Federation (IDF) e National Cholesterol Education Program’s
Adult Treatment Painel 1ll (NCEP-ATP Ill) (ALBERTI et al., 2006; SAKLAYEN, 2018;
SUMMARY OF THE NCEP ADULT TREATMENT PANEL Il REPORT, 2001) sao os
mais utilizados. Este ultimo é utilizado no Brasil, onde os critérios foram propostos
pela | Diretriz Brasileira de Diagndéstico e Tratamento da Sindrome Metabdlica
(LIBERMAN; MANSUR, 2005). A caracterizacdo da fisiopatologia € feita quando o
individuo apresenta uma combinacdo de pelo menos trés das seguintes cinco

condic@es clinicas (BOVOLINI et al., 2021), conforme figura 2 abaixo:

Figura 2 — Critérios Clinicos da Sindrome Metabdlica

Perfil Lipidico

Baixos niveis de HDL: < 50mg/dL
para mulhéres e < 40mg/dL para
| homens
Pressao Arterial

Niveis elevados de triglicérideos: =
Hipertensao Arterial Sistémica: 150mg/dL

sistélica 2 130mmHg e/ou pressao
arterial diastolica 2 85mmHg

L]

| Glicose

Niveis elevados de glicemia em
Obesidade Central - jejum: = 100mg/dL

Aumento da Circunferéncia %
Abdominal. Adultos Brasileiros:
> 88cm para mulheres
> 102 cm para homens

Fonte: A Autora (2022)
De forma geral observa-se que a SM esta aumentando na populagédo. As

taxas globais evidenciam que aproximadamente 50% do publico adulto na faixa
etaria de 40-49 anos apresenta essa condicdo. Com relacdo a populacdo idosa, €
observado aumento significativo com o avanco da idade, chegando a acometer mais
de 30% da populagédo com idade acima de 60 anos (CAMERON; SHAW; ZIMMET,
2004; MANAF et al., 2021; SAKLAYEN, 2018).
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Além da idade, como fator demografico para incidéncia da SM, e
anormalidades genéticas, estudos apontam que fatores sociodemograficos
controlaveis ou modificaveis, como baixa escolaridade, desigualdade e isolamento
social, tensdo psicossocial e estilo de vida com padrdes dietéticos ndo saudaveis,
sedentarismo, alcoolismo e tabagismo estdo associados a maior predisposi¢cdo a SM
(RASK-MADSEN et al., 2010; VIEIRA; PEIXOTO; SILVEIRA, 2014).

A SM é cerca de trés vezes mais comum do que a diabetes, a prevaléncia
global pode ser estimada em cerca de um quarto da populacdo mundial, ou seja,
mais de um bilh&o de pessoas no mundo séo afetadas pela SM (SAKLAYEN, 2018).

Por ser um processo multifatorial e complexo (KRAMER; ZINMAN;
RETNAKARAN, 2013), para um melhor entendimento dos processos que
desencadeiam a SM, é necessario o esclarecimento da fisiopatologia de todas as
caracteristicas clinicas envolvidas na sindrome e como elas influenciam umas as

outras.

2.1.1 Obesidade

Obesidade é tradicionalmente definida como uma doenca multifatorial crénica
caracterizada pelo acumulo visceral e subcutaneo de gordura que leva a maior
predisposicdo ao desenvolvimento de doencas cardio-metabdlicas (BARAKAT;
ALMEIDA, 2021).

Entre os anos de 1975 e 2016, a prevaléncia mundial de individuos obesos
quase triplicou, evidenciando um problema significativo e em constante crescimento,
atingindo niveis pandémicos. Em 2016, mais de 1,9 bilhdes de adultos,
aproximadamente 39% da populagdo mundial foi considerada obesa ou apresentava
sobrepeso (BLUHER, 2019; KOJTA; CHACINSKA; BLACHNIO-ZABIELSKA, 2020).
No Brasil, o sobrepeso é observado em mais da metade dos brasileiros adultos,
enquanto a obesidade afeta 16,8% dos homens e 24,4% das mulheres (ABESO,
2021).

De acordo com a WHO, o indice de massa corporal (IMC) é uma medida que
serve para indicar e classificar a medida em kg/m?2 de sobrepeso e obesidade em
adultos (WHO, 2021a). Basicamente é definido o peso em quilogramas (kg), dividido
pelo quadrado de sua altura (m?2) do individuo, de acordo com a equacéo descrita

abaixo:
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IMC = @2)
m

Para adultos, é determinado que individuos com sobrepeso apresentam IMC
= 25kg/m?, enquanto a obesidade deve ser considerada quando apresenta o IMC =
30kg/m2. Para idosos, a obesidade é considerada quando o IMC = 27kg/m2. O IMC
fornece a medida populacional mais util de sobrepeso e obesidade, pois € 0 mesmo
para ambos 0s sexos e para todas as idades, de acordo com a faixa etaria, entre
adultos e idosos (SHERLING; PERUMAREDDI; HENNEKENS, 2017).

As condicdes de obesidade e sobrepeso sé&o os principais contribuintes da
SM, que afeta um em cada trés adultos. A caracteristica fisica atribuida a essas
condicBes e associada a SM é a medida da circunferéncia da cintura maior que
88cm na mulher e 102cm no homem, o que parece contribuir para a fisiopatologia da
SM (ROSS, 2017).

O tecido adiposo € um 6rgdo endocrino com alta atividade bioldgica, variando
entre sua localizagdo e estado metabdlico (Figura 3), de acordo com sua
classificagdo em tecido adiposo marrom (BAT, do inglés brown adipose tissue) e
tecido adiposo branco (WAT, do inglés white adipose tissue) (OIKONOMOU;
ANTONIADES, 2019).
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Figura 3 — Localizac&o do tecido adiposo branco e tecido adiposo marrom
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BAT estd localizado em regibes profundas, como perirrenal, periaértico,
inguinal e pericardico, e regides superficiais, como interescapular, cervical e axilar. A
localizacdo desse tipo de tecido é responsavel pelo isolamento térmico, através da
energia dissipada pela termogénese, e protecdo contra choque mecanico (JORGE et
al., 2017).

O WAT é predominantemente encontrado no corpo humano, principalmente
na regido abdominal, e tem como funcdo armazenar energia e liberar hormonios e
citocinas, modulando o metabolismo e homeostase. Entretanto, apresenta diferencas
quanto a fisiopatologia em relacdo a localizagdo, sendo denominado de tecido
adiposo subcutaneo (SCAT, do inglés subcutaneous adipose tissue) ou tecido

adiposo visceral (VAT, do inglés visceral adipose tissue) (ESSER et al., 2014a).

Em condi¢des normais, o SCAT corresponde a cerca de 80% de toda gordura
corporal por estar localizado abaixo da pele, principalmente nas regides da parede
abdominal anterior e regido gluteo-femoral, possuindo um efeito protetor sobre a
homeostase energética (IBRAHIM, 2010). Ja o VAT, localizado na regido intra-

abdominal central, especificamente no epicardio, pericardio, mesentério e omental,
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apresenta um percentual menor da gordura total, em cerca de 10% para homens e
5% para mulheres (IBRAHIM, 2010; OIKONOMOU; ANTONIADES, 2019).

Além da localizac&o e quantidade, diferencas fisiologicas entre SCAT e VAT
sdo observadas. VAT apresenta uma menor capacidade de diferenciacdo de pré-
adipdcitos e maior porcentagem de adipécitos, quando comparado ao SCAT. Os
adipécitos do VAT sdo metabolicamente mais ativos, mais susceptivel a lipdlise e
estd associado a uma maior producdo de citocinas proé-inflamatérias, como por
exemplo, de TNF-a e IL-6, e maior ativacdo de macrofagos, sendo entdo essa
adiposidade mais inflamatéria quando comparada a gordura subcutanea (IBRAHIM,
2010; MONTEIRO; AZEVEDO, 2010; UNAMUNO et al., 2018). Estudos demonstram
uma menor contagem de linfécitos T reguladores anti-inflamatoérios no tecido adiposo
visceral de individuos obesos com SM (ESSER et al., 2013).

A obesidade com o acumulo de VAT & um fator contribuinte a resisténcia
insulinica, pois este tecido tem a capacidade de liberar grandes por¢des de acidos
graxos nao-esterificados na corrente sanguinea, o que leva a um acumulo de lipidios
em outros 6rgaos e tecidos como figado e masculos, além da maior predisposicao a
dislipidemia. Essas caracteristicas em conjunto com elevada pressao arterial tém a
tendéncia a manifestar um estado pro-inflamatorio e pré-trombatico, resultando a um
maior risco a DCVs pela aterosclerose (BARAKAT; ALMEIDA, 2021; RASK-
MADSEN et al., 2010).

Como mencionado, o VAT é fonte de numerosas adipocinas, citocinas
inflamatorias presentes nos adipdcitos, das quais em sua maioria sao consideradas
proé-inflamatérias (Figura 4). Evidéncias sugerem que o desequilibrio entre as
adipocinas pro e anti-inflamatdérias, pode ser responsavel pelo desenvolvimento da
resisténcia a insulina, assim como disfuncdo endotelial e aterosclerose em pacientes
obesos (KESSLER, 2021; LOVREN; TEOH; VERMA, 2015).
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Figura 4 — Adipocinas presentes no tecido adiposo
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Adiponectina é a adipocina mais abundante secretada pelo tecido adiposo e
esta envolvida na resposta inflamatoria e regulacdo do balanco energético,
desenvolvendo um papel anti-inflamatorio. Individuos obesos ou com sobrepeso
apresentam niveis plasmaticos de adiponectina menores. A adiponectina aumenta a
sensibilidade a insulina através do aumento do gasto de energia e da oxidacdo dos
acidos graxos pela fosforilacdo da proteina quinase 5-AMP-ativada (AMPK), e pela
modulacdo da expresséo de diversos genes envolvidos do metabolismo dos acidos
graxos (FRANCISCO et al., 2018; STOLARCZYK, 2017).

A adiponectina exerce ainda um papel vaso-protetor por induzir a producgéo de
oxido nitrico (NO) nas células endoteliais da parede arterial através tanto da ativagéo
da via AMPK, como aumentando a expressdo local nessas células da enzima
produtora de NO, a Oxido nitrico sintase (NOS). Além disso, a adiponectina reduz a
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, mais especificamente a IL-6 e TNF-a (CHEN
et al., 2003; FARKHONDEH et al., 2020).

7

Em contrapartida, resistina é uma adipocina encontrada em grandes

guantidades em individuos com excesso de tecido adiposo visceral. Ela possui um
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carater pro-inflamatoério por estimular a sintese de citocinas pro-inflamatdrias como o
TNF-a e as interleucinas IL-1, IL-6 e IL-12, através da via do NF-kB. Além disso, a
resistina aumenta a expressdo de moléculas de adesdo, como a proteina 1 de
adesdo vascular (VCAM-1) e a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1)
(FEIJOO-BANDIN et al., 2020).

Outra adipocina pro-inflamatéria € a leptina, ela é estruturalmente muito
semelhante a citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e IL-12, além de modular a
resposta imune pelas células T, estimulando a proliferacdo de células Thl e
aumentando a producao de citocinas pré-inflamatorias pela regulacédo de diferentes
células do sistema imune (STOLARCZYK, 2017; WU; HUAN, 2007).

Individuos com sobrepeso e obesos, por apresentarem um maior percentual
de gordura visceral, ttm como consequéncia um desbalanco entre os niveis de
adipocinas pr6 e anti-inflamatorias, levando a diminuicdo de adiponectina e ao
aumento da liberacdo de resistina e leptina, gerando um efeito pro-aterosclerotico
nesses individuos (UNAMUNO et al., 2018).

A obesidade esta fortemente associada ao aumento do estresse oxidativo,
isso porque a producao de citocinas pro-inflamatdrias no tecido adiposo contribui
para uma alta producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), além da
expressdo elevada de nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
oxidase, enzima que contribui para a producdo de EROs (BARAZZONI et al., 2018;
KARAM et al., 2017).

Sendo assim, o desbalanco da resposta imune e consequente estimulo na
producdo de EROs pelas adipocinas pro-inflamatorias, sédo exemplos de
mecanismos presentes na obesidade que levam ao aumento do risco cardiovascular
(ABOONABI; MEYER; SINGH, 2019). Embora seja impossivel avaliar precisamente
a contribuicdo da obesidade como unico fator ao desenvolvimento da aterosclerose,
€ necessario correlacionar as demais caracteristicas associadas a SM, e o papel da
obesidade como pecga-chave no entendimento do estabelecimento dessa patologia
(ZORENA et al., 2020).
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2.1.2 Resisténcia alnsulina e Hiperglicemia

Resisténcia a insulina (RI) € definida como uma condicao patolégica em que
ocorre a diminuicdo da capacidade de transducéo do sinal e a propagacdo no meio
intracelular das células-alvo da insulina.

A insulina € um hormdnio peptidico enddcrino constituido por 51 aminoécidos
e composta por uma cadeia a e uma B ligadas como um dimero por duas pontes
dissulfeto. A insulina pertence a uma familia de peptideos que inclui fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGF) | e Il, e é liberada pelo pancreas, a partir
das células B-pancreaticas, em resposta ao aumento dos niveis plasmaticos de
glicose e aminoacidos (BARAZZONI et al., 2018; PETERSEN; SHULMAN, 2018).

A resisténcia aos efeitos bioldgicos da insulina é uma condicéo patoldgica em
gue células dependentes de insulina, como musculo esquelético, adipdcitos e
hepatdcitos, ndo apresentam uma resposta adequada aos niveis circulantes de
insulina. Desse modo, RI é uma caracteristica comum da SM e um importante fator
contribuinte na patogénese da DM2 e da aterosclerose (YARIBEYGI et al., 2019).

A insulina desempenha um papel fundamental na entrada de glicose nas
células (Figura 3), qualquer distarbio na transducdo de sinal desse peptideo esta
associado a hiperglicemia devido a incapacidade das cavéolas, invaginacfes
presentes em varios tipos celulares, promover a absorcdo de glicose. Ou seja, hos
estagios iniciais da RI, o pancreas cria um mecanismo compensatorio aumentando a
secrecdo desse hormdnio na corrente sanguinea na tentativa de minimizar os
defeitos na acéo periférica da insulina. No entanto, este processo leva a hipertrofia
das células B-pancreaticas fazendo com que estas ndo consigam produzir a insulina
(Figura 5) (SAMUEL; SHULMAN, 2016; YARIBEYGI et al., 2019).
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Figura 5 — Mecanismo da insulina em individuos saudaveis vs hiperglicémicos.
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(imagem a direita) provoca aumento da glicose na corrente sanguinea.

Fonte: A Autora (2022)

Além de muta¢des nos genes envolvidos na via de sinalizacdo da insulina, a
inflamacéo tecidual crénica também contribui para manifestacdo da RI. A obesidade
e dislipidemia, relacionados ao acumulo de adipdcitos e lipoproteinas em tecido,
respectivamente, desencadeiam uma resposta proé-inflamatéria que prejudica a
atuacdo da insulina por alterar processos de transducdo de sinal, eventos de
fosforilacdo e interacdes proteina-proteina na via de sinalizacdo da insulina dessas
células (TURBAN; HAJDUCH, 2011).

O acumulo de adipdcitos e lipidios gera um estresse nas quinases JNK
(quinase juncdo N-terminal) e IKK (Ik quinase) o que impede a fosforilagdo dos
receptores de insulina. Além disso, esse estresse desencadeia a expressdo de
citocinas e quimiocinas inflamatérias como o TNF-a, IL-6 e IL-1, pela ativacdo do
fator de transcricdo nuclear NF-kB, uma molécula central na ativacdo da inflamacao
nas células na DM2 (YARIBEYGI et al., 2019).

A RI € um fator de risco para DCVs, mesmo quando ndo esti associada a
hiperglicemia, o que acontece € que a insulina pode ter efeito protetor ou deletério
em relacdo a vasculatura. Os efeitos protetores estéo relacionados a ativagdo do

oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) por meio da via PI3K/Akt, provocando
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vasodilatacdo. Quanto aos efeitos deletérios ocorre a aterogénese e a progressao
da placa. Macrofagos, células endoteliais e as células vasculares do musculo liso
(VSMC - vascular smooth muscle cell), expressam o receptor da insulina e possuem
vias de sinalizacdo que atuam na vasoconstricdo e atividade pro-inflamatoria. Esses
efeitos vasculares sdo mediados pela via da proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK), que esta envolvida nos efeitos da insulina (ORMAZABAL et al., 2018).

Entretanto, a hiperglicemia associada pode aumentar o nivel de fatores pro-
tromboticos e marcadores proé-inflamatérios. O excesso de glicose na corrente
sanguinea também induz a apoptose e prejudica a liberacdo de NO, assim como
aumenta a expressao de moléculas de adesdo como P-selectina, VCAM-1 e ICAM-1.
Além disso, relaciona-se com o aumento do estresse oxidativo e ativacdo da via de
inflamacdo do NF-kB. A hiperglicemia induz alteragdes epigenéticas em regides
promotoras de genes alvo deste fator de transcricdo, como IL-1, IL-6, IL-8, entre
outros, o que leva a um aumento do estresse oxidativo e da inflamagao
(BORNFELDT; TABAS, 2011; JANUS et al., 2016).

2.1.3 Dislipidemia

Alteracdes nos niveis séricos e composicdo dos lipidios plasméaticos
caracterizam a dislipidemia. Individuos com SM podem apresentar qualquer
anormalidade do perfil lipidico (Figura 6), caracterizadas como: altos niveis de
colesterol total e triglicerideos plasmaticos, altos niveis de apolipoproteina B (apoB),
baixos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) e aumento das lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) (ORMAZABAL et al., 2018).
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Figura 6 — Composicéo do vaso com dislipidemia
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O LDL rico em triglicerideos pode sofrer hidrélise por lipase hepatica ou lipase
lipoproteica, o que leva a uma pequena e densa particula de LDL (sdLDL), em que
podem ser mais aterogénicas que as particulas de LDL, por serem mais susceptiveis
a oxidacao antes mesmo da captacao pelos macrofagos e por possuirem uma maior
afinidade aos proteoglicanos da parede arterial (KUMARI; KUMAR; KANT, 2019;
SACKS; CAMPOS, 2003).

Essas alteragcbes nos niveis do perfil lipidico, também denominada de
dislipidemia aterogénica esta intimamente relacionada com a Rl e & muitas vezes
visto como uma alteracéo precoce antes que a DM2 se desenvolva. Devido a essa
complexidade, trata-se entdo de fatores de risco que favorece o desenvolvimento de
risco cardiovascular nos portadores desta sindrome (BAHIRU et al., 2021).

A obesidade que também esta intimamente associada ao desenvolvimento de
DM2 e DCVs, apresentando também um efeito importante na modificacdo do perfil
de lipoproteinas e fatores associados a inflamagcdo sistémica e vascular.
Concentracdes exacerbadas de lipidios e apolipoproteinas podem produzir

mudancas conformacionais ou catabdlicas das particulas de lipoproteinas,



30

contribuindo para o aumento da lipolise e liberacdo de acidos graxos na circulacao,
resultando em um estado pré-aterogénico e pro-inflamatério (ORMAZABAL et al.,
2018).

2.1.4 Hipertenséao Arterial Sistémica

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) aumenta significativamente o risco de
doencas cardiacas, cerebrais e renais e é uma das principais causas de morte e
doencas em todo o mundo. Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude
(OPAS), a HAS afeta mais de 30% da populacao adulta entre 30 e 79 anos em todo
o mundo. Esse numero aumentou significativamente de 650 milhGes para 1,28
bilhdes nos ultimos 30 anos, e atualmente, cerca de 700 milhdes de pessoas
possuem hipertenso néo tratada (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE,
2021).

A pressdao arterial elevada é um dos critérios necessérios para o diagndstico
da SM, evidenciando que essa condicdo é encontrada em mais de 80% dos
individuos portadores da sindrome. Obesidade e RI apresentam mecanismos
fisiopatoldgicos que estdo fortemente associados a HAS (KUMARI; KUMAR; KANT,
2019).

Individuos obesos apresentam acumulo de tecido adiposo visceral (Figura 7A)
gue desempenha um importante papel na producdo e secrecdo de adipocinas,
induzindo distarbios metabdlicos. O excesso de TNF-a, IL-6, leptina, acidos graxos
nao esterificados, ativacdo do hipotalamo-hipéfise-adrenal e aumento na reabsorcéo
tubular renal (Figura 7B) com consequente retencdo de sédio, contribuem para o

desenvolvimento para o aumento da pressao arterial (Figura 7C) (KESSLER, 2021).
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Figura 7 — Doencgas Metabdlicas contribuintes para a HAS
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Fonte: A Autora (2022)

Quanto a RI, os individuos acometidos apresentam uma ativacdo do sistema
nervoso simpatico que regula positivamente os receptores da angiotensina Il e reduz
a sintese de NO (Figura 7D), levando ao aumento da frequéncia cardiaca e presséo
sanguinea (Figura 7C). Além disso, a insulina possui uma atividade anti-natriurética,
levando a uma retencdo de sodio e agua por uma reabsorcdo renal (VARGAS
VARGAS; VARELA MILLAN; FAJARDO BONILLA, 2021).

O sistema renina-angiotensina (RAS) também desempenha um papel na
regulacdo da pressao arterial pela modulacéo do ténus vascular e da funcéo renal.
Em individuos hipertensos, o RAS apresenta atividade excessiva do eixo Ang-
II/ACE/AT1R, este quando ativado induz constricbes excessivas das arteriais,
ocasionando disfungéo endotelial e aumento da presséo arterial (WU et al., 2018).

2.2 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose é uma doenca cardiovascular, tratando-se de uma condicao
inflamatoria crénica na camada intima do endotélio vascular através de um acumulo
de placas carregadas de lipidios, em artérias de médio e grande calibre, resultando

no estreitamento e enfraquecimento do vaso, e consequente comprometimento do
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fluxo sanguineo (FROSTEGARD, 2013; PEDRO-BOTET; CLIMENT; BENAIGES,
2020). Essa condicao patolégica quando afeta a circulagdo do coracéo, pode causar
infarto agudo do miocardio (IAM) ou condi¢cdes cronicas, como angina de peito
estavel. Além disso, a aterosclerose causa muitos acidentes vasculares cerebrais
isquémicos e pode levar a formacéo de aneurismas (STEFANADIS et al., 2017).

A doenca cardiovascular aterosclerética continua sendo uma das principais
causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (LIBBY, 2021). De acordo
com dados epidemioldgicos, mais de 17 milhdes de pessoas morreram de DCVs em
2019, numero que representa 32% de todas as mortes globais. Dentro desse
percentual de ébitos, cerca de 85% ocorrem devido a ataques cardiacos e acidentes
vasculares cerebrais (WHO, 2021b).

A aterosclerose € uma doenca multifatorial e por isso fatores ambientais,
imunologicos e genéticos atuam na formacédo do ateroma (VALANTI et al., 2021). A
doenca permanece despercebida no inicio do seu desenvolvimento até que o
entupimento do vaso, ruptura ou a eroséo da placa provoque a formacéo de trombos
que obstruem o0s vasos sanguineos causando danos no tecido que se torna
isquémico (AHMADI-ABHARI et al., 2017).

Diversos fatores de risco estdo associados a aterosclerose, sendo
classificados em fatores ndo modificaveis e fatores modificaveis. Os fatores nao
modificAveis sdo aqueles cujo individuo ndo possui controle, como, histérico familiar,
anormalidades genéticas e idade avancada. Os fatores de risco modificaveis sdo
agueles associados ao modo de vida e que podem ser controlados havendo a
mudanca de habitos, como por exemplo, obesidade, tabagismo, sedentarismo e
estresse, que podem desencadear a hipertensdo, diabetes e dislipidemia, e a
combinacdo entre elas, culminando na SM.

Hipdteses que explicam o desenvolvimento da placa aterosclerética atribuem
sua formacdo a uma resposta inflamatéria crébnica da parede arterial iniciada por
lesdo endotelial, sendo esse conceito denominado hip6tese de resposta a lesao
(STEFANADIS et al., 2017). A resposta inflamatéria na aterogénese € mediada por
alteracdes funcionais em células endoteliais, linfocitos T, macroéfagos derivados de
mondcitos e células do musculo liso (GISTERA; HANSSON, 2017).

Inicialmente, sabe-se que, em condi¢cdes normais, as ceélulas endoteliais

inibem a adeséo de leucocitos e plaquetas a superficie vascular. Injarias endoteliais
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estimulam essas células a ativar a expressdo de moléculas de adesao de células
(CAMs, do inglés cells adhesion molecules). Essas moléculas, por sua vez, estdo
associadas a adesdo precoce de leucoécitos, como por exemplo, os mondcitos, no
endotélio arterial em sitios de ateromas iniciais. As principais moléculas de adeséo
expressas sdo: moléculas de adeséo vascular VCAM-1 mediada pelo NF-kB, ICAM-
1 e E-selectina, ou também denominada de molécula de adesdo de fase aguda
(CUNNINGHAM; GOTLIEB, 2005; LlI; LI, 2015).

Acredita-se que a secrecdo de moléculas de adeséo é regulada por citocinas
sintetizadas em pequenas concentracdes pelo endotélio arterial. Destas se
destacam a IL-1, IL-4, TNF-a e interferon-y (IFNy) (GISTERA; HANSSON, 2017).
Devido a disfuncdo endotelial, as concentragcdes dessas citocinas aumentam e
estimulam a producdo das moléculas, além de favorecerem o recrutamento e
adesao dos mondcitos na superficie endotelial (CUNNINGHAM; GOTLIEB, 2005).

A interacdo de mondcitos e células endoteliais ativadas pela IL-4 € observada
em quatro fases distintas, a primeira € a fase de rolamento, onde se estabelece o
contato entre mondcitos e a superficie endotelial em condicdes hemodinamicas
normais, sendo mediada pela L-seletina; a segunda fase refere-se a fase de parada,
caracterizada pela ativacdo dos mondcitos que se conectam as moléculas de
adesdo (Figura 8A) (TEDGUI; MALLAT, 2006). Os mondcitos aderidos podem se
espalhar na superficie apical do endotélio, dando inicio a terceira fase, chamada de
espalhamento (Figura 8B). Quando espalhados, migram para as juncles
intercelulares e chegam a fase final, onde entram no espaco subendotelial por
diapedese (Figura 8C). A VCAM-1 liga-se a classe de leucocitos encontrados em
lesdes iniciais: mondcitos e linfocitos T (GEOVANINI; LIBBY, 2018; GISTERA;
HANSSON, 2017; WOLF; LEY, 2019).
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Figura 8 — Processo de formagéo da placa ateroscletorica
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Fonte: A Autora (2022)

Niveis elevados de lipidios podem lesionar as células endoteliais e estimular a
producdo de EROs (Figura 8D). A lipoproteina de baixa densidade (LDL, do inglés
low density lipoprotein) ao entrar na camada intima arterial direciona particulas de
NO - principal fator de relaxamento endotelial - em proteoglicanos no espaco
subendotelial, essa interacdo pode induzir o estresse oxidativo no LDL, formando o
LDL-ox, que desencadeia um processo inflamatorio, e leva ao desenvolvimento da
aterosclerose (ITABE, 2009; WU et al., 2017). Desse modo, os mondcitos, atraves
da ligacdo a receptores especificos e citocinas, também iniciam o processo de
rolamento para se aderirem na intima. Essa migracao sé é possivel devido a VCAM-
1, que aumenta a adesividade das células endoteliais expostas a LDL-ox. Ao se
aderirem, as células se diferenciam em macréfagos e englobam as moléculas de
LDLox (Figura 8E) (GISTERA; HANSSON, 2017).
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Os macrofagos, ao englobarem LDL-0x, apresentam essas particulas aos
receptores toll-like (TLR), como o TLR2 e TLR4, que reconhecem entre varios
componentes, os padrdes moleculares associados a danos (DAMPs, do inglés
damage-associated molecular pattern) (MILLER et al., 2003). Em seguida, o Myd88,
uma molécula sinalizadora, envia um sinal pré-aterosclerético pelo aumento da
expressdo do NF-kB, e consequentemente estimula citocinas pro-inflamatorias
como: IL-1B, IL-18, TNF-a e IL-6, induzindo a expressdo da molécula de adesé&o
ICAM-1, o que pode gerar um estresse hemodinamico (LIBBY; RIDKER; MASERI,
2002). Simultaneamente, o macréfago que expressa o receptor scavenger, captura o
LDL-ox para dentro da célula, porém, pela auséncia de enzimas que digerem essas
particulas, acumulam LDLox e se transformam em células espumosas, que ficam
presas na camada intima do endotélio vascular (Figura 6F). Além das células
espumosas, as placas ateroscleréticas sdo constituidas por diversos materiais
extracelulares, como por exemplo, cristais de colesterol e células em apoptose e
necrose (LIBBY, 2021; LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002; MILLER et al., 2003; WU et
al., 2017).

O endotélio € uma camada Unica e continua de células organizadas em forma
de fuso que separa o sangue da parede vascular, e em condi¢des fisiolégicas
normais, € responsavel pela homeostase e tbnus vascular (SHEN et al., 2021). O
fluxo sanguineo, com a sua forca de cisalhamento (shear stress), atua sobre as
células endoteliais através de uma cascata de eventos que conduzem a producédo de
NO, pela enzima eNOS (HEO; FUJIWARA; ABE, 2014; SOUILHOL et al., 2020).
Sendo assim, em condicbes de disfuncdo endotelial, as moléculas de LDLox
estimulam a producéo de moléculas pro-inflamatorias em células endoteliais, inibem
a producdo de NO, diminuem a acdo vaso-protetora e aumentam a turbuléncia do
fluxo sanguineo, causando ataques inflamatérios e hemodinamicos continuos na
lesdo da placa aterosclerotica (LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002). Essa disfuncdo
pode desencadear a formacgéo de trombos e causar infarto agudo do miocardio (IAM)
e acidente vascular encefélico (AVE) (FROSTEGARD, 2013; GISTERA; HANSSON,
2017).

As etiologias presentes na SM apresentam uma associacdo com o0
desenvolvimento da aterosclerose (ABOONABI; MEYER; SINGH, 2019). Na

obesidade, por exemplo, o desequilibrio de citocinas pré-inflamatérias e em
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consequéncia o aumento do estresse oxidativo, contribui para o risco cardio-
metabolico (COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES, 2013; LITVINOVA et al., 2014).
Além disso, estudo evidencia que para cada unidade de medida elevada do IMC,
ocorre um aumento de 8% no risco de DCVs (PROSPECTIVE STUDIES
COLLABORATION, 2009). Quanto a HAS, essa etiologia esta associada com o
enrijecimento da parede arterial e mudancas na estrutura vascular, como também
apresenta niveis elevados de mediadores pro-inflamatorios, resultando uma
interacdo entre pressao arterial elevada e inflamacéao, culminando na aterosclerose
(MULE, 2014; ROCHLANI et al., 2017).

Na hiperglicemia ocorre a inibicAo do efluxo de colesterol das células
periféricas para HDL, e desse modo, exposi¢cao a alta concentracdo de glicose nao
apresenta eficiéncia na remocado de lipidios, acumulando e formando células
espumosas. A RI é devido a qualquer alteracdo na cascata de sinalizacdo da
insulina, formando um elo entre a obesidade e HAS (LOPEZ-CANDALES et al.,
2017; TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006). Em relacdo a dislipidemia, essa
etiologia refere-se a um fator de risco independente da aterosclerose. Como descrito
por toda revisdo acima, a hipercolesterolemia - niveis elevados de LDL — inicia uma
cascata de eventos celulares e moleculares que, de acordo com a hip6tese de
resposta a lesdo, pode resultar na disfuncdo endotelial, formacao e instabilidade da
placa aterosclerética (ABOONABI; MEYER; SINGH, 2019; MAHALLE et al., 2014).
Diante disso, a regulacdo da SM é essencial para prevenir a progressao da
aterosclerose (XU et al.,, 2021). De um modo geral, a aterosclerose € uma
patogénese complexa que apresenta trés aspectos graves: inflamacéo, alteracoes
no metabolismo lipidico e disfuncéo endotelial (ABOONABI; MEYER; SINGH, 2019).

O sistema RAS tem uma participacdo importante na regulagcdo da resposta
inflamatoria, através do recrutamento de macréfagos para o local lesado e estimulo
da producao de citocinas pro-inflamatoérias, assim como a producédo de Angiotensina
Il (Ang-Il), componente do sistema, induz a formacgéo de placas ateroscleroticas em
estagios iniciais, estimula a produgcdo de EROs e diminui a geracdo de NO
(POZNYAK et al., 2021).
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2.3 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

O Sistema Renina Angiotensina (RAS) € um complexo hormonal que apresenta
um papel critico na fisiologia cardiovascular através de seus efeitos na regulacéo da
presséao arterial e o equilibrio da homeostase do corpo, modulando o ténus vascular.
O RAS e sistema nervoso simpético (SNS) estdo conectados por um relacionamento
de feedback positivo. Niveis aumentados de leptina e a resisténcia a insulina
aumentam a ativacdo do SNS e consequentemente do RAS (SARAFIDIS; BAKRIS,
2007).

O funcionamento do RAS ocorre por meio de dois cenarios (Figura 9): no sistema
classico, quando ocorre a falta de 4gua e sal, haverd a secrecao da renina do
aparelho justaglomerular do rim, que é ativada devido a diminuicdo da presséo renal,
excitacdo do nervo simpatico, diminuicdo dos niveis de sédio (Na) e absorcédo de
potassio (K) no sangue. A protease renina cliva angiotensinogénio produzida no
figado para formar angiotensina | (Ang-1), este ativa o hormdnio adrenal,
aldosterona, para contrair os vasos sanguineos e promover a absorcdo de Na
(PATEL et al., 2017).

Figura 9 — Mecanismo Classico e Alternativo do RAS
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Ang-l € enzimaticamente convertida em angiotensina Il (Ang-Il) pela enzima
conversora de angiotensina (ECA) na membrana da célula endotelial vascular. Ang-
II, através de seus receptores de angiotensina Il tipo 1 (AT1R), tem um forte efeito
vasoconstritor, promove a producdo e secrecdo de aldosterona pelas glandulas
suprarrenais e ativa a secrecdo de vasopressina pela glandula pituitaria. Assim,
esses hormodnios aumentam a pressédo sanguinea ao contrair 0s vasos sanguineos e
aumentam a absorcéo eletrolitica (PAZ OCARANZA et al., 2020).

O RAS também apresenta um mecanismo contra regulatorio, ou sistema
alternativo, promovido pela enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2). Nesse
caso, 0 ECA2 pode degradar a Ang-ll para produzir angiotensina 1-7, e pode
degradar a Ang-l para produzir a angiotensina 1-9 (Figura 4). Evidéncias apoiam que
estes sistemas funcionam para produzir efeitos opostos, sugerindo um papel de
contrapeso. De fato, o ECA2, através dos receptores de angiotensina Il tipo 2 e tipo
4 (AT2R e AT4R, respectivamente), pode desencadear a natriurese, reduzir os niveis
de inflamacgéo e apresentam um papel vasodilatador (PATEL et al., 2017; VARGAS
VARGAS; VARELA MILLAN; FAJARDO BONILLA, 2021).

Quando a degradacao da Ang-ll por ECA2 néo é eficiente, os AT1Rs sdo super
estimulados. A estimulacdo exacerbada desses receptores pode causar efeitos
deletérios, como danos as células endoteliais (vasculopatia), trombose
(coagulopatia) e inflamacdo multissistémica. Desse modo, altos niveis de Ang-Il, o
principal produto da ECA, resultam em varias vias de transducfes de sinal, como
ativacdo da proteina quinase C (PKC) e a proteina ativadora 1 (AP-1) e esta
envolvida na producgédo de radicais livres e regulagdo da sintese celular de varias
moléculas, como citocinas, quimiocinas e fatores de transcricdo (THETHI,
KAMIYAMA; KOBORI, 2012).

A ativacdo de ATiR por ECA/Ang-ll induz a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas, ocasionando senescéncia celular e inflamagéo. PKC
aumenta a atividade de enzima pleiotropica desintegrina e metaloprotease 17
(ADAM17). Quando essa enzima € ativada, muitas proteinas de membrana, como
IL-6R e ECA2, sdo clivadas. Como resultado, a ativacdo de substancias proé-
inflamatorias como IL-6, transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3),
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e TNF-a levam a uma
inflamacéo crénica (YAMAMOTO et al., 2021).
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Esse desequilibrio do RAS esté intimamente associado as doengas mais comuns
da humanidade, como as que compdem a SM, obesidade, hipertensao e resisténcia
a insulina, sendo assim, obtendo maior predisposicdo a doencas ateroscleroticas e
risco cardiovascular (DE KLOET; KRAUSE; WOODS, 2010a).

Na hipertenséo, as constricbes excessivas das artérias causam aumento da
pressdo sanguinea, ocasionando um comprometimento endotelial e fragilidade
vascular. Quanto a obesidade, a Ang-ll promove o crescimento de adipdcitos e
diferenciacdo, que por sua vez secretam adipocinas pro-inflamatérias,
especificamente a leptina. O acumulo de tecido adiposo na regido abdominal
ocasiona altos niveis de inflamacgéo, assim como também eleva a pressao arterial e
os niveis de glicidios e lipidios. Em relacdo a DM ainda n&o existe um mecanismo
claro que o RAS participe do desenvolvimento direto dessa doenca metabdlica,
estudos pré-clinicos sugerem que a Ang-ll afeta a homeostase da glicose por meio
da inibicdo da transducédo do sinal da insulina, reducdo da captacédo de glicose,
resisténcia a insulina e destruicdo das células B-pancreaticas por inducdo do
estresse oxidativo (VARGAS VARGAS; VARELA MILLAN; FAJARDO BONILLA,
2021).

2.3.1 Gene ACE

A ECA é um componente chave do RAS que contribui para regulacdo da
pressdo arterial e desempenha papel importante na producdo de Ang-ll. O gene
ACE esta localizado no cromossomo 17, especificamente na regido 17g23.3. E
composto por 26 éxons, 26 introns e possui 21kB. Mais de 160 polimorfismos s&o
conhecidos para o gene ACE, sendo a maioria deles polimorfismos de nucleotideo
anico (SNP) (VASUDEVA; BALYAN; MUNSHI, 2020).

O polimorfismo mais estudado do ACE € o I/D (rs1799752), causado pela
insergéo (1) ou delecdo (D) de um elemento Aluminio (Alu) de 287 pares de bases no
intron 16. Os niveis plasmaticos da ACE estéo relacionados ao polimorfismo I/D do
gene ACE em humanos, sendo que a delecdo de uma sequéncia encontrada no
intron 16 est4d associada a maiores niveis de transcricio de mMRNA e
consequentemente, maior expressdao da ACE (RAHIMI; MORADI; NASRI, 2014;
SAYED-TABATABAEI et al., 2006).
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O ACE apresenta uma isoforma com 150-180kDa, sendo expressa em células
somaticas, como as endoteliais, epiteliais e neuroepiteliais, possui dois dominios
homologos cada um com seu sitio catalitico préprio, os dominios N- e C. Essa
isoforma é codificada pelo gene completo, transcrita a partir dos éxons 1 a 26 com
excecao do éxon 13, no qual € removido por splicing. A outra isoforma apresenta
110kDa e é encontrada em células germinativas masculinas e apresenta um unico
sitio ativo, o dominio C-. E transcrita a partir de um promotor presente no intron 12,
sendo formada do éxon 13 ao 26. O dominio C- possui maior afinidade com Ang-Il, o
que sugere o papel regulatério do sistema renina-angiotensina (YAMAMOTO et al.,
2021).

Além de regular a pressdo arterial, vasoconstricdo, ingestdo de sodio e
excrecdo de potassio, o gene ACE esta intimamente envolvido na ativacdo das
respostas imunologicas. As respostas imunes inatas e adaptativas sdo elaboradas
devido a atuacdo das células dendriticas, mondécitos/macréfagos, e células natural
killer (NK) participando do dano ao 6rgdo-alvo, e muitos desses processos
patolégicos sdo atribuidos a ativacdo excessiva do tecido, exercida especialmente
pela Ang-Il (ZHANG et al., 2021).

Essa atividade excessiva da ECA é um dos principais determinantes de
doencas cardio-metabdlicas. Quando o0s vasos sanguineos sdo comprometidos
devido a hipertensédo, obesidade ou diabetes, as células endoteliais sédo danificadas
e a sua funcdo para prevenir aterosclerose é perdida. Isso ocorre pois 0s
macrofagos sdo abundantes nas placas aterosclerdticas e expressam ACE,
consequentemente o aumento de Ang-ll induz a expressédo de MCP-1, VCAM-1 e E-
selectina; migracdo de células endoteliais e a adesdo de células monociticas
humanas. A Ang-ll também desempenha papel critico em doencas inflamatérias e
recrutamento de macréfagos como um fator pré-inflamatério (YAMAMOTO et al.,
2021).

2.4 MARCADORES INFLAMATORIOS DA SINDROME METABOLICA

A inflamacdo esta envolvida no equilibrio do organismo, na regulacdo da
homeostase e nos processos regenerativos, sendo, portanto, uma resposta
fisiol6gica do organismo a estimulos quimicos, fisicos ou biol6gicos (MONTEIRO;
AZEVEDO, 2010). Também esta envolvida em reacfes de fase aguda e resposta
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imunolégicas contra patdogenos e danos oxidativos (HIRANO, 2021). A inflamacéo é
caracterizada pela producdo de mediadores inflamatérios, que por sua vez
desregulam a homeostase tecidual e culminando em doencas inflamatdrias cronicas
nao-transmissiveis, como SM e DCVs (LEUTI et al., 2020; VOLP et al., 2008).

A SM é reconhecida como um estado pré-inflamatério e pro-trombotico, a
obesidade é considerada o fator de risco central, enquanto a resisténcia a insulina é
considerada um elo que faz com que os outros fatores, como dislipidemia e
hipertensdo, se agrupem e formem uma Unica fisiopatologia. Defeitos da acdo da
insulina nos tecidos-alvo (musculo, figado e tecido adiposo) induz a uma reducao na
sintese do glicogénio e transporte de glicose, reducdo da eficacia das vias de
sinalizacdo e descompensacao das células B-pancreaticas para manter a glicemia,
todo esse conjunto leva ao aumento do processo inflamatério créonico (GLUVIC et al.,
2016).

Quanto a obesidade, o tecido adiposo € considerado um 6rgado endocrino e
paracrino biologicamente ativo. Os adipécitos sofrem hipertrofia e hiperplasia em
resposta ao excesso nutricional o que pode fazer com que as células ultrapassem
seu suprimento sanguineo com a inducdo de um estado de hipoxia. A hipéxia pode
levar a necrose celular com infiltragdo de macrofagos e producdo de adipocinas
(KUMARI; KUMAR; KANT, 2019).

Uma variedade de células do sistema imune participa do processo complexo
da inflamacédo, como linfécitos B, linfécitos T, células mieloides, células epiteliais,
fibroblastos, células endoteliais, células musculares e adipécitos, estas interagem
entre si através de fatores sollveis, como citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, induzindo a resposta inflamatéria (HIRANO, 2021). Citocinas pro-
inflamatorias, como IL-18 e IL-6, e citocina anti-inflamatoéria, como IL-10, podem
desempenhar papéis na inflamacdo e ser considerados como biomarcadores

inflamatoérios em individuos acometidos com a SM.

241 IL-6

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pleiotropica, pro-inflamatoria, que
apresenta diversos papeis fisiopatoldgicos. A IL-6 também esta envolvida na
inflamacéo, resposta imune, hematopoiese, desenvolvimento embrionario e outros
processos fundamentais (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).
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O gene que codifica IL-6 est& localizado no cromossomo 7, na regido 7p15.3,
e sua proteina traduzida € secretada por mondcitos, macréfagos, osteoblastos,
adipdcitos, células endoteliais, células p-pancreaticas e midcitos. Devido a isso, essa
citocina apresenta muitas fun¢des endocrinas, entretanto, mesmo presente em
diversos tipos celulares, a IL-6 € bastante produzida e liberada pelos adipdcitos do
tecido adiposo branco. Os individuos obesos possuem um estado cronico de
inflamacé&o de baixo grau e infiltragcdo de macréfagos nas células do tecido adiposo e
desse modo, a IL-6 esta presente na regulacdo de varios aspectos metabdlicos,
como eliminagdo de glicose, lipolise, metabolismo oxidativo e gasto de energia
(JORGE et al., 2017; SAGIV-FRIEDGUT et al., 2010; TANAKA; NARAZAKI,
KISHIMOTO, 2014).

Essa citocina atua em diferentes érgaos e tecidos, isoladamente ou em
conjunto com outros biomarcadores modula o processo inflamatério local e
sistémico, devido a sua associacdo com a RI, hipertensado, aterosclerose e eventos
cardiovasculares. Notavelmente, pacientes que apresentam essas caracteristicas da
SM citadas acima, também apresentam niveis elevados dessa citocina
(MCCRACKEN; MONAGHAN; SREENIVASAN, 2018).

A sintese da IL-6 ocorre quando as células imunes reconhecem padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated
molecular pattern) - moléculas exdégenas microbianas - ou DAMPs - moléculas que
causam danos teciduais e morte celular, como necrose e piroptose. Diante disso,
individuos com doencas cardio-metabdlicas apresentam a liberacdo de DAMPs por
meio de moléculas secretadas por adipécitos e/ou células endoteliais quando sofrem
estresse oxidativo por ROS, estas sao reconhecidas por receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs), como por exemplo, os TLRs e uma diversidade
de outros receptores, como receptores indutiveis por acido retindico, receptores
semelhantes a dominios de oligomerizacdo de ligacdo a nucleotideos e receptores
de DNA, sédo ativados. Estes estimulam elementos para a ligacdo do fator de
transcricdo, como proteina ativadora 1 (AP-1) e elementos responsivos ao
monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), e as vias de sinalizacdo como NF-kB e via
STAT-3, que apresentam uma interacado sinérgica, quando ativadas aumentam a
transcricdo do mRNA de diversas citocinas inflamatorias, como a IL-6 (HIRANO,
2021; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). O controle pdés-transcricional do
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MRNA do IL-6 também é envolvido na sua expressao génica. Isso ocorre quando um
microRNA induzido por STAT3 ativa NF-kB, resultando na indu¢cédo da expresséo do
IL-6 (HIRANO, 2021).

Todo esse mecanismo molecular da sinalizacdo de IL-6 descrito acima, €
mediado pelo receptor da IL-6 (IL-6R) que é composto por uma molécula de receptor
de ligacdo a da IL-6 (IL-6Ra) e por meio de um transdutor de sinal, a proteina de
sinalizacdo IL6ST, também conhecida como gpl130. Para a atividade da IL-6, uma
sinalizacdo candnica é emitida a partir da sua ligacdo ao complexo IL-6Ra/gp130 na
superficie da membrana plasméatica, sendo expressa geralmente em linfocitos e
hepatdcitos. No entanto, a IL-6 também apresenta a sinalizacdo nao-canbnica (ou
sinalizacao trans), em que ocorre a interligacdo com a forma soltvel de IL-6Ra (slL-
6Ra) e pode atuar em células que expressam apenas gp130, como células do
musculo cardiaco e adipdcitos. Tanto a forma canbnica, quanto a nado-candnica
ativam a via JAK1-STATS3 e estimulam a sinalizacéao de IL-6. Nos hepatdcitos, causa
o0 aumento da tolerancia a glicose e a insulina, no tecido adiposo aumenta a
secrecao de leptina, aumenta a lipGlise e promove a gliconeogénese hepética. Nas
células endoteliais, o0 sIL-6Ra, induz ativacdo de STAT3, expressao de quimiocinas e
aumento de ICAM-1, contribuindo para inflamacéo local e ativando o recrutamento
de leucacitos (HAN et al., 2020; HIRANO, 2021).

2.4.2 IL-1B

A interleucina 1-beta (IL-1B) pertencente a familia das IL-1, € uma das
principais citocinas pro-inflamatoérias sintetizada predominantemente por monaocitos,
macréfagos e células dendriticas. E considerado um contribuidor chave para a
patogénese de doencas metabdlicas (MAI; LIAO, 2020).

O gene IL-18 esta localizado no cromossomo 2, na regido 2q13, e o controle
da sua producédo é rigidamente regulado e depende de dois sinais. O primeiro, um
sinal pro-inflamatério estimula a transcricdo de IL-78 com armazenamento
subsequente de pré-IL-1B inativo na célula. Um segundo sinal, entdo, induz a
producdo de IL-1B8 madura ativa por clivagem de seu precursor, a proteina pro- IL-
18, pela enzima caspase-1, que é ativada em um grande complexo multiproteico
plasmatico denominado inflamassoma (ESSER et al., 2014b), que é abordado com

mais detalhes abaixo.
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Inflamassomas sdo componentes centrais da resposta imunoldgica inata e
podem reconhecer produtos microbianos, relacionados a PAMPs, e moléculas
endogenas, relacionadas a DAMPs, por PRRs. A ativacdo desse complexo ocorre
pelo reconhecimento de receptores do tipo NOD, pertencentes a familia NOD like
receptors (NLRs). Entre varios NLRs que formam o complexo inflamassoma,
evidéncias indicam um papel importante da familia NLRP3 na progressdo da
obesidade ao DM2 (GREBE; HOSS; LATZ, 2018).

Estruturalmente o NLRP3 é constituido de um dominio NACHT, um dominio
pirina (PYD), uma repeticao rica em leucinas (LRRs) e um dominio de recrutamento
de caspases (CARD). Diante de uma exposicdo da célula a determinado risco,
ocorre a oligomerizagdo do receptor e incorporacao dos dominios PYD e CARD,
formando uma proteina adaptadora ASC (ou PYCARD). Desse modo, o dominio
CARD se liga a proé-caspase-1 que ao se autoclivar forma a caspase-1 ativa, sendo
capaz de processar a pro-IL-1B em citocina ativa. A ativacdo canbnica desse
complexo requer dois sinais independentes: um sinal de preparacao inicial e um
outro sinal para o NLRP3 ser totalmente ativado (KELLEY et al., 2019; MAI; LIAO,
2020; MANGAN et al., 2018).

O sinal primario comeca quando PAMPs, e outros mediadores inflamatérios
como IL-1B8 e TNF-a, se ligam a seus respectivos receptores, e induzem a ativagéo
do NF-kB, que promove a transcricdo de genes dependentes de NF-kB, como
NLRP3, pro-IL-1 e pré-I1L-18. Um segundo sinal pode ser iniciado através de varios
estimulos extracelulares, como cristais de colesterol e &cido Urico, que induzem a
liberacdo de ROS e desencadeia danos mitocondriais, promovendo a oligomerizacao
do NLRP3 (LOPEZ-REYES et al., 2020), como descrito anteriormente.

Essa via de sinal NF-kB é ativada através da fosforilagdo e ubiquitinagéo apés
a ligacao de IL-1B a IL-1R1, por exemplo. Apés a ativagdo dos sinais inflamatorios, a
IKB quinase (IKK) fosforila a proteina IkBa, levando a ubiquitinacdo desta e a
separagao do IkBa do NF-kB. NF-kB é assim ativado e transloca-se para o ndcleo, entao
se liga a sequéncias de DNA especificas. Em seguida, o complexo DNA/NF- kB
recruta outras proteinas e aumenta a transcricdo e tradugcdo de genes mediadores
inflamatorios (GREBE; HOSS; LATZ, 2018).

Para a ativacdo final do NLRP3, ocorre a clivagem da gasdermina D

(GSDMD) pela caspase-1, resultado na liberagdo de fragmentos N-terminais de
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GSDMD, o que permite a formacdo de poros nas membranas celulares. Diante da
formacdo desses poros, ocorrera a liberacdo desenfreada do conteudo citosolico,
causando a disseminacdo de IL-18 que induzem a morte celular por piroptose
(BIASIZZO; KOPITAR-JERALA, 2020; LIU et al., 2016).

A ativacdo do NLRP3 e a producgéo subsequente de IL-13 € encontrada nas
células B-pancreaticas e macrofagos filtrantes das ilhotas induzida pela exposicéo
cronica a altos niveis de acidos graxos livres e glicose, levando ao aumento da
apoptose e secregao da insulina pelas células B-pancréaticas (SCHULZE et al.,
2020).

O NLRP3 atua como um sensor de perigo metabdlico que se acumulam
durante a obesidade, incluindo niveis elevados de glicose e &cidos graxos livres
saturados. Outros sinais proé-inflamatérios como os cristais de colesterol ou
lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL-0x) acumulada sob a regido intima do
musculo cardiaco, trazendo multiplos efeitos na aterosclerose. Sendo assim, a sua
ativacdo e expressao génica resulta na expressdo da IL-1B3, desencadeando uma
inflamacé&o exacerbada (MUHAMMAD; AYOUB; IRATNI, 2021).

2.4.3 IL-10

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina com func¢des imunossupressoras
pleiotropicas e uma potente mediadora anti-inflamatéria (WANG et al., 2019). E
produzida principalmente por células CD8+, mas também é expressa por células
Th2, como outras do sistema imune inato e adaptativo, entre elas, o0s
monocitos/macréfagos, células dendriticas, mastécitos, eosindfilos, neutrofilos,
células NK, células TCD4+ e células B (SUN et al., 2021).

Quanto a funcéo bioldgica, a principal atuacdo conhecida da IL-10 é inibir a
ativacdo de células Thl, e diminuir a funcéo citolitica e secretora de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1B, IL-6, IFN-y e TNF-a, e consequentemente facilitar o
desenvolvimento de respostas Th2, evitando dano ao individuo e mantendo a
integridade da funcéo tecidual (SARAIVA; VIEIRA; O'GARRA, 2020).

Em relacdo a estrutura e funcéo génica, o IL-10 esta localizado no cromossomo 1
(1q) e possui polimorfismos funcionais na regido promotora, que incluem duas
repeticbes dinucleotidicas de citosina e adenina e trés bialélicos (-1082, -819 e -
592), designados a partir do sitio de inicio da transcricdo (+1) (STANCZUK et al.,
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2001). A IL-10 apresenta uma estrutura homodimérica e sinaliza através de
receptores heterodimeros, compostos por subunidades alfa e beta do receptor de
classe Il. A subunidade alfa apresenta maior afinidade para o ligante da citocina,
guando comparado a subunidade beta, e por isso, a IL-10 usa exclusivamente IL-
10RA, que é altamente expresso em leucdcitos (AIT-OUFELLA et al., 2011).

Este receptor sinaliza através de Janus tirosina quinases (JAKs, do inglés Janus
thyrosine kinases) e transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STATSs, do
inglés signal transducers and activators of transcription). A subunidade alfa esta
associada a Jakl, enquanto Jak2 ou Tyk2 estéo ligados a subunidade beta. Quando
ocorre a ligacdo do ligante da IL-10, inicia-se o recrutamento e fosforilacdo de
STATS, principalmente a STAT1 ou STAT3, que por sua vez formam homodimeros e
heterodimeros que se translocam para o nudcleo e consequentemente induzir a
transcricdo (NEUMANN; SCHEFFOLD; RUTZ, 2019; SARAIVA; VIEIRA; O'GARRA,
2020).

Doencas cardio-metabdlicas sd@o conhecidas pela alteracdo da resposta
imunolégica e desbalango das citocinas pro- e anti-inflamatorias. Por inibir a sintese
de citocinas, niveis circulantes de IL-10 elevados promove um efeito anti-inflamatério
e melhor progndstico, jA baixos niveis circulantes de IL-10 podem trazer a
informacé&o de pior evolucao clinica (BARCELOS et al., 2019; RAFAQAT, 2021). Em
um estudo transversal foi visto diminuicdo dos niveis de IL-10 em mulheres obesas
em comparacao a mulheres com peso normal (ESPOSITO et al., 2003). Da mesma
forma, estudo proposto por (van Exel et al. 2002) relataram niveis diminuidos de IL-
10 em individuos com SM e DM2.

Em relacdo a aterosclerose, a IL-10 inibe a atividade das células espumosas,
alterando o metabolismo lipidico. Além disso, exerce efeitos anti aterogénicos
durante o desenvolvimento da placa aterosclerotica, uma vez que a aterogénese é
iniciada pelo recrutamento de monocitos para a camada intima do endotélio
vascular, seguido por uma ativacao inflamatoria (RAFAQAT, 2021). Estudo em
humanos revela que a IL-10 pode reduzir a gravidade das respostas inflamatorias e
contribuir para melhorar a funcdo e remodelagédo do ventriculo esquerdo com efeitos
na ativacao da fibrose e angiogénese apos infarto do miocardio (KRISHNAMURTHY
et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS DE ESTUDO, EXAMES CLINICOS E
BIOQUIMICOS

A pesquisa realizada foi um estudo experimental, analitico e prospectivo, no

qual foi incluido um total de 133 individuos. Estes individuos foram distribuidos em
quatro grupos: individuos com SM, individuos com duas caracteristicas clinicas
(2CC), individuos com uma caracteristica clinica (1CC) e um grupo englobando
controles saudaveis. Os critérios de inclusdo e exclusdo séo relatados na tabela 1. O
grupo de SM contabilizou 56 individuos que tiveram lesfBes ateroscleréticas
confirmadas pelo exame de angiografia e entdo subdivididas em dois grupos de
acordo com a gravidade da doenca. O grupo de individuos com lesbes
ateroscleroticas severas (LAS, n = 25) foi caracterizado pela presenca de trés ou
mais estenoses que acometeram pelo menos 70% do vaso, enquanto para 0 grupo
de individuos com lesbes ateroscleréticas primarias (LAP, n = 25) foi incluido um
maximo de trés estenoses envolvendo até 30% da artéria, descrito na Tabela 1 —
estes critérios foram definidos em conjunto com o médico especialista e conforme
estudo de BORBOREMA et al. (2020). Os individuos dos grupos de 1CC (n = 31) e
2CC (n = 22) apresentavam doencas cardio-metabdlica, como: HAS, dislipidemia,
circunferéncia abdominal elevada e/ou obesidade. O grupo controle foi composto por
24 individuos saudaveis que ndo apresentavam nenhum dos critérios de excluséo
para doencas cardio-metabdlicas, citadas anteriormente ou quaisquer condi¢cdes

inflamatorias e infecciosas cronicas, bem como autoimunes.

Todos os individuos participantes foram recrutados/coletados no Laboratério
de Hemodinamica, do Hospital da llha do Leite, Recife/PE — Brasil, e o estudo foi
desenvolvido no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), no setor de
Biologia Molecular e no Laboratério de Genética e Biologia Molecular Humana
(LGBMH), ambos na UFPE.

3.2 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com os padrdes éticos do
comité de pesquisa institucional e/ou nacional e com a declaracdo de Helsinque de
1964 e suas alteracOes posteriores ou padrdes éticos comparaveis (Comité Nacional
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de Etica em Pesquisa com Amostras Bioldgicas Humanas — PLATAFORMA BRASIL,
sob 0 numero de registro 16441813.1.0000.5208). Os individuos inclusos no estudo
preenchem os critérios de inclusdo/exclusdo e s6 participaram da pesquisa apés
concordarem e assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).
Além disso, as participa¢cfes foram de forma voluntéria e ndo resultaram em impacto

no tratamento médico.
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Tabela 1 — Critérios de Inclusdo e Exclusdo dos Individuos do Estudo

Individuos com doencas cardio- Controles
metabdlicasaP-c Saudaveis
Critério de Inclusdo Critério de Critério de Critério de
Exclusao Inclusao Exclusao
Hipertensdo arterial Individuos com Individuos Individuos com
sistémica doencas Saudaveis obesidade,
oibes  melius AT e
(Resisténcia a Insulina e autoimune diabetes mellitus’
hiperglicemia) ’
s _ doencas
Dislipidemia inflamatdrias
Circunferéncia cronicas,
abdominal elevada infecciosas  ou
. autoimune.
Obesidade
Subgrupos para

Individuos com SM:

Individuos com LesOes
Severas (LAG)

Individuos com = 3 Individuos com <

estenoses afetando = 3 estenoses
70% do vaso afetando = 70%
do vaso

Individuos com Lesobes
Primarias (LAI)

Individuos com < 3 Individuos com >

estenoses afetando =< 3 estenoses
30% do vaso afetando £ 30%
dos vasos

aPara individuos com SM: ter pelo menos trés das cinco principais condi¢8es clinicas.
bPara individuos com 2CC: ter exatamente duas das cinco principais condigées clinicas.
¢Para individuos com 1CC: ter exatamente uma das cinco principais condi¢des clinicas.
Fonte: A Autora (2022)
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3.3 ISOLAMENTO DE RNA

O RNA total foi isolado usando o reagente Trizol® e seguindo as instrucdes
do fabricante. Ap0s a coleta de sangue total periférico em tubo com acido
etilenodiaminotetracético (E.D.T.A)., 250uL de sangue total foi transferido para um
tubo com 750uL de Trizol® e homogeneizado vigorosamente, seguindo para um
periodo de 10 minutos de descanso em temperatura ambiente, essas células foram
transferidas para um tubo, onde foi acrescentado 150uL de cloroférmio, em seguida
realizou uma agitacédo vigorosa e os tubos centrifugados a 12.000rpm, durante 15
minutos a 4°C.

Apébs a separacao por gradiente de densidade, apenas a fase translicida do
material foi transferida para um outro tubo, no qual acrescentou-se a amostra 375uL
de isopropanol (100%) para fixacdo do RNA.

A amostra foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugada
a 12.000rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, e ao pellet
adicionado 750uL de etanol (75%). O tubo foi vortexado brevemente e centrifugado
a 7.500rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, e ap0s secagem
completa da amostra, o pellet ressuspendido em 30uL agua ultrapura. A amostra
homogeneizada ficou incubada a 55°C por 15 minutos.

O controle de qualidade das amostras foi realizado através de
espectrofotometria (Nanodrop 2000c — Thermo Scientific) para quantificacdo de
acidos nucleicos e por eletroforese para verificacdo da integridade do material. A
eletroforese foi feita em gel de agarose a 0,8%, tampéo TBE a 0,5x (tris, acido bérico
e EDTA) e 4pL de brometo de etidio RNAse free a 1%, durante 20 minutos a 60

volts, para posterior visualizagdo da amostra no transiluminador.

3.4 SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR (CDNA)

A concentracdo padrdo de RNA total para sintese de cDNA considerada
padrdo neste trabalho foi de 500ng. O cDNA foi sintetizado usando o kit comercial
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher). Inicialmente 500ng
de RNA foram diluidos em 10uL de agua. Na amostra foi adicionado 10uL de um mix
composto por 10x RT Buffer, 25x dNTP Mix (100mM), 10x RT Random Primers e
MultiScribe Reverse Transcriptase. Em seguida, a amostra foi encaminhada ao

termociclador para um ciclo de 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e 5 minutos a
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85°C. Por fim, a amostra foi diluida em 80uL de agua e armazenada em freezer a -
20°C.

3.5 ENSAIOS DE EXPRESSAO GENICA

Os ensaios de expressdo génica foram realizados de acordo com a normas
propostas de padronizacdo por Livak (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Foram usadas
sondas fluorogénicas especificas do tipo Tagman (Thermo Fisher Scientific), para os
genes alvo ACE (Hs00174179 mi), IL-18 (Hs01555410 ml), IL-6
(Hs00174131_m1) e IL-10 (Hs00961622_m1)

A normalizacdo da expressao relativa dos genes alvos foi realizada com o
gene endogeno -2 microglobulin (B2M), de acordo com indicacdo de estabilidade
da expressdo em sangue periférico e o ensaio foi realizado usando metodologia de
SyBR Green (F- TGAGTGGCATGAAGAAGGTGT e R-
GGCAGTTCTTTGCCCTCTCT). Os ensaios foram realizados em triplicata técnica.

Inicialmente as amostras de cDNA foram descongeladas. O preparo da
reacao iniciou-se aplicando 2uL da amostra em placa/tubo 6ptico e adicionado uma
reacdo composta de 6uL agua ultrapura, 6uL TagMan® MasterMix Universal
(Thermo Fisher Scientific) e 0,6pL de cada sonda de expressdo TagMan® para 0s
genes ACE, IL-18, IL-6 e IL-10, obtendo um total de 14,6uL/poco. Para o gene B2M
a reacao foi composta por 2uL 4,4uL agua ultrapura, 3uL SyBR Green mix e 1,6l
dos pares de iniciadores foward/reverse (F/R), obtendo um total de 11uL/poco.

Os ensaios de quantificagdo foram realizados no equipamento ABI7500
(Applied biosystems) e o método de andlise foi pela equagdo 222Cd para a

quantificacdo relativa da expressao génica.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios de expressao génica foram realizados em triplicata técnica e os
resultados apresentados por meédia do grupo e desvio padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas no software R, versdo 4.1.2. Para verificar a distribuigdo
das amostras, foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Por fim, o teste
paramétrico Teste T Student ou One-Way ANOVA foram aplicados nas analises
normalizadas, e o teste ndo-paramétrico Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis foi
aplicado nas analises ndao normalizadas, considerando como estatisticamente

significante p < 0,05 em um intervalo de confianca de 95%.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS INDIVIDUOS EM
ESTUDO

A tabela 2 apresenta os aspectos demogréficos e clinicos dos individuos com
SM e com outras condic¢des clinicas, este subdividido em 1CC e 2CC. Quanto ao
género, nota-se que 67,85% dos individuos com SM sdo do género feminino, e em
relacdo a outras condi¢cbes clinicas, sdo representados com maior percentual do
género masculino, indicando 51,62% para 1CC e 63,64% para 2CC. Quanto a idade,
observa-se uma média de 64,5 anos (+11,38) para individuos com SM, média de 62
anos (+10,53) para individuos com 1CC e média de 59 anos (x10,86) para individuos
com 2CC. Em relacdo a etnia, os individuos com SM que se autodeclararam pardos
apresentam maior percentual com 46,42%, assim como 0s individuos com 2CC com
percentual de 45,45%.

Nos aspectos clinicos, 94,65% dos individuos apresentam HAS como uma
das caracteristicas clinicas da SM, enquanto DM2 e dislipidemia apresentam 60,7%
e 73,2%, respectivamente. O IMC nesses individuos é observado em média de
29,21kg/m2, enquanto para circunferéncia abdominal a média é de 103,16cm para
homens e 104,98cm para mulheres. Nos individuos com 1CC, 25,8% apresentam
HAS, 35,48% apresentam dislipidemia, a média do IMC com cerca de 27kg/mz?, e a
circunferéncia abdominal com média de 107cm para homens e 88,8cm para
mulheres. Quanto aos individuos com 2CC 86,36% apresentam HAS, 27,27%
apresentam DM2 e 50% com dislipidemia. Quanto ao IMC, apresentam em média
25,18kg/cm? e a circunferéncia abdominal de 103,57cm para homens e 94,75cm
para mulheres.

Em relacdo aos controles, também descrito na tabela 2, quanto aos aspectos
demograficos 54,16% s&o do género feminino, a média de idade é 36 anos e a etnia
mais prevalente é parda com 45,83%. Quanto aos aspectos clinicos, nenhum dos
pacientes apresentaram disturbios cardio-metabdlico como HAS, DM2 e dislipidemia.
A média de IMC é 25,45kg/m? e a circunferéncia abdominal é de 88cm para

mulheres e 95cm para homens.
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Tabela 2 — Caracteristicas Clinicas e Demogréficas dos Individuos com SM e Controles

Saudaveis
Variaveis Controles Individuos com  Individuos com condi¢fes
SM clinicas
1CCN=31 2CCN=22
N = 24 (%) N = 56 (%) (%) (%)
Sexo
Feminino 13 (54,16%) 38 (67,85%) 15 (48,38%) 8 (36,36%)
Masculino 11 (45,84%) 18 (32,15%) 16 (51,62%) 14 (63,64%)
Etnia
Branco 9 (37,5%) 21 (37,5%) 2 (6,45%) 5(22,72%)
Pardo 11 (45,83%) 26 (46,42%) 1 (3,22%) 10 (45,45%)
Negro 3 (12,5%) 8 (14,28%) 2 (6,45%) 1 (4,54%)
Nao informado 2 (8,33%) 1(1,8%) 25 (83,88%) 6 (27,29%)
Idade (anos)
Média (DP) 36 (+6,37) 64,5 (+11,38)* 62 (+x10,53)* 59 (+10,86)*
IMC (Kg/m?)
Média (DP) 25,45 (+2,86) 29,21 (+4,03)* 27 (£3,63) 25,18 (+5,19)
Circunferéncia
Abdominal (cm)
Homens (DP) 103,57
95 (+11,76) 103,16 (+9,56) 107 (£7,07) (£12,75)
Mulheres (DP) 94,75
88 (£5,67) 104,98 (+11,83) 88,8 (+8,72) (+15,19)
HAS
Sim (%) 0 (0%) 53 (94,65%) 8 (25,8%) 19 (86,36%)
Nao (%) 24 (100%) 3 (5,35%) 23 (74,2%) 3 (13,64%)
DM2
Sim (%) 0 (0%) 34 (60,7%) 0 (0%) 6 (27,27%)
Nao (%) 24 (100%) 22 (39,3%) 31 (100%) 16 (72,73%)
Dislipidemia
Sim (%) 0 (0%) 41 (73,2%) 11 (35,48%) 11 (50%)
N&o (%) 24 (100%) 15 (26,8%) 20 (64,52%) 11 (50%)
LesOes
Ateroscleroticas
Leve (%) - 25 (50%) - -
Grave (%) - 25 (50%) - -

DP: desvio padrdo, 1CC: uma condi¢do clinica, 2CC: duas condic¢des clinicas, * p < 0,05 quando

comparado ao controle
Fonte: A Autora (2022)



54

4.2 PERFIL DE EXPRESSAO GENICA NA SINDROME METABOLICA

Para os niveis de mRNA dos genes ACE, IL-6, IL-18 e IL-10 (Gréafico 1) em
individuos com SM (n=56), comparando aos individuos controles (n=24),
encontramos uma regulacdo positiva de 2,226 vezes (p=9,4x10°) do gene ACE,
1,526 vezes (p=0,001483) do IL-6, 1,445 vezes (p=0,005129) do IL-18 e 1,304 vezes
(p=1,202x10°) do IL-10.

Gréfico 1 — Analise de Expresséo Génica entre individuos com SM vs controles
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Nota: *p < 0,05
Fonte: A Autora (2022)

Ao analisar a expressao génica estratificando as comorbidades existentes dentro
do grupo de SM, ou seja, individuos com DM2 (n=34) e sem DM2 (n=22), individuos
com dislipidemia (n=41) e sem dislipidemia (n=15), e em relagdo ao IMC,
subdividindo em individuos com sobrepeso (n=16) e obesidade (n=26), foi
observado no gene ACE um aumento da expressao de 1,058 vezes (p=0,0367) ao
comparar individuos com DM2 vs sem DM2 (Gréafico 2). Ao analisar a comorbidade
dislipidemia, assim como sobrepeso e obesidade, ndo foi encontrada nenhuma

diferenca estatisticamente significativa da expresséo.
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Grafico 2 — Andlise de Expressao do gene ACE entre individuos com DM2 vs sem DM2

ACE - DM2

Fold Change

Sem DM2 DM2

Nota: * p < 0,05
Fonte: A Autora (2022)

Quanto ao gene IL-6, individuos com dislipidemia apresentaram regulacéo
negativa da sua expressdo de 2,306 vezes (p=0,0316) ao comparar com sem
dislipidemia (Grafico 3). As demais comorbidades estratificadas ndo foi encontrada
nenhuma diferenca estatisticamente significativa da expressao.

Grafico 3 — Andlise da Expressao do gene IL-6 entre individuos com dislipidemia vs sem

dislipidemia

IL-6 x Dislipidemia
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Nota: * p < 0,05.
Fonte: A Autora (2022)
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Em relacdo ao gene IL-18 este apresentou regulacao positiva tanto para DM2 vs
sem DM2 (Gréfico 4 - A), quanto para sobrepeso vs obesidade (Gréfico 4 - B), com
1,651 vezes (p=0,0004462) e 1,176 vezes (p=0,02169), respectivamente. Em
relacdo a dislipidemia vs sem dislipidemia ndo foi encontrada nenhuma diferenca
estatisticamente significativa da expressao.

Grafico 4 — Andlise da Expresséao do gene IL-1B nas caracteristicas clinicas estratificadas DM2 e

IMC
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Nota: A) individuos sem DM2 vs com DM2 e B) individuos com sobrepeso vs obesidade. * p < 0,05.
Fonte: A Autora (2022)

Quanto ao gene IL-10 n&o foi encontrada nenhuma diferenga estatisticamente

significativa da expressao em relacdo as caracteristicas clinicas da SM.

43PERFIL DE EXPRESSAO GENICA E OS GRAUS DE LESAO
ATEROSCLEROTICA NA SM

Quando comparada a expressdo génica relativa e o grau de progressao das

lesGes ateroscleroticas apresentadas pelos individuos com SM, foi identificado um

aumento na expressao dos genes ACE, IL-6, IL-718 e IL-10 (Grafico 5).

Para o gene ACE quando estratificado o grupo de SM com aterosclerose em
lesdes iniciais e graves, verificou-se que este gene se encontra mais expresso em
ambos o0s casos quando comparados ao grupo controle em 2,565 e 1,287

(p=0,0009058 e p=0,000371), respectivamente. Quando comparado o grupo de
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lesbes iniciais vs lesbes graves n&o foi encontrada nenhuma diferenca
estatisticamente significativa da expressao.

Grafico 5 — Andlise de Expressao Génica de acordo com o grau de lesdo aterosclerética
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Fonte: A Autora (2022)

Quando avaliada a expresséo do gene IL-6 entre 0os grupos estratificados de SM
comparados aos controles foi verificado um aumento da expressao deste tanto para
0 grupo de lesdes iniciais de 1,499 vezes, quanto para o grupo de lesdes graves de
1,967 vezes, (p=0,01411 e p=0,0004113, respectivamente). Ao comparar 0s niveis
de mRNA do IL-6 entre os individuos com lesdes iniciais vs lesbes graves nao foi

encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa da expressao.

Quando comparada a expressao génica do IL-18 entre individuos com SM e
controles, foi verificado uma regulagdo positiva de 1,209 vezes (p=0,0487) para
lesGes iniciais e 1,701 vezes (p=0,009549) para lesdes graves. Ao comparar 0S
niveis de mRNA entre os individuos com lesdes iniciais vs lesbes graves nao foi

encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa da expresséao.
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Quanto ao gene IL-10, é evidenciado uma regulagdo positiva tanto para lesdes
iniciais de 1,586 vezes (p=5,593x107°), quanto para lesGes graves de 1,064 vezes
(p=0,0002406). Quando comparados os niveis de mMRNA entre os individuos com
lesGes iniciais vs lesbes graves nao foi encontrada nenhuma diferenca

estatisticamente significativa da expressao.

4.4PERFIL DE EXPRESSAO GENICA EM INDIVIDUOS COM 2
CARACTERISTICAS CLINICAS

Ao comparar os niveis de mRNA dos genes ACE, IL-6, IL-718 e IL-10 em
individuos com 2CC (n=22), com individuos controles (n=24), encontramos uma
regulacdo positiva de 1,792 vezes (p=0,002583) do gene IL-10 e uma regulacéo
negativa de 28,0779 vezes (p=0,001653) do gene IL-6. Quantos aos genes ACE (-
1,27 vezes) e IL-18 (1,492 vezes), estes ndo apresentaram significancia estatistica
(Gréfico 6).

Gréfico 6 - Analise da Expresséo Génica entre individuos com 2CC vs controles.
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45PERFIL DE EXPRESSAO GENICA EM INDIVIDUOS COM 1
CARACTERISTICA CLINICA

Os niveis de mMRNA dos genes ACE, IL-6, IL-18 e IL-10 (Grafico 7) em individuos
com 1CC (n=31), comparando aos individuos controles (n=24), encontramos uma
regulacéo positiva de 1,252 vezes (p=0,01936) para o gene ACE, uma regulagéo
negativa de 21,0464 vezes (p=0,01192) do gene IL-6, e uma regulacdo positiva do
gene IL-18 de 1,599 vezes (p=0,0002413). Quanto ao gene IL-10 (+1,022 vezes),

este ndo apresentou significancia estatistica.

Gréfico 7 - Andlise da Expresséo Génica entre individuos com 1CC vs controles
1CC
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Nota: * p < 0,05.
Fonte: A Autora (2022)

Ao avaliar os niveis de mRNA dos individuos com 1CC isoladamente, a
comorbidade dislipidemia apresentou aumento da expressdo de 1,014 vezes
(p=0,03309) do ACE, regulacdo positiva de 2,438 vezes (p=2,46x10°) do IL-1B e
uma regulacédo negativa de 1,0221 vezes (p=0,001803) para IL-10. Quanto ao gene
IL-6, ndo foi observada diferenca de expressdo e significancia estatistica. Na
comorbidade obesidade, apenas o gene ACE apresentou regulacdo positiva de

1,550 vezes (p=0,01817). Nas comorbidades HAS e circunferéncia abdominal
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elevada, estas ndo apresentaram diferenca de expressédo e significancia estatistica

em nenhum dos genes estudados.
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5 DISCUSSAO

Muitos estudos indicam que o desenvolvimento da SM culmina ao risco de
doencas cardiovasculares devido a um desequilibrio da atividade da ECA e do perfil
inflamatério (GUPTA; GUPTA, 2010; LILLICH; IMIG; PROSCHAK, 2021; PATEL et
al., 2017). Até o momento, este € o primeiro estudo através da andlise do sangue
total de humanos que descreve o perfil de expressédo dos genes ACE, IL-6, IL-18 e
IL-10.

Em nossos achados, ao comparar os niveis de expressdao génica dos
individuos com SM vs controles saudaveis foi encontrado um aumento da expressao
do gene ACE, este gera como produto a ECA — componente do sistema RAS - que é
classicamente conhecida por contribuir na regulacdo da pressédo arterial, e
desempenhar um papel-chave na producdo de Ang-ll. Esse conjunto em
desequilibrio pode estar associado a disfun¢gbes metabdlicas (DE KLOET; KRAUSE;
WOODS, 2010b). De acordo com estudos em modelo animal no qual foi induzido SM
através de dieta rica em frutose, foi estabelecido o aumento da gordura visceral,
hipertensdo arterial e hiperglicemia, e nessas condicdes mostraram aumento
transcricional dos genes Ace e Atlr (KIM; DO; KIM, 2020). Por outro lado, em outro
estudo realizado usando o0 mesmo modelo animal e em humanos, mas com restricdo
alimentar leve e moderada, foi relatada a diminuicdo dos niveis de mRNA de AGT e
ACE, associado também a diminuicdo do peso corporal, niveis normais de glicose e
do perfil lipidico (PINHEIRO et al., 2017). Isso demonstra que a disfuncédo do eixo
classico, Ang-II/ACE/AT1R, pode estar envolvido no estabelecimento da SM, e desse

modo, 0s nossos resultados estdo equivalentes com o que esta descrito na literatura.

As desordens metabodlicas envolvidas na SM provocam um estado de
inflamacé@o cronica de baixo grau e uma ativacdo do sistema imunoldgico,
envolvendo mediadores inflamatorios, para desencadear uma resposta imune e
assim aumentar e/ou conter a inflamacdo (HOTAMISLIGIL, 2006; MONTEIRO;
AZEVEDO, 2010). As células Thl estdo associadas a um aumento na producéo de
IL-6 e IL-1B, e essas citocinas desempenham papéis importantes na promog¢édo da
inflamacéo, devido ao carater pro-inflamatorio (CHAWLA; NGUYEN; GOH, 2011).
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A IL-6 é produzida em diversos tipos celulares, mas (Bahceci et al. 2007)
revela que altos niveis de mRNA dessa citocina tem uma correlagdo positiva com o
tamanho dos adipdcitos da gordura visceral, e uma correlacdo negativa desse gene
na gordura subcutanea. Interessantemente, estudos mais recentes, realizado tanto
em humanos com SM, quanto em modelo animal, revela aumento dos niveis de
MRNA da IL-6 quando analisados em regides especificas do tecido adiposo visceral,
como omental e mesentérico (HAN et al., 2020; LITVINOVA et al., 2014). Além da IL-
6, segundo (Fruhbeck et al. 2021) outros genes inflamatérios, como TNF, IL-1 e IL-
12, sdo expressos pela gordura visceral através de um desbalanco das adipocinas
inflamatérias, e desse modo, a condicdo metabdlica obesidade é considerada um
fator central para a SM (GLUVIC et al., 2016). Com base em nossos achados e nos
descritos pelos autores citados anteriormente, sugerimos também que essa
condicdo influencie para o estabelecimento da inflamacdo na SM, pois além da
regulacao positiva da IL-6, todo o grupo do estudo apresenta em média de IMC
29,21kg/m?, e tanto os homens, quanto mulheres apresentam circunferéncia

abdominal elevada, principais caracteristicas da obesidade.

Quanto a IL-1p3, esta € uma citocina ativada pela sensibilizagdo e montagem
do inflamassoma NLRP3, sendo um dos mais estudados em doencas metabdlicas
(DESWAERTE; RUWANPURA; JENKINS, 2017). Estudo em modelo animal induziu
o estabelecimento da SM, e os niveis de NLRP3, além dos seus respectivos
produtos, IL-1B e IL-18, apresentaram-se altamente expressos no tecido hepatico
(ZILU et al., 2019). Também foi visto em outro estudo em modelo animal com SM,
niveis aumentados de genes inflamatérios, como IL-18 e TNF-a, no endotélio do
tecido renal (RANGEL SILVARES et al., 2019). Sendo assim, evidenciamos que 0s
nossos achados estdo de acordo com a literatura, e destacamos que as citocinas IL-

6 e IL-1B estédo envolvidas na resposta inflamatoria da SM.

Nosso trabalho também apresentou como achado uma regulacéo positiva do
gene IL-10, porém, de acordo com outros estudos, baixos niveis circulantes da IL-10
estdo associados a SM (ESPOSITO et al., 2003; VAN EXEL et al., 2002). Apesar
dos achados encontrados neste trabalho n&o corroborarem com a literatura,
hipotetizamos que s&o consistentes com a fungéo bioldgica da IL-10, por tentar inibir

ou conter a ativacdo de células Thl, ou seja, através de um mecanismo
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compensatoério (ou imunorregulacédo), pode conter a secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1B8 e IL-6, e manter uma resposta inflamatoéria controlada e

evitando maior dano ao individuo (ITANI et al., 2020).

Quando avaliamos as caracteristicas clinicas da SM estratificadas,
observamos que a presenca de DM2 apresenta aumento dos niveis de mRNA do
ACE e IL-18. Individuos com DM2 apresentam resisténcia a insulina, e a sua ligacao
com SM tém sido relacionadas tanto a desregulacdo do RAS, quanto a ativacdo do
NLRP3 (SKOV et al., 2014). Estudo in vitro utilizando midcitos ventriculares de
modelo animal cultivado em altas concentracdes de glicose, resultou no aumento
significativo da sintese do produto gerado pela ACE, o ANG-Il (SINGH et al., 2007).
Enguanto estudos em modelo animal ambos com dieta rica em gordura e Nlirp™,
demonstraram menores niveis séricos e de expressao do IL-78, maior sensibilidade
a insulina e menor inflamacéo tecidual (STIENSTRA et al., 2010, 2011). Da mesma
forma que a obesidade é considerada o fator central, segundo (Gluvic et al. 2016), a
Rl é considerada o elo entre as demais comorbidades. Como 0 nosso grupo de
individuos com SM é representado por mais de 60% com DM2 e todos apresentam
caracteristicas da obesidade, sugerimos que essas condi¢cdes podem contribuir para
0 aumento da expressao génica do ACE e IL-18.

Os nossos achados também evidenciam que IL-718 é mais expressa em
individuos obesos, quando comparado aos de sobrepeso dentro do grupo de SM.
Esse nosso dado, apesar de ser realizado em humanos, estd de acordo com a
literatura, visto que o estudo de Stienstra et al. (2010), identifica que 0 nocaute do
NLRP3 no modelo animal, mesmo havendo uma dieta rica em gordura, sao
resistentes a obesidade. Diante de todo o exposto, indicamos novamente que a via
NLRP3-IL-1B8 é contribuinte da inflamacao induzida pela obesidade e resisténcia a

insulina na SM.

Em relacdo a dislipidemia, os niveis de mRNA do IL-6 apresentaram uma
regulacdo negativa. A dislipidemia esta relacionada diretamente a formacdo de
placas aterosclerdticas com infiltrados inflamatérios, e os niveis de mMRNA para
citocinas pro-inflamatorias estdo positivamente correlacionados com a progressao da

aterosclerose, culminando em DCVs (AIT-OUFELLA et al., 2011). Em nosso banco
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clinico mais de 70% dos individuos com SM apresenta essa condi¢do clinica e
doenca aterosclerdtica associada, sendo assim, o nosso resultado difere do
mecanismo molecular conhecido da dislipidemia, pois todo o grupo faz uso de
alguma medicacao lipoproteica terapéutica (LT). Estudo realizado em humanos
evidencia que o uso desse tipo de medicacdo esta associado a regulacdo negativa
de IL-6 (STEFANUTTI et al., 2017).

De fato, individuos com SM apresentam risco duas vezes maior de ter doenca
coronariana devido ao desenvolvimento de cardiomiopatia metabdlica (ALBERTI et
al., 2009). Estudo realizado em modelo animal com nocaute duplo (LDLR”; ob/ob,
denominado DKO) conseguiu simular caracteristicas de individuos com SM e
observar a influéncia dessas condicfes clinicas no desenvolvimento do risco
cardiovascular, como contracdo e rigidez ventricular, e a nivel celular, os
cardiomidcitos apresentaram cinética mais lenta de contracéo e relaxamento (VAN
DEN BERGH et al., 2008).

Apesar da evidéncia da contribuicdo genética para a SM influenciar no
desenvolvimento da aterosclerose, a expressdo génica individual ainda apresenta
dados muito limitados. Com isso, analisamos 0 nosso grupo de individuos com SM e
observamos diferentes graus de estenose das artérias coronarias de acordo com a
angiografia, e ao classificar em LAP e LAS, notamos que todos 0s genes
apresentavam aumento dos niveis transcricionais quando comparados a controles

saudaveis.

De acordo com estudos, o sistema RAS é considerado um fator chave na
regulacéo da resposta inflamatoria, isso porque esse sistema, diante de uma leséo
aterosclerotica, consegue recrutar os macréfagos para o local de lesdo, e este por
sua vez expressa Ang-ll (PACURARI et al.,, 2014; POZNYAK et al., 2021). A
atividade peptidica do Ang-ll mediada por ECA pode contribuir para processos
inflamatorios na parede vascular, e isso pode ser confirmado através de um estudo
proposto por (Schieffer et al. 2000), que identificou através da imuno-histoquimica a
co-localizacdo de Ang-ll, ECA e ATiR, nas artérias coronéarias de individuos com
angina estavel, e aqueles com cardiomiopatia isquémica submetida a transplante

cardiaco. Quando a ECA ¢ inibida (denominada ECA-I), o individuo pode apresentar
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efeito anti-hipertensivo, melhoria do controle glicémico e sensibilidade a insulina
(MIGUEL-CARRASCO et al.,, 2010). Estudo utilizando o modelo animal DKO,
realizou uma caracterizagdo transcricional com ECA-I no coragéo do animal com SM
vs controle, e identificou que o ECA-I parece neutralizar algumas das vias
especificas da SM, como por exemplo, diminuicdo da aterosclerose e melhoria da
inflamacédo (YAKUBOVA et al., 2018). Sendo assim, diante do exposto, podemos
inferir que niveis elevados do mMRNA do ACE esta relacionado com a leséo
aterosclerotica e induz o perfil inflamatério, independente do grau de estenose,
guando comparados em relacdo aos controles, e essas informacdes corroboram
com nossos resultados, pois os grupos LAP e LAS apresentaram diferenca de

expressdo em relagéo a controles.

Schieffer et al. (2000) também propés em seu trabalho que citocinas pro-
inflamatorias sdo sintetizadas em células musculares lisas e macréfagos apos
estimulo da Ang-ll. Com todo o contexto, nota-se que a inflamacédo é o foco da
aterosclerose e a via pro-inflamatéria da IL-6-1L-13 é considerada por alguns estudos
o eixo central (DEBING et al., 2008; PUZ et al., 2013; YAMAGAMI et al., 2004). O
acesso a angiografia dos individuos com aterosclerose permitiu visualizar o
comprometimento do vaso, e 0s nossos achados identifica o aumento da expresséo
da IL-6 nestes. Apesar de serem exames angiograficos distintos, na literatura é
descrito que a IL-6 foi mais expressa em placas ateroscleréticas de individuos
submetidos a endarterectomia carotidea (CEA) em comparacdo com aqueles sem
(ZIEGLER et al., 2021). Em conjunto, tanto 0s nossos resultados, quanto o de
Ziegler et al. sugerem que a IL-6 pode desempenhar papel importante na

fisiopatologia da aterosclerose.

Quanto a IL-1B, estudo em humanos avaliaram expressédo no tecido adiposo
epicardico de individuos com aterosclerose confirmada por TC, e notaram niveis
elevados de mRNA tanto em placas coronarias de alto risco vs quem nao tinha placa
de alto risco, como na auséncia da placa coronéria calcificada vs presenca de placa
coronaria calcificada (KITAGAWA et al., 2021). Esses resultados encontrados por
Kitagawa et al. corroboram com nossos achados, pois tanto individuos LAP, quanto

LAS, tiveram aumento da expresséo desse gene, e confirma que esta correlacionado
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com a formacdo de placas ateroscleréticas independente de fatores de risco
coronariano, uso de estatinas e gravidade da doenga coronaria.

Em relacdo a IL-10, os nossos achados indicam uma regulacao positiva desse
gene tanto para LAP e LAS, e como mencionado anteriormente, as citocinas anti-
inflamatorias podem desempenhar papéis essenciais na imunorregulacdo da
inflamacédo, e pode representar uma atividade supressora na aterogénese
(PASTRANA, 2013; YANG; YIN; WANG, 2008). Estudo in vitro utilizando células
endoteliais aortica humana com estimulo lipidico, avaliaram que citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10 e IL-35, apresentaram aumento da expressao génica e
dos niveis séricos, e ambas, provavelmente, conseguiram inibir a expressao de
citocinas pro-inflamatérias, como IL-13, que obteve diminuicdo dos seus niveis de
MRNA e séricos, sugerindo o uso de terapias anti-inflamatorias contra DCVs e
outras doencas inflamatorias (LI et al., 2020). Além disso, 0s nossos resultados
mostram maior expressdo em individuos com LAIl, e em concordancia com 0s
achados obtidos, um estudo transversal com controles vs SM, identificou que niveis
séricos de IL-10 mais elevados estdo associados a menor incidéncia de leséo
aterosclerotica grave (BARCELOS et al., 2019). Diante disso, os dados da literatura
sugerem um efeito protetor da IL-10 através da sua atividade anti-inflamatoria,
confirmando a nossa hipétese sugerida na discusséo relacionada a SM.

Ao analisarmos os individuos que apresentam 1CC e 2CC, nossos achados
evidenciam que apenas alguns genes apresentaram, e outros nao, diferenca de
expressdo com significancia estatistica. Como exclusivamente cada uma dessas
condicbes clinicas se comportam ainda nao esta claro, mas quando as
caracteristicas clinicas que constituem a SM sdo analisadas ndo separadamente,
mas como um conjunto de processos que constituem uma Unica patologia
(SHERLING; PERUMAREDDI; HENNEKENS, 2017), é possivel visualizar as

interacdes entre esses componentes e como as vias regulatérias podem se afetar.
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6 CONCLUSOES

Nesse estudo trazemos como conclusdes que os niveis de mRNA dos genes
ACE, IL-6 e IL-18 sdo regulados positivamente em individuos com SM quando
comparado a controles saudaveis, assim como também ocorre 0 aumento da

expressao destes em diferentes graus de lesGes aterosclerdticas.

Em relacdo ao gene IL-10, os niveis transcricionais mais elevados em
individuos com SM estdo associados a menor incidéncia de lesdo aterosclerodtica
grave, sugerindo um efeito protetor através da sua atividade anti-inflamatéria mesmo

na presenca de niveis mais elevados de citocinas pré-inflamatérias.

Ao analisar a expressao génica no grupo de individuos com condi¢cbes
clinicas isoladas HAS, dislipidemia, obesidade e aumento da circunferéncia
abdominal isolada ou combinada em exatamente 2 caracteristicas, observamos o
aumento em apenas algumas condi¢cdes. Se essa regulacdo ascendente € um
mecanismo causal ainda n&o esta claro, mas € possivel indicar que a SM, como uma
Unica doenca, se apresenta como um mosaico, e as suas vias metabdlicas em

desequilibrio precisam estar conectadas para serem analisadas.

Por fim, sugerimos que esse trabalho pode servir como base para futuros
estudos, em que o gene ACE e os genes considerados biomarcadores inflamataorios,

como IL-18, IL-6 e IL-10, podem ser potenciais ferramentas de progndstico para SM.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Convidamos o (a) Sr. (a): para

participar como voluntario (a) da pesquisa: “Avaliacdo de fatores genéticos
associados a Doencas Cardiovasculares’que esta sob a responsabilidade da
pesquisadora Maria Eduarda Bezerra de Albuquerque Borborema, Av. Prof.
Moraes Rego, 1235, Cidade Universitaria, Laboratorio de Imunopatologia Keizo
Asami, LIKA, setor de Biologia Molecular, Recife-PE, CEP:50670-901, telefone para
contato: 2126-2501 (inclusive ligacbes a cobrar), email: e.a.borborema@gmail.com.
Este Termo de Consentimento pode conter alguns tépicos que o(a) senhor(a) ndo
entenda. Caso haja alguma duavida, pergunte a pessoa a quem esta lhe
entrevistando, para que o/a senhor/a esteja bem esclarecido(a) sobre tudo que esta
respondendo. Apds ser esclarecido(a) sobre as informacgBes a seguir, caso aceite
em fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que
esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em
caso de recusa o (a) Sr.(a) ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Também
garantimos que o(a) Senhor(a) tem o direito de retirar o consentimento da sua
participagdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade. Of(a)
senhor(a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade,
as despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores. As
informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagbes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo
ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (questionério e material bioldgico),
ficardo armazenados em pastas de arquivo e em computador pessoal, sob a
responsabilidade da pesquisadora Maria Eduarda Bezerra de Albuquerque
Borborema, no endereco acima informado, pelo periodo de 5 anos e apds esse
prazo o material sera devidamente descartado.

O(a) Sr(a). tem o direito de ser mantido(a) atualizado(a) sobre os resultados parciais
da pesquisa, e caso seja solicitado, daremos todas as informacdes que solicitar. Nos
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nos comprometemos a utilizar os dados coletados somente para pesquisa e 0S
resultados seréo veiculados através de artigos cientificos em revistas especializadas
e/ou em encontros cientificos e congressos, sem nunca tornar possivel sua
identificacdo. Se o (a) senhor (a) concordar em colaborar voluntariamente com a
pesquisa e se nao tiver nenhuma duvida, gostariamos que assinasse este termo.
Mesmo assinando, o(a) senhor(a) podera recusar e/ou retirar 0 consentimento de
participar da pesquisa a qualquer momento sem prejuizo para ambas as partes. Em
caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n —1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP:50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Pesquisador: Data: / /
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ANEXO B - CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO
VOLUNTARIO(A)

Eu, , CPF ,

abaixo assinado, acredito ter sido suficientemente informado(a) a respeito do que i
ou do que foi lido para mim, descrevendo o estudo: "AVALIACAO DE FATORES
GENETICOS ASSOCIADOS A DOENCAS CARDIOVASCULARES”. Ficaram claros
quais sdo 0s propositos, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos,
beneficios e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacéo é isenta de despesas e
que tenho garantia de acesso aos resultados e de esclarecer minhas duvidas a
qualquer tempo. Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Assinatura:

Voluntéario:

Testemunhas: 1 -
2 -




