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RESUMO

A Retocolite Ulcerativa (RCU) é uma doenca inflamatodria intestinal, cronica,
com importante envolvimento do sistema imune. As doencas inflamatérias cronicas
tém sido associadas com o aumento do risco de doengas cardiovasculares, mas
poucos estudos tém avaliado esse risco em paciente com RCU e a influéncia do
tratamento medicamentoso. Assim, nosso objetivo foi avaliar o risco de
desenvolvimento de aterosclerose e doencas cardiovasculares em mulheres com
RCU em remisséo clinica, considerando o tratamento medicamentoso. Participaram
do estudo vinte e uma mulheres sendo doze em uso exclusivo de aminossalicilatos
(grupo ASA) e nove em uso de azatioprina associada a aminossalicilatos (grupo
AZA+ASA). O grupo controle saudavel foi pareado por idade. Foram avaliados a
pressao arterial, composicao corporal, habitos alimentares e parametros bioquimicos
e imunoldgicos. Comparados ao respectivo grupo controle, os grupos com RCU
mostraram aumento do tecido adiposo e reducdo da massa livre de gordura.
Pressdo arterial, niveis de Oxido nitrico, proteina C reativa, velocidade de
hemossedimentacdo e anticorpos anti-LDL oxidada também foram maiores nos
grupos RCU comparados aos seus controles. O grupo ASA apresentou aumento de
IL-6 e MCP-1 circulantes enquanto no grupo AZA+ASA houve aumento de IL-6,
TNF, MCP-1 e das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-B. Os escores de risco de
Framingham para avaliacdo do risco de doencas cardiovasculares em 10 e 30 anos
também foram maiores nos grupos com RCU. Quando os grupos RCU foram
comparados entre si, observou-se que as mulheres tratadas com azatioprina
associada aos aminossalicilatos mostraram niveis reduzidos de proteinas totais,
globulinas, velocidade de hemossedimentacgéo e linfocitos, com aumento dos niveis
das citocinas inflamatdrias IL-6 e TNF e anti-inflamatérias IL-10 e TGF-B3. Assim, os
dados sugerem que as mulheres com RCU em remisséao clinica tém maior risco de
desenvolvimento de aterosclerose e doengas cardiovasculares quando comparadas
ao grupo controle saudavel. Por sua vez, mulheres tratadas com azatioprina e
aminossalicilatos associados parecem estar mais protegidas que aquelas em uso

isolado de aminossalicilatos, devido a melhor regulacdo do processo inflamatério.

Palavras-chave: aminossalicilatos; azatioprina; citocinas; doencas cardiovasculares;

remissao clinica; retocolite ulcerativa.
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ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is an inflammatory bowel disease, chronic, with
involvement of the immune system. Chronic inflammatory disease have been
associated with increased risk of cardiovascular disease (CVD) but few studies have
assessed this risk in patients with UC and the influence of drug treatment. Thus, we
evaluated the risk of development CVD in women with UC in clinical remission
considering the drug treatment. 21 women with UC participated in this study, where
12 used aminosalicylates (ASA group) and 9 used azathioprine added to
aminosalicylates (AZA+ASA group). The healthy control group was matched for age.
We evaluated blood pressure, body composition and biochemical and immunological
parameters. Compared the respective control group, the UC groups showed
expansion of body fat and less lean body mass. Blood pressure, pro-inflammatory
cytokines, nitric oxide, C reactive protein, erythrocyte sedimentation rate (ESR) and
anti-oxidized LDL antibodies were higher in UC groups. Only AZA+ASA group
showed increased of anti-inflammatory cytokines (IL-10 and TGF-B). The
Framingham scores showed higher risk of CVD in UC groups. UC groups were
compared and women treated with azathioprine showed reduction of total protein,
globulin, ESR and lymphocytes, with increased of IL-6, TNF, IL-10 and TGF-3. Data
suggest that women with UC in clinical remission have a higher risk for development
of atherosclerosis and CVD when compared to the control group, while women
treated with azathioprine seem more protected than that in isolated use of

aminosalicylates, due the better regulation of the inflammatory process.

Keywords: aminosalicylates; azathioprine; cardiovascular disease; clinical

remission; cytokines; ulcerative colitis.
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1 INTRODUCAO

As doencas inflamatdrias intestinais (DIl) caracterizam-se por um processo
inflamatorio crénico, destrutivo, de etiologia parcialmente conhecida e que acomete
o trato gastrointestinal. Apresentam curso clinico variavel, marcado por periodos de
remissdo ou de atividade inflamatéria, sendo seus representantes a retocolite
ulcerativa (RCU) e a doenca de Crohn (DC).

A RCU é caracterizada por inflamacédo difusa da mucosa col6nica a qual
envolve o reto e se estende de forma ininterrupta, comprometendo parte ou todo
intestino grosso. Pacientes com RCU apresentam reducdo da massa livre de
gordura e aumento da gordura corporal, condicdo que contribui para a maior
secrecdo de adipocinas ou citocinas inflamatorias, com acéo local e sistémica,
contribuindo para um quadro de inflamacao crénica de baixo grau. Em RCU, os
leucocitos presentes na mucosa intestinal e na lamina propria, especialmente
linfécitos e macréfagos, promovem a liberacdo de mediadores inflamatorios,
condicao que contribui para a manutencao da inflamacao crénica no colon.

O tratamento da RCU visa induzir remissao da doenga ativa e manter a
remissado alcancada. Para tanto, o tratamento deve ser baseado na gravidade e
extensdo da doenca, podendo ser empregados medicamentos como
aminossalicilatos, glicocorticoides, imunomoduladores e agentes bioldgicos, de
forma isolada ou combinada.

Alguns trabalhos mostram que pacientes com doencas inflamatorias crénicas
como a artrite reumatoide e ldpus eritematoso sistémico apresentam maior
incidéncia de doencas cardiovasculares (DCV), devido a inflamacdo cronica e
sistémica. Recentes estudos sugerem que pacientes com DIl também apresentam
maior risco para o desenvolvimento de aterosclerose precoce com modificacbes na
rigidez e espessura das artérias, comparados a populacdo saudavel.

As DCV séo desordens que acometem 0S vasos sanguineos e o coragao e
representam a maior causa de morbimortalidade no mundo sendo a aterosclerose
sua principal causa. Ela promove alteracdes silenciosas na parede arterial como
disfuncdo endotelial; aumento da permeabilidade vascular; acimulo de LDL oxidada,
leucécitos e células musculares lisas na intima da artéria, bem como intensa
liberagdo de citocinas (TNF, IL-6, IL-13), quimiocinas (MCP-1) e outros agentes pro-

inflamatorios, resultando no desenvolvimento e expansao da placa de ateroma. Sua
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ruptura desencadeia complicacdes cardiovasculares como trombose, acidente
vascular encefalico e infarto agudo do miocéardio, condi¢cbes associadas a alta
mortalidade. Fatores de risco para DCV incluem tabagismo, sedentarismo, habitos
alimentares, ingestao de bebidas alcodlicas, presenca de doencas como hipertensao
arterial sistémica, diabetes mellitus e dislipidemia, além da contagem total de
leucécitos, niveis de hemoglobina, VHS, PCR, IL-6 e fibrinogénio.

Estudos que esclarecam a relacdo entre DCV e DIl tém sido desenvolvidos
mas nenhum deles avalia a RCU e DC separadamente, nem consideram o
tratamento medicamentoso e o estagio da doenca (atividade ou remisséo). Embora
varios trabalhos tém mostrado uma associagéo entre DCV e DIl, nenhum sugere um
possivel mecanismo de ligacdo entre as doencas. Acredita-se que a inflamacao
cronica possa ser o evento chave que associa as doencas, mas nenhum mecanismo
foi proposto. Assim, novos estudos que busquem identificar a relacdo entre DIl e
DCV precisam ser realizados considerando o tipo de doenca (RCU ou DC), seu
estagio e tratamento medicamentoso, em busca de um possivel mecanismo que

explique as evidéncias previamente conhecidas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas Inflamatodrias Intestinais

As Doencas Inflamatoérias Intestinais (DIl) caracterizam-se por um processo
inflamatorio crénico, destrutivo, de etiologia parcialmente conhecida, que acometem
o trato gastrointestinal. Apresentam curso clinico variavel, marcado por periodos de
remissao, interpostos a novos surtos de atividade inflamatdria. Associam-se com
frequéncia as manifestacfes extraintestinais (que podem acometer figado, pele,
visdo, sistema cardiovascular dentre outros) e variadas complicacdes. A
etiopatogenia, apesar de ndo completamente esclarecida, envolve basicamente
quatro aspectos que interagem entre si e com fatores ambientais: a) fatores
genéticos; b) fatores luminais, relacionados a microbiota intestinal, seus antigenos,
produtos metabdlicos e antigenos alimentares; c) fatores relacionados a barreira
intestinal, incluindo os aspectos referentes a imunidade inata e a permeabilidade
intestinal e d) fatores relacionados a imunorregulacdo, tendo por base a imunidade
adquiridat %345,

Em geral, as DIl acometem principalmente a populacdo adulta, durante a
segunda e terceira décadas de vida, podendo ocorrer também em criancas e
adolescentes. Por serem doencas cronicas, progressivas, elas podem causar
importantes repercussdes na qualidade de vida do paciente, refletindo na educacéo,
capacidade de trabalho e produtividade, vida social e estado psicoldgico® 7:&:°,

Os principais representantes das DIl sdo a Doenca de Crohn (DC) e a
Retocolite Ulcerativa (RCU)® 11 12 A RCU caracteriza-se por inflamacéo difusa da
mucosa colbnica, que envolve o reto podendo estender-se cranialmente de maneira
simétrica, circunferencial e ininterrupta, comprometendo parte ou todo intestino
grosso?® 10: 11,13, 14 Histologicamente, podem ser encontrados abscessos nas criptas
intestinais e infiltrado inflamatoério de neutréfilos, macréfagos, eosindfilos, linfocitos e
plasmadcitos na lamina propria, acometendo ndo somente a camada mucosa, mas
podendo evoluir até a submucosa®. Por sua vez, a DC afeta qualquer parte do trato
gastrintestinal, em especial o ileo terminal e o célon proximal. A inflamacéo néo é
continua, sendo caracterizada por areas inflamadas e ndo-inflamadas!®: 1% 13,

As taxas de incidéncia e prevaléncia da DIl no mundo aumentaram nas

dltimas 5 décadas®. A incidéncia de DIl é maior em paises industrializados, com
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taxas de 6,5 a 16,0 novos casos para cada 100 mil habitantes/ano e prevaléncia de
26 a 214 pacientes para cada 100 mil habitantes/ano. Em paises subdesenvolvidos,
a incidéncia é de 0,08 a 5 novos casos para cada 100 mil habitantes/ano enquanto a
prevaléncia é de 3,6 a 70 casos para cada 100 mil habitantes/ano®.

Na Coreia a prevaléncia de RCU aumentou de 7,57 para 30,87 para cada
100.000 habitantes, do periodo de 1997 a 2005. Na Asia a incidéncia e prevaléncia
das DIl também tém aumentado, sendo que a RCU tem acometido
predominantemente as mulheres*. Nos EUA 1,4 milhdo de adultos tém DII3,

No Brasil, a taxa de incidéncia de DIl entre os anos 2000 e 2005 na regiao
centro-oeste de S&o Paulo foi de 19,5 novos casos para cada 100 mil habitantes
ocorrendo principalmente em mulheres. A incidéncia de RCU nessa regido foi de
4,48/100 mil habitantes e a prevaléncia foi de 14,81 pacientes para cada 100 mil
habitantes®. Na Bahia a cada 100 pacientes com RCU atendidos, 73% s&o
mulheres!®>. Em Recife/PE, 62,5% da populacdo com DIl internada em um hospital
universitario tem diagnostico de RCU enquanto os outros 37,5% tem DC, sendo que
a prevaléncia maior da DIl nesta regido é em homens na faixa etaria de 40 anos?®.
Em Porto Alegre/RS 72% dos pacientes com DIl tém diagndstico de DC com maior
acometimento em mulheres!’. Os dados brasileiros sugerem que a incidéncia e
prevaléncia de DIl tém aumentado no pais, acometendo individuos de ambos o0s
sexos, com certa predominancia em mulheres. As mudancas no estilo de vida e a
industrializacdo sdo os principais fatores associados com o aumento da DIl em todo

0 mundo?.

2.2 O sistema imunitario em DI

Em DIl participam da resposta imune as células do sistema imune inato e
adquirido além de outras como as células endoteliais intestinais. Em conjunto essas
células sdo responsaveis pelo aumento da sintese de mediadores inflamatorios
como citocinas, quimiocinas, moléculas de adeséo, espécies reativas de oxigénio e
6xido nitrico, intensificando o processo inflamatério®: & 13 18,

Os linfécitos T CD4* e os macrofagos sdo as principais células do sistema
imunitario envolvidas no inicio e manutencdo da inflamacéo caracteristica das DI,
refletindo em um estado crénico. Eles liberam citocinas como TNF, IL-6 e IL-1B que

ativam NF-kB, resultando em desequilibrio entre citocinas pro e anti-inflamatorias e



21

aumento do recrutamento de leucdcitos para o trato gastrointestinal, contribuindo
para danos a mucosa/submucosa e para o estabelecimento da resposta inflamatoria
e sua manutengao® 19 2021 22,

Um mecanismo importante nas DIl e que contribui para o estado inflamatério
crbnico da doenca é a capacidade dos linfocitos T da lamina propria serem
resistentes a apoptose, contribuindo para seu acumulo nesta regido e aumento do
processo inflamatorio local. Além disso, linfocitos de pacientes com DIl apresentam
maior capacidade inflamatéria frente a antigenos exdgenos comparados as células
de individuos saudaveis, o que potencializa a resposta inflamatéria® 23,

A resisténcia dos linfocitos T em DIl esta relacionada com a sinalizac¢éo via IL-
6 a qual ocorre de duas maneiras: a primeira é pela via tradicional, onde a IL-6 se
liga ao seu receptor de membrana (IL-6R), interagindo com as subunidades gp80 e
gp130, ativando STAT3. Outra via, ocorre quando as células ndo expressam IL-6R.
Neste caso, a IL-6 se liga ao seu receptor sollvel (sIL-6R) e este complexo interage
com gpl130 presente na superficie das células, resultando em ativacdo de STATS.
Em ambos os casos, a ativacdo de STAT3 resulta em aumento da expresséo de Bcl-
2 e Bcl-xl, favorecendo um perfil anti-apoptético das células da lamina propria e
manutencdo do processo inflamatoériol® 20: 23 24,

Por sua vez, os macrofagos liberam citocinas que interagem com seus
respectivos receptores em diferentes células, ativando uma cascata de sinalizacéo
intracelular que resulta na ativacao de fatores de transcricdo como NF-kB e STAT-1,
levando ao aumento da transcricdo de mediadores inflamatorios e maior
recrutamento de leucécitos, favorecendo a manutencgdo da resposta imune em DII’.
Neutrofilos e eosindfilos também tém papel fundamental no processo inflamatério
em DIl. Os eosindfilos estdo comumente associados a processos inflamatérios no
trato gastrointestinal. J& os neutrdfilos, em DIl, estdo aumentados no trato
gastrointestinal devido a presenca de antigenos alimentares e a intensa liberacdo de
toxinas pela microbiota intestinal. Assim, os neutrofilos iniciam a secrecdo de uma
proteina chamada BPI (bactericidal/permeability-increasing protein), a qual
apresenta propriedade bactericida com afinidade por toxinas provenientes de
bactérias gram-negativas, auxiliando no combate a endotoxemia e prevengcdo a
sepse em DII%5,

Pacientes com RCU apresentam niveis elevados de IL-6, TNF e IL-1B na

mucosa, evidenciando o papel concomitante destas citocinas na resposta imune® &
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2124 Estas citocinas estimulam células apresentadoras de antigenos, macréfagos e
células endoteliais a produzirem diversas citocinas inflamatérias, ativando outras

células e criando um ciclo vicioso® 18: 21 24,

2.3 Diagnostico e classificagdo da RCU

A RCU acomete o célon desencadeando alteragcdes metabdlicas que variam
conforme o individuo, a doenca e sua extensdo® 26, O diagnostico de RCU é
realizado por meio de parametros histoldégicos, endoscoépicos e laboratoriais,
associados as manifestagdes clinicas® 1% 27, A doenca pode ser classificada: (1) por
sua extensao anatbmica, em proctite, proctosigmoidite, colite esquerda e pancolite;
(2) pela gravidade, em leve, moderada e grave e (3) pela evolucao clinica, em aguda
fulminante, crénica continua e cronica intermitente? 28,

Quanto a extensdao da doenca, a proctite corresponde a inflamagdo que
acomete a mucosa iniciando-se no reto se estendendo a cerca de 15 cm da linha
dentada; proctosigmoidite € quando acomete a mucosa do reto e sigmoide, atingindo
cerca de 25 cm a 30 cm apds a linha dentada; colite esquerda € quando a
inflamacdo acomete a mucosa do reto até a flexura esplénica, podendo atingir a
porcao distal do célon transverso enquanto a pancolite afeta a mucosa do reto até a
parte proximal do célon transverso?°.

O indice de Truelove e Witts?® (Tabela 1) é um dos mais empregados para
avaliar a gravidade da RCU. Este indice classifica a RCU como leve, moderada ou
grave, considerando o0s seguintes parametros: numero de evacuacdes ao dia,
presenca de sangue nas fezes, temperatura corporal, pulso, niveis de hemoglobina
e VHS!® 20 pacientes que ndo se enquadram nos parametros propostos por
Truelove e Witts (1951) estdo em remisséao.
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Tabela 1:; indice de Truelove e Witts

PARAMETROS LEVE MODERADA GRAVE
Numero de evacuacodes/dia <4 5 26
Sangue vermelho vivo nas + + ++
fezes
Temperatura corporal (°C) Normal Valores Temperatura noturna
intermediarios média >37,5°C ou

237,8°C em dois dentro

de quatro dias

Pulso (bpm) Normal Intermediario =90 bpm
Hemoglobina (g/dL) >10 Intermediario <105
VHS (mm, uma hora) <30 Intermediario 30

indice de Truelove e Witts10: 29

A classificagéo da gravidade da RCU inclui ainda o quadro fulminante onde os
pacientes apresentam comprometimento do estado geral, extensivo ndmero de
evacuacOes ao dia contendo sangue e pus, presenca de febre, dor abdominal,
provas de atividade inflamatéria bastante alteradas, anemia com necessidade de
transfusdo e possivel aparecimento de complicacbes como hemorragias macicas,
megacolon toxico, perfuracéo intestinal e outras complicacées sistémicas?®.

Em geral, a diarreia é um dos melhores indicadores da gravidade da
doenca?®. Na fase ativa e ndo complicada o sintoma predominante é a diarreia
mucossanguinolenta e piomucossanguinolenta. O ndmero de evacuacdes varia
muito entre os pacientes, oscilando de 2 a 3 até incontaveis em 24h. Nesta fase é
comum a perda de sangue junto as evacuacdes intestinais ou na forma de
enterorragia, evidenciando a exacerbacdo do processo inflamatorio. Outras
manifestagdes clinicas comumente observadas neste periodo incluem febre, astenia,
emagrecimento e anemia. Perda de agua, eletrolitos e proteinas sdo comuns nesta
fase?®.

A exacerbacdo do processo inflamatorio culmina em aumento de leucdécitos
circulantes e na mucosa intestinal com maior liberagcdo de mediadores inflamatoérios
e intensificacdo da inflamacéo. Esta é uma fase onde o paciente pode apresentar

maior risco de complicacdes cardiovasculares, possivelmente em decorréncia deste
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intenso processo inflamatério. Em seus estudos, Kristensen et al3% 3L 32 mostraram
gue pacientes com DIl em atividade tém maior risco para desenvolvimento de DCV
incluindo acidente vascular encefalico (AVE), fibrilacdo atrial e insuficiéncia cardiaca
e até mesmo morte por DCV comparados a individuos controles, enquanto durante a
remissdo o risco de DCV é semelhante ao grupo controle3® 3% 32, Rungoe e
colaboradores®? relatam que pacientes com DIl tém duas vezes mais risco de DCV
durante o primeiro ano de diagnéstico da doenca®. Isso se deve ao intenso
processo inflamatorio recentemente instalado no trato gastrointestinal.

A fase de remissao é caracterizada pelo controle dos sintomas e cicatrizacdo
da mucosa®’. Nessa fase os pacientes geralmente ndo queixam dor abdominal,
febre, sangramento retal, muco e pus nas fezes, uma vez que as lesées na mucosa
estdo cicatrizadas e a doenca esta sob controle medicamentoso. Em geral as fezes
sdo bem formadas, sem elementos anormais enquanto os marcadores inflamatérios
como PCR e VHS mantém-se dentro da faixa de normalidade. O processo
inflamatorio durante a remissao também é diferenciado, com reducao nos niveis de
leucocitos e de mediadores inflamatdrios. Em geral, pacientes que ndo se
enguadram nos parametros de atividade propostos por Truelove e Witts?® (Tabela 1)
encontram-se em remissao.

Em geral, a maioria dos trabalhos que envolvem pacientes com DIl, nédo
diferenciam RCU da DC. Da mesma forma, varios trabalhos nado distinguem a
doenca em fase de atividade daquela em fase de remissdo. Considerando que o
quadro clinico do paciente difere entre os estagios e que a inflamacdo € um
importante mecanismo em ambos, seria interessante avaliar as doencas e seu
estdgio separadamente, para obtencdo de dados mais conclusivos em cada

condicao.

2.4 Tratamento das DIl

O tratamento das DIl visa induzir a remissdo da doenga ativa, manter a
remissado alcancada, evitar complicacdes e melhorar a qualidade de vida dos
pacientes. Para alcancar tais objetivos, a decisdo terapéutica deve ser baseada na
gravidade e extensdo da doenca. Os principais grupos de medicamentos
empregados no tratamento sdo o0s glicocorticoides, aminossalicilatos,

imunomoduladores e a terapia bioldgica?®.
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2.4.1 Glicocorticoides

Os glicocorticoides sdo uma classe de hormonios esteroides, sintéticos, que
exercem acles anti-inflamatérias e imunossupressoras. Eles podem ser
administrados de diversas formas, tais como via oral, intramuscular, intravenosa,
intra-articular, aerossol ou em forma de colirios, gotas nasais, cremes e pomadas.
Apos administracdo, a droga é transportada especialmente pela albumina e em
pequenas concentracdes pela globulina de ligacdo de corticosteroides (GLC) até as
células onde sofre difusdo passiva. No citoplasma, os glicocorticoides interagem
com receptores especificos, especialmente o GRa, receptor de alta afinidade para
glicocorticoides e que pode ser encontrado em todos os tecidos, com expressao
variada conforme o local. No estado de repouso o receptor GRa é encontrado
associado a um complexo de proteinas denominado HSP (proteinas de choque
térmico) 56 e 90. Apds a ligacdo do glicocorticoide a esse receptor, 0 receptor se
dissocia do complexo proteico e sofre uma alteracdo em sua conformacdo. Em
seguida, o complexo receptor-glicocorticoide migra para o nucleo das células onde
se liga aos chamados elementos de resposta a glicocorticoides (ERG) “positivos” ou
“negativos”, presentes nos promotores dos genes alvo, interferindo assim no
processo de transcricdo.

O complexo receptor-glicocorticoide parece atuar por trés vias para regular a
expressdo génica. O primeiro mecanismo € o da transativacdo, onde o complexo se
liga a um ERG positivo estimulando a transcricdo de alguns genes, especialmente
agueles envolvidos em mecanismos anti-inflamatérios. O segundo mecanismo é o
da transrepressdo, onde o complexo se liga ao ERG negativo, reduzindo a
expressdo de alguns genes. A terceira via de atuacdo do complexo receptor-
glicocorticoide envolve o mecanismo Fos/Jun, onde a presenca do complexo reduz a
ligacdo dos fatores de transcricdo Fos e Jun ao sitio regulatério AP-1 reduzindo o
processo de transcricdo. Aléem disso, o complexo receptor-glicocorticoide é capaz de
se ligar aos fatores de transcricdo P65 e P50 inibindo sua ligacdo ao NF-kB e
consequentemente, impedindo a transcricdo de diversos genes proé-inflamatorios,
auxiliando assim na regulacdo do processo inflamatério®®. Acredita-se que a
resisténcia ao corticoide seja decorrente de falhas nos mecanismos de regulacdo da
expressdo génica, resultando em perda da capacidade de inibir vias pro6-
inflamatorias como a via de NF-kB e AP-1.
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Apesar de atuar sobre a expressao de diversos genes, o complexo receptor-
glicocorticoide pode exercer acbes rapidas, ndo genéticas, interferindo na
transducédo de sinais ainda no citoplasma, sem alterar a sintese de RNA e proteinas.
Umas das acdes desse complexo envolve a fosforilacdo e liberacdo da proteina
anexina-1, importante na movimentagao de leucécitos®®.

Os principais glicocorticoides empregados no tratamento da DIl incluem
prednisona, prednisolona e hidrocortisona. Em geral sédo utilizados quando a DIl esta
em atividade, com o objetivo de induzir a remissdo da doenca e sua retirada deve
ser feita gradativamente. O tratamento da RCU leve ou moderada deve ser realizado
com a associacao de glicocorticoides e aminossalicilatos enquanto em casos graves,
pode ser necessaria a administracdo intravenosa deste farmaco associada a
administracdo via oral. A terapia de manutencdo da remissao da DIl ndo deve ser
feita com o glicocorticoide'® 8,

Diversos efeitos metabdlicos e anti-inflamatérios sédo associados ao uso de
glicocorticoidestt: 35 36;37; 38;

¢ Reducédo da captacao e da utilizacdo da glicose, aumento da gliconeogénese
e do armazenamento de glicogénio e hiperglicemia;

¢ Reducdo da sintese de proteinas e aumento do catabolismo, especialmente
no musculo;

e Alteracdo sobre a resposta lipolitica as catecolaminas e outros hormonios.
Assim, esses hormdnios levam a ativacao da lipase e alteracéo dos niveis de
lipidios circulantes bem como modificagbes na distribuicdo da gordura
corporal;

e Reducdo da absorcdo de calcio no trato gastrointestinal e aumento de sua
excrecao renal, favorecendo o estabelecimento de osteopenia/osteoporose;

e Reducédo da atividade de osteoblastos e ativacdo de osteoclastos, também
contribuindo para osteopenia/osteoporose;

¢ Retencéo de sodio e perda de potassio;

e Alteracdes oftalmolégicas, dermatoldgicas e psiquicas;

¢ Reducédo da migracéo de neutréfilos da circulacdo para os tecidos;

¢ Reducédo da producédo de moléculas de adeséo e citocinas inflamatorias (IL-1,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 e TNF), resultando em menor ativagdo de leucocitos,

especialmente de neutrofilos e macrofagos;
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e Reducédo da ativacdo de células T helper e de sua expanséo clonal;
e Reducédo da expressdo da iINOS e consequentemente menor produgédo de
oxido nitrico por essa via,;

e Diminuicédo da secrecao de histamina por basdfilos;

e Aumento da producao de IL-10;

Pacientes que sdo dependentes de glicocorticoides, ou seja, que necessitam
deste para manter a remissdo assim como aqueles que nao respondem a terapia
com esta droga devem fazer uso de outros medicamentos para induzir e manter a

remissao tais como azatioprina e 6-mercaptopurinal®.

2.4.2 Aminossalicilatos

Os aminossalicilatos sdo medicamentos que vém sendo utilizados ha mais de
60 anos para o tratamento das DIl e sdo empregados para indu¢do e manutencao
da remissdo®’. O grupo dos aminossalicilatos inclui a sulfassalazina e derivados do

acido 5-aminossalicilico (5-ASA) sendo 0 mais comumente utilizado a mesalazina.

2.4.2.1 Sulfassalazina

A sulfassalazina (Azulfin®) € um medicamento antiinflamatério de uso oral,
empregado no tratamento das DIl e do reumatismo. E uma droga metabolizada no
célon pela enzima azoredutase gerando os compostos sulfapiridina e mesalazina,
sendo o Ultimo, o principio ativo da droga'® 3°. A mesalazina ndo é absorvida,
exercendo ac¢bes locais, enquanto a sulfapiridina é absorvida, metabolizada no
figado e posteriormente excretada. Possiveis sintomas decorrentes do uso da
sulfassalazina sdo provenientes da sulfapiridinas®.

Os mecanismos de acdo da sulfassalazina ainda ndo foram elucidados, no
entanto, sabe-se que a droga promove a reducdo da quimiotaxia de leucdcitos
especialmente neutrofilos, inibicdo da proliferacdo celular e inducdo da apoptose de
leucdcitos; reducéo da ativacdo de NF-kB, modulagéo da secrecéo de citocinas pro-
inflamatorias, inibicdo da producéo de prostaglandinas e leucotrienos, diminuicdo de
radicais livres e do estresse oxidativo, degradacdo do peroxinitrito e reducédo da

apoptose das células epiteliais intestinais. Em conjunto, as ac¢des anti-inflamatorias
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contribuem para o controle da inflamacdo e indugdo/manutencédo da remissao da
Os efeitos colaterais da sulfassalazina sédo dose-dependentes e estdo
associados com o0s niveis séricos de sulfapiridina sendo os principais nauseas,

vomitos, cefaleia, anorexia e alteragdes hepaticas e renais® 3°,

2.4.2.2 Mesalazina

A mesalazina (Asalit®) é um medicamento antiinflamatério de uso oral e uso
tépico como supositério e enema. Grande parte dos pacientes que nado toleram a
sulfassalazina sdo tratados com mesalazina, apresentando boa tolerancia. Esse
medicamento é eficaz na manutencéo da remissdo e melhora do quadro geral, além
de possuir menor custo comparado a sulfassalazina'® 3.

A liberacdo de mesalazina no trato gastrointestinal ocorre de diferentes
formas. De acordo com a formulacéo da droga ela pode ser liberada no decorrer de
todo o trato gastrintestinal, no ileo proximal e distal ou no célon. A liberacdo pode ser
imediata ou prolongada, ocorrendo durante todo o dia e facilitando a ades&o ao
tratamento?® %7,

Os mecanismos de acdo da droga sdo 0s mesmos descritos para
sulfassalazina, uma vez que a mesalazina € o principio ativo de ambas as drogas.
As reacgOes adversas incluem flatuléncia, fraqueza, dor abdominal e alteracbes nas

funcGes hepatica e renal®.

2.4.3 Azatioprina

A azatioprina - AZA (Imuran®) € um medicamento imunossupressor que
também é utilizado no tratamento das DIl e da artrite reumatoide. A azatioprina é
convertida em 6-mercaptopurina (6-MP) por uma reacdo ndo-enzimética que ocorre
no interior de eritrécitos!® 3% 40, Em seguida, a 6-MP é metabolizada em trés vias. Na
primeira via, a 6-MP sofre acdo da enzima TPMT (metiltransferase tiopurina), a qual
converte a 6-MP em 6-MMP (6-metilmercaptopurina), metabdlito com acéo
hepatotoxica. A 6-MP também pode ser metabolizada pela enzima HPRT
(hipoxantina fosforibosil transferase), que resulta na formagdo de 6-TGN
(nucleotideo 6-tioguanina), metabdlito responsavel pela acéao terapéutica em DIl e
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pela mielossupressao. Outra via de metabolizagdo da 6-MP envolve a enzima
xantina oxidase que leva a formacdo do composto 6-TU (acido 6-tiodrico), um
metabdlito inativo no organismo, posteriormente excretado*:.

O principal mecanismo de acdo da azatioprina estd relacionado a
incorporacdo dos nucleotideos 6-tioguaninas ao RNA e/ou DNA das células em
replicacéo, interrompendo sua proliferacéo e a formacéo de seus produtos. Assim, a
azatioprina € capaz de inibir a expansao clonal das células T durante a resposta
imune, diminuindo consequentemente a producdo de citocinas e imunoglobulinas
por essas células® 42 e reduzindo o processo inflamatério e a contagem de linfocitos
no sangue.

Outro mecanismo de acdo importante da droga envolve o bloqueio da via de
Racl. Na via de Racl, a coestimulacdo por CD28 leva a ativacdo de proteinas no
citoplasma dos linfécitos culminando na formacdo e ativacdo do complexo Racl-
GTP, o qual promove ativacdo de NF-kB. Por sua vez, NF-kB aumenta a expresséo
de genes anti-apoptoticos e ativa a via de STAT3 que também induz o aumento da
expressao desses genes, contribuindo para a sobrevivéncia da célula e producéo de
mediadores inflamatdrios. Com a administracdo de AZA, seu metabdlito ativo 6-MP é
convertido em 6-TGN que se liga ao complexo Racl-GTP inibindo-o pela formacao
do complexo Racl-GTP-6TGN. Isso impede que haja ativacao direta de genes anti-
apoptéticos e da via de STAT3, culminando em apoptose das células e regulacéo do
processo inflamatoériol® 1941,

Em RCU, os imunossupressores sao indicados quando o paciente é
dependente ou resistente ao glicocorticoide, quando necessita de mais de dois ciclos
de glicocorticoide no periodo de um ano ou quando o tratamento habitual néo
apresenta resposta nem melhora do padrdo de atividade da RCU'. Tanto AZA
quanto 6-MP apresentam efeitos tardios sendo necessario um periodo de tratamento
minimo de trés meses para avaliar se o tratamento esta sendo eficaz ou ndo?°,

Efeitos colaterais relacionados a azatioprina incluem nauseas, vOmitos,
erupcbes cutaneas, disturbios gastrointestinais  (esofagite, estomatite,
esteatorreia...), hepatotoxicidade, pancreatite, trombocitopenia, leucopenia e

mielossupressao?0: 35 3941,
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2.4.4 Agentes biolégicos

Pacientes com DIl em grau moderado a grave ou que ndo respondem a
outros tratamentos podem ter indicacdo para realizacdo da terapia bioldgical®. Os
principais agentes bioldgicos utilizados séo Infliximabe (Remicade®) e Adalimumabe
(Humira®). Eles sdo comumente empregados no tratamento da DC mas vém sendo
utilizados no tratamento de alguns casos graves de RCU em atividade, visando
induzir e posteriormente manter a remissao'% 8,

O infliximabe € um anticorpo IgG monoclonal anti-TNFa, cuja composi¢cédo
deriva de 75% de anti-TNFa humano e 25% de anti-TNFa sintético. A administracdo
é feita por via intravenosa. Por sua vez o adalimumabe também é um anticorpo IgG
anti-TNFa, 100% humano, administrado por via subcutanea. Ambos sédo capazes de
se ligar ao TNF circulante e de membrana impedindo que este desenvolva seu papel
pro-inflamatério, reduzindo assim a inflamacéo. A ligacdo do anti-TNFa ao TNF de
membrana induz uma sinalizacéo reversa, inibindo a producédo de TNF e induzindo a
apoptose das células produtoras desta citocina. Além disso, o anti-TNFa se liga aos
receptores de TNF bloqueando esta via de sinalizagéo e contribuindo para reducao
do processo inflamatdriot0 1841,

O infliximabe é administrado em uma dose de 5mg/kg nas semanas 0, 2 e 6,
por via intravenosa para inducdo da remissdo. Posteriormente, uma dose de
manutencdo deve ser administrada a cada oito semanas. A dose bem como a
frequéncia de administracdo podem ser alteradas caso o paciente pare de responder
a terapia tradicional®®. A necessidade de administracdo do infliximabe associado aos
farmacos imunossupressores deve ser avaliada cuidadosamente, considerando a
histéria clinica do paciente'®. A dose recomendada de adalimumabe para pacientes
com DC é de 160 mg, seguidos de 80 mg duas semanas apés a dose inicial e
posteriormente, 40 mg a cada 15 dias para a terapia de manutencédo. O uso de
adalimumabe em RCU ainda nao foi aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA)*,

Os efeitos colaterais mais comumente observados na terapia com anti-TNFa
séo infec¢des do trato respiratorio (bronquite, faringite), reagbes a infusdo, febre e

cefaleia, nduseas e dor abdominal®®.
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2.5 Composicao corporal em DIl

O corpo é dividido em dois compartimentos sendo eles a massa gorda e
massa livre de gordura (representada pela massa muscular, massa 0ssea e agua
corporal). Varios métodos podem ser utilizados para avaliar a composi¢cao corporal
dos individuos sendo o mais comumente empregado a bioimpedancia*.

A avaliacdo nutricional feita somente pelo IMC ndo apresenta conclusfes
sobre a composicao corporal. Um individuo pode apresentar IMC dentro da faixa de
normalidade (18,5 a 24,9 kg/m?)*, mas possuir niveis elevados de gordura corporal
com reducdo da massa livre de gordura, fatores que ndo podem ser detectados pelo
IMC, evidenciando a importancia de uma andlise detalhada da composicéo
corporal*.

Alguns trabalhos tém mostrado a ocorréncia de modificagdes na composicao
corporal de pacientes com DIl, evidenciando uma redugdo da massa livre de
gordura®* 46: 47 |sto sugere que 0S pacientes apresentam menor proporcdo de
massa muscular e/ou massa 0ssea, favorecendo o desenvolvimento de doencas
como sarcopenia, osteopenia e osteoporose. Em contrapartida, hA um aumento da
massa gorda, caracterizando quadro de obesidade e inflamacao cronica de baixo
grau, o qual influencia no estado pré-inflamatério do paciente®* 48,

AlteracBes na ingestdo caldérica podem afetar a composicdo corporal de
pacientes, especialmente daqueles com a doenca em atividade, devido a diminui¢éo
do apetite. Por sua vez, o aumento dos niveis de citocinas inflamatorias também
modifica 0 metabolismo energético, alterando o turnover de proteinas e a utilizacédo
de substratos energéticos. Também é conhecido que a terapia com glicocorticoides
resulta no aumento da massa gorda além de favorecer o catabolismo da massa
magra, afetando a composicdo corporal dos pacientes#4.

O aumento da massa gorda e as alteracdes na distribuicdo da gordura
corporal, com hipertrofia do tecido adiposo mesentérico e aumento da gordura intra-
abdominal sdo achados importantes e que vém sendo observados em pacientes
com DII*6. O aumento desse tecido adiposo apresenta importante associacdo com o

risco para desordens metabdlicas como as DCV#9,
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2.6 O tecido adiposo, 0 sistema imune e as citocinas

O tecido adiposo é um o6rgdo metabolicamente ativo que desempenha
importantes fungcdes como geracao de calor, producdo e armazenamento de energia
e secrecdo de adipocinas (ou citocinas). Ele é constituido por adipdcitos, pré-
adipdcitos, células do estroma vascular, tecidos conectivos, nervos e células imunes.
O tecido adiposo é classificado em subcutaneo e visceral. O tecido adiposo visceral
apresenta importante relacdo com o risco de DCV, devido a maior liberacdo de
mediadores inflamatdrios®: 50 51 521 53; 54,55,

Em condicdes fisiolégicas, baixas quantidades de citocinas sédo produzidas
pelo tecido adiposo e podem desempenhar acdo enddcrina, paracrina ou autocrina.
Elas sdo classificadas como antiinflamatoérias ou pré-inflamatérias e podem afetar o
metabolismo lipidico, sensibilidade a insulina, homeostase e a regulacdo da pressao
arterial, bem como contribuir para o surgimento e agravamento de doencas como a
obesidade, DCV, diabetes e a sindrome metabdlica® 46 52,

A medida que ocorre a expansio do tecido adiposo, a migracéo de mondcitos
para este tecido e sua diferenciacdo em macréfagos aumentam, bem como a
secrecao de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas com reducdo da producéo de
mediadores antiinflamatorios, caracterizando um perfil inflamatoério crénico, de baixo
grau, que pode contribuir para o desenvolvimento e agravamento de outras doencas
e aumento dos niveis séricos de marcadores de inflamacdo como a proteina c
reativa (PCR)® 46: 49 50; 52 Desta forma, a expanséo do tecido adiposo resulta no
desenvolvimento de um quadro de inflamacdo subclinica que favorece o
estabelecimento de complicagGes clinicas, especialmente as DCV®C.

Dentre as principais citocinas proé-inflamatérias liberadas pelo tecido adiposo
estdo a interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), proteina quimioatraente
para mondcitos 1 (MCP-1) e leptina® 46 50 52 O aumento da secrecdo desses
mediadores inflamatérios contribui para maior migracdo de leucdcitos,
especialmente mondcitos para o tecido adiposo e sua expansao, bem como para
aumento do processo inflamatério*®. A IL-6 pode ser secretada ndo somente por
adipécitos, mas também por mondcitos, macrofagos, células T, células endoteliais e
fibroblastos. Além de contribuir para formacéo da placa de aterosclerose ela atua na
maturacdo de células B e crescimento de células T, além de ativar o sistema renina-

angiotensina, novamente contribuindo para o desenvolvimento de DCV>50: 56; 57; 58; 59,
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A MCP-1 produzida por adipécitos e células do sistema imune, promove o
recrutamento de mondcitos/macréfagos, favorecendo a expansao do tecido adiposo
e aumentando o processo inflamatério® . Por sua vez, o TNF também produzido
por adipdcitos e células imunes, promove alteracdes na expressdo de moléculas de
adesdo e aumento da producgdo de oxido nitrico via INOS, resultando em disfungéo
endotelial e maior migracdo de leucdcitos para os tecidos. Além disso, o TNF
contribui para 0 aumento do estresse oxidativo, oxidacdo da LDL e secrecdo de
mediadores inflamatérios, favorecendo o desenvolvimento da aterosclerose?%: 23 57 60;
61; 62; 63_

Segundo Ponemone e colaboradores (2010)?3, pacientes com DC apresentam
alteracdes no tecido adiposo mesentérico, exibindo um perfil predominantemente
pré-inflamatério. Bilski e colaboradores (2013)® mostraram que pacientes com DC
apresentam maior expressdo de TNF, IL-6, MCP-1, IL-18 e leptina no tecido
adiposo, condigdo que parece contribuir para o agravamento da DIl, aumento de
marcadores de inflamacdo como a PCR e maior risco de DCV® 57 6465 Rodrigues e
colaboradores?® relatam que a histologia do tecido adiposo mesentérico de pacientes
com DC revela um aumento do infiltrado de macréfagos, células T e fibrose, além de
elevado numero de adip6citos com reducdo em seu tamanho, quando comparado ao
tecido adiposo de individuos controle. Olivier e colaboradores (2011)% relatam que
pacientes com DC apresentam aumento de macrofagos ativados no tecido adiposo
refletindo em aumento do processo inflamatério®®. De acordo com Berg e Scherer
(2005)%%, o tecido adiposo possui cerca de 5% a 10% de macréfagos. Com a
expansdo do tecido adiposo, este infiltrado aumenta correspondendo a cerca de
60% da composicao do tecido adiposo.

O tecido adiposo também é uma importante fonte importante de 6xido nitrico
(ON). Sua expansao resulta em aumento da secregcdo de ON, contribuindo para
disfuncdo endotelial, ativacdo de células inflamatérias e o estabelecimento de

doencas cardiovasculares®’.
2.7 Aterosclerose e doencas cardiovasculares
Atualmente é bem conhecido o papel da inflamagdo no desenvolvimento e

progressdo da aterosclerose. Pacientes com doencas inflamatérias cronicas como

artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico apresentam maior incidéncia de
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doencas cardiovasculares devido ao estado inflamatério crénico, sendo mais
propensos a complicacbes cardiovasculares como o infarto agudo do miocéardio
(IAM) e até mesmo mortel: 11 50; 60; 68; 69,

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2013) as DCV sao
desordens que acometem 0s vasos sanguineos e o coracdo e incluem: doenca
arterial coronariana, doenca cerebrovascular, hipertensao arterial sistémica, doenca
arterial periférica, doenca arterial reumatica, doenca arterial congénita e insuficiéncia
cardiaca. Dados da OMS mostram que em 2008 as DCV representaram a maior
causa de mortes no mundo, atingindo 17 milhdes de individuos. Em 2030, a previsao
€ que este nUmero aumente para 23 milhdes. A aterosclerose € a principal causa
das DCV.

A aterosclerose é um processo complexo, com modificacdes silenciosas na
parede da artéria, caracterizado por desordens no metabolismo lipidico™. A
formacdo do ateroma ocorre em dois estagios. O primeiro € caracterizado pelo
surgimento das estrias gordurosas. A migracdo da LDL para a parede da artéria e
sua oxidacdo gera a LDLox, evento chave na iniciacdo e desenvolvimento da
aterosclerose. Esta, por sua vez, contribui para a ativacdo das células endoteliais
vasculares, aumentando a expressao de moléculas de adesdo como E-selectina, P-
selectina e molécula de adesao celular vascular 1 (VCAM-1), favorecendo a adeséo,
rolamento e diapedese de leucdcitos para a intima da artéria. As células endoteliais
vasculares também secretam mediadores inflamatérios que intensificam sua
interacdo com os leucécitos e posterior diapedese para intima da artéria. ApGs a
migracdo, os mondcitos se diferenciam em macréfagos sob estimulo do fator
estimulante de colénica de macréfagos (M-CSF) produzido pelas células musculares
lisas e células endoteliais vasculares. Na intima, os macrofagos iniciam a endocitose
da LDLox por meio dos receptores scavenger (CD36, SR-A e SR-B1) formando a
célula espumosa. A liberacdo de citocinas e quimiocinas contribui para aumentar o
recrutamento de leucdcitos para a parede do vaso, ampliando a resposta
inflamatoria e favorecendo o desenvolvimento da placa (Figura 1). O acumulo das
células espumosas na intima caracteriza a estria gordurosa e tem seu inicio na

infancia e adolescéncia? 60: 70: 71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78
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Figura 1: Primeiro estagio de desenvolvimento da aterosclerose. A LDL circulante migra para a
intima da artéria por difusdo passiva onde sofre alteracdes em sua estrutura gerando a LDLox. A
LDLox por sua vez estimula a expressdo de moléculas de adesao vascular que propicia a adesao e
diapedese dos mondcitos sanguineos para a intima da artéria. Na intima, o mondcito sofre a acéo da
quimiocina M-CSF produzida pelas células endoteliais e musculares lisas sendo transformado em
macrofago o qual expressa receptores Scavenger que reconhecem a LDLox promovendo sua
endocitose e formando posteriormente a célula foam. A célula foam inicia a formagdo das estrias
gordurosas, promove a liberacdo de citocinas, EROs e metaloproteinases (MMPSs), estimulando o
recrutamento de outras células imunes para a intima da artéria, aumentando o processo inflamatério
e levando a formacéo da placa de aterosclerose. Adaptado.

No segundo estagio da formacdo da placa de aterosclerose as células
espumosas e aglomerados de colesterol séo circundados por uma capa fibrosa
constituida por colageno, produzido pelas células musculares lisas que migram da
camada média da artéria para a camada intima. Esta migracdo e proliferacdo de
células musculares lisas € estimulada por citocinas e fatores de crescimento
produzidos por macréfagos e linfécitos e aumenta a rigidez da artéria. A capa fibrosa
tem como funcdo proteger a placa de aterosclerose. Neste estagio, células
dendriticas, mastacitos, linfocitos e células NKT também séo encontrados na placa e
produzem citocinas e quimiocinas ampliando o processo inflamatério e

consequentemente a placa de ateroma (Figura 2)% 70 7% 73: 74,
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Figura 2: Placa de aterosclerose desenvolvida ou madura. Nesta etapa, diversos componentes
imunoldgicos, colesterol e células mortas sdo encontrados na composi¢do da placa. No centro da
placa ha formacdo de um nucleo necrético, composto por células mortas e colesterol livre. A capa
fibrosa circunda a placa, envolvendo as células constituintes e protegendo o ateroma impedindo seu
rompimento. Adaptado’.

A manutencao da capa fibrosa depende de um equilibrio entre a producéo e a
degradacdo do colageno. A liberagdo de mediadores inflamatorios e
metaloproteinases contribui para a desestabilizacdo da placa devido a degradacéo
do colageno, tornando a placa mais vulneravel a ruptura. A ruptura da placa propicia
o desenvolvimento de trombose, estenose, hipertensao arterial, 1AM, aneurisma,
AVE, isquemia de membros inferiores e até mesmo a insuficiéncia renal’0% 75 76: 80, 81,

A inflamacdo esta presente em todos os estadgios da aterosclerose,
envolvendo a iniciacdo, progressdo e desestabilizacdo da placa. A inflamacgao
sistémica pode acelerar a aterosclerose por varios mecanismos, como por danos ao
endotélio mediados pelas citocinas, ativagcdo do sistema imune e da cascata de
coagulagdo® 83,

Niveis elevados de LDLox na placa e circulantes resultam em reducao da
elasticidade da artéria, influenciando tanto na estrutura do vaso quanto em sua
funcdo, alteracdo da sinalizacdo de ON endotelial, ativacdo do endotélio, aumento
da expressédo de moléculas de adesado e da migracéo de leucdcitos para a intima da
artéria®® 72, A oxidacdo da LDL gera epitopos antigénicos capazes de induzir uma
resposta imunoldgica. Assim, a deteccao de anticorpos anti-LDL oxidada € proposta

para avaliar a oxidacdo in vivo da LDL’?> e serve como indicador indireto de
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aterosclerose. Niveis elevados de IgG anti-LDLox estdo associados com
propriedades aterogénicas®°.

Estudos recentes tém mostrado que pacientes com DIl apresentam aumento
da espessura das camadas intima e média das car6tidas evidenciando a presenca

de aterosclerose precoce, quando comparados com a populacdo em geral® 8.

2.8 Fatores de risco para doencas cardiovasculares

Fatores de risco tradicionais para DCV incluem idade, hipertenséo arterial
sistémica (HAS), dislipidemia, diabetes (DM), tabagismo, ingestdo de bebidas
alcoolicas, sedentarismo e a dieta® 7% 8 8 Dentre os fatores de risco néo
tradicionais estdo a contagem de células brancas e de plaguetas, niveis de
hemoglobina, PCR e IL-634 8 86 Apesar de ndo ser um fator de risco emergente,
elevados niveis de Oxido nitrico circulantes desempenham importante papel
inflamatorio e no estresse oxidativo, contribuindo para o desenvolvimento de DCV.

O avanco da idade € um fator que aumenta o risco de DCV, sendo maior em
mulheres do que em homens. Individuos com doencas como HAS, DM e
dislipidemia também apresentam maior risco para o desenvolvimento de DCV. O
estilo de vida sedentario esta relacionado ao risco aumentado de DCV enquanto a
pratica de atividade fisica mostra reduzir o risco de morbimortalidade por DCV?®’. A
ingestdo de bebida alcodlica também esté relacionada com a mortalidade por varias
causas inclusive por DCV, incluindo a morte subita e o AVE®. O tabaco em todas as
formas (cigarro, charuto, cachimbo e tabaco mastigavel) € prejudicial a saude,
aumentando o risco de DCV. Eventos associados ao tabaco incluem reducdo dos
niveis de 6xido nitrico e aumento da expressao de moléculas de adesao resultando
em disfuncdo endotelial e contribuindo para ocorréncia de AVE e morte. A cessacao
desta pratica reduz o risco das complicacGes®’: 88,

A dieta também é um fator importante para a saude cardiovascular. Uma
alimentagcdo inadequada pode refletir no desenvolvimento de doengas como
obesidade, dislipidemia, DM e HAS, fatores de risco para DCV. A relagéo entre a
ingestao de gorduras e DCV tem sido amplamente investigada. A gordura saturada e
a gordura trans tém demonstrado aumentar os niveis do LDL colesterol enquanto
acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados demonstram reduzi-lo. Por sua

vez, o colesterol dietético € um fator determinante para a concentracao do colesterol
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sérico. Quanto maior a ingestdo de colesterol, maior a tendéncia de aumento dos
niveis séricos de colesterol. Baixa ingestdo de frutas e vegetais e o consumo de
bebida alcoolica também sé&o fatores de risco para DCV8" 8 A ingestdo de uma
dieta saudavel e equilibrada contribui para reduzir o risco de doencas em especial,
da DCV.

Fatores de risco nao tradicionais tem implicagdo importante no
desenvolvimento da DCV. A contagem total de leucécitos reflete o nimero de
células imunes circulantes e niveis aumentados destas células no sangue sugerem
maior risco de complicagbes cardiovasculares, uma vez que pode haver maior
migracdo dessas células para a intima da artéria e expansdo da resposta
inflamatoéria e da placa de ateroma. Por sua vez, as plaguetas desempenham
importante papel imune e inflamatério na resposta a injarias teciduais. Alteracdes
plaquetarias podem resultar em maior risco de hemorragia e de eventos trombéticos
contribuindo assim para complicacdes cardiovasculares bem como para a
patogénese da aterosclerose e outras doencas inflamatoérias®® 91 92,

A IL-6 tem sido implicada no desenvolvimento da aterosclerose, visto que ela
participa de eventos associados a este processo. Ela estd associada a maior
producdo de PCR e dislipidemia, disfuncdo endotelial, aumento do recrutamento e
ativacdo de células inflamatérias, aumento da espessura da intima e média das
artérias e inducdo de metaloproteinases, refletindo em maior vulnerabilidade da
placa e risco para complicacdes cardiovasculares. A IL-6 também promove aumento
da expresséao de receptores scavenger CD-36 e SR-A, fundamentais na captacao de
LDLox, contribuindo para formacdo de células espumosas e aceleracdo do
desenvolvimento da lesdo ateroscler6tica®® 93 %4, QOutras citocinas inflamatérias como
TNF e IL-1 tém sido consideradas fatores de risco néo-tradicionais para DCV devido
ao seu papel inflamatério e importancia no desenvolvimento da lesdo aterosclerética.

A PCR é uma proteina de fase aguda amplamente utilizada como marcador
de risco de DCV e de atividade em DIl. Sua producéo é estimulada pela IL-6 e pelo
TNF e ocorre principalmente no figado' 8, No entanto, a PCR também pode ser
produzida por células extra-hepaticas, especialmente aquelas que compdem a placa
de aterosclerose, evidenciando sua importancia na avaliacdo do grau de inflamagéo
e risco de complicacdes cardiovasculares®®. Niveis elevados de PCR estédo
associados com disfuncao endotelial uma vez que ela inibe a producdo de ON por

eNOS, modifica os mecanismos de constricdo e relaxamento vascular, aumenta a
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expressdo de moléculas de adesdo como as selectinas, ICAM e VCAM, além de
promover aumento da secrecdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias pelo
endotélio dos vasos. Ela também estimula a captacdo de LDL pelos macrofagos e
parece estar relacionada com o aumento da migracdo de células musculares lisas e
sua proliferagdo!® 59 60; 8 94 95 FEm um trabalho de Kaptoge e colaboradores
(2010)°¢, pacientes com altos niveis de PCR no soro apresentaram maior risco para
doencas da artéria coronaria comparados a individuos controle. Estudos in vitro
mostram que a PCR é capaz de induzir a secrecéo de citocinas pro-inflamataérias por
mondcitos humanos®, destacando seu papel no processo inflamatério e risco de
aterosclerose. No intestino, as modificacdes na expressao de moléculas de adeséo
decorrentes do processo inflamatério intestinal e do aumento dos niveis de PCR
podem contribuir para o aumento da migracdo de leucdcitos da circulacdo para a
mucosa gastrointestinal, perpetuando o processo inflamatério crénico em DII.

Estudos in vitro mostram que a PCR também é capaz de induzir a secrecéo
de citocinas proé-inflamatérias por monécitos humanos®. Em uma meta-analise®,
pacientes com niveis elevados de PCR no soro apresentaram maior risco para
doencas cardiovasculares comparados aqueles com niveis reduzidos. Assim, niveis
elevados de PCR em DIl também sugerem maior risco para DCV,

Apesar de ndo ser um fator de risco emergente para DCV, o 6xido nitrico
desempenha um importante papel na inflamacdo e no estresse oxidativo. A
producdo de ON ocorre a partir da arginina com coproducgéo de citrulina, por meio
das enzimas 6xido nitrico sintase (NOS)%. Existem duas formas de NOS: a forma
constitutiva, presente no sistema nervoso (nNNOS) e no endotélio vascular (eNOS) e
a forma induzivel (iINOS), expressa em mondcitos, macrofagos, neutrofilos, células
T, células musculares lisas e epiteliais36: 97; 98 99; 100,

O papel do ON como antiinflamatério ou pré-inflamatério ainda € discutido,
mas parece depender da quantidade de ON secretado. A NOS constitutiva produz
baixos niveis de ON com acéo fisiologica e protetora. Esse ON ativa a ciclase
guanilato soluvel e resulta na producdo de GMP em diferentes partes do corpo,
inclusive na mucosa gastrointestinal, resultando em efeitos como o relaxamento do
musculo da vasculatura e neurotransmissédo. Por sua vez, a forma induzivel produz
guantidades maiores de ON por um periodo prolongado, em resposta a citocinas,
microrganismos e outros estimulos, exercendo efeitos sistémicos, pro-inflamatérios e

de injaria®”. O mecanismo pelo qual o ON causa danos é desconhecido mas é
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sugerido que o ON produzido pela INOS interage com radicais de oxigénio como o
superoéxido, produzindo peroxinitrito, composto citotéxico que pode desencadear a
peroxidacdo lipidica dos fosfolipidios da membrana celular e aumentar a
permeabilidade endotelial. Além disso, 0 peroxinitrito pode reagir com a tirosina
formando a nitrotirosina, em proteinas celularess3® °7: 99 causando danos celulares.

No geral, o 6xido nitrico pode apresentar papel cardioprotetor ou aterogénico,
conforme sua via de producdo e concentracdo. Em geral, o aumento do ON
produzido via iINOS inibe os mecanismos cardioprotetores, estabelecendo um papel
aterogénico para o ON e aumentando a progressao da aterosclerose e da DCV. Este
aumento do ON também est4d relacionado com a ocorréncia de trombose,
vasoespasmo e até mesmo com a insuficiéncia cardiaca cronica®: 109 101 O aumento
dos niveis de citocinas pro-inflamatorias induz a expressao da iNOS resultando em
aumento da producédo de ON circulante, refletindo em maior risco cardiovascular3®
67_

A reducdo das concentracdes de ON pela via constitutiva e o aumento
daquele produzido via INOS, inibe o papel cardioprotetor, favorecendo um ambiente
aterogénico, contribuindo para a progressao da aterosclerose e da DCV1%,

O tecido adiposo também é uma das principais fontes de producédo de ON. O
aumento do tecido adiposo resulta em aumento da secrecdo de ON, favorecendo o
estabelecimento de DCV. Agentes antioxidantes como vitamina C e a vitamina E
parecem desempenhar importante papel na reducdo dos danos causados pelo ON®”.

Individuos com RCU apresentam maior expressdo e atividade da iNOS
guando comparados a individuos com DC ou individuos saudaveis, bem como
maiores niveis de ON na mucosa intestinal®’. Segundo Dijkstra e colaboradores'®?, a
expressao de iINOS em mondcitos circulantes de pacientes com DIl é maior que nas

células de individuos saudaveis.

2.9 Avaliacao do risco de doengas cardiovasculares pelos escores de risco de

Framingham

O escore de risco de Framingham foi desenvolvido apds a realizagdo de um
longo estudo denominado “Estudo de Framingham” conduzido pelo NHI (National
Heart Institute) hoje conhecido como NHLBI (National Heart, Lung and Blood

Institute). Esse estudo iniciou-se em 1948 na cidade de Framingham, Massachusetts
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(EUA) e teve como objetivo identificar os fatores e caracteristicas comuns que
contribuem para o desenvolvimento de DCV. O estudo envolveu trés geracdes
monitoradas minuciosamente no decorrer do tempo e submetidas a exames fisicos,
laboratoriais e entrevistas sobre sua historia atual. O estudo permitiu a identificacéo
dos principais fatores de risco para DCV sendo eles: HAS, altos niveis de colesterol,
tabagismo, obesidade, diabetes e sedentarismo. O estudo reuniu ainda importantes
informacdes sobre outros fatores associados como triglicérides, niveis de HDL,
idade, sexo e condicdes psicoldgicas.

O escore de risco de Framingham permite avaliar o risco para
desenvolvimento de DCV em um periodo de 10 anos e 30 anos. Ele pode ser
realizado em um calculador on line (http://www.framinghamheartstudy.org/risk-
functions/cardiovascular-disease/index.php) e considera 0s seguintes parametros:
sexo, idade, pressao arterial sistélica, tratamento da hipertensao arterial, tabagismo,
presenca de diabetes e niveis de colesterol total e HDL ou indice de massa corporal
(IMC).

2.10 Risco de Doencas Cardiovasculares em pacientes com Doencgas

Inflamatodrias Intestinais

Até o ano 2007, trabalhos que avaliavam a relacdo entre DIl e DCV
afirmavam néo haver nenhuma ligacdo entre as doencas e que pacientes com DIl
ndo apresentam maior risco de morte por DCV comparados a populagdo geral®.
Kristensen e colaboradores® relatavam que pacientes com DIl, em remiss&o, ndo
apresentam maior risco para infarto agudo do miocardio e morte cardiovascular
comparados a controles, sendo este risco evidente somente durante a atividade da
doenca. Por sua vez, Maharshak e colaboradores'®* mostraram que ndo ha
modificacdes na espessura da intima e da média das artérias de pacientes com DI|
enguanto Dorn e Sandler'®? relataram que ndo ha associacdo entre mortalidade por
DCV e DII.

No entanto, a partir de 2011, diversos trabalhos tém sido publicados
afirmando existir uma relagdo entre DCV e DII, cujo mecanismo ainda nédo foi
esclarecido. Recentes publicacdes sugerem que pacientes com DIl apresentam

maior risco para desenvolvimento de aterosclerose precoce incluindo modificacdes
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na rigidez e espessura das artérias e maior risco de eventos tromboembdlicos,
comparados a individuos saudaveis®: 2 11; 74; 83,84, 105

Papa e colaboradores!®® relatam em seu trabalho que pacientes com DIl tém
maior risco de complicacGes decorrentes de trombose. Nesses estudo eles também
avaliaram a espessura das camadas intima e média da artéria carotida. O estudo foi
conduzido em 32 pacientes com diagnoéstico de DIl e 20 controles. Os dados obtidos
nesse estudo também evidenciaram um aumento da espessura das camadas intima
e média da artéria cardtida nos pacientes com DIl, com associacdo positiva aos
niveis de homocisteina séricos. Os autores também nao definiram o estagio da
doenca, tratamento medicamentos e ndo optaram por um grupo controle saudavel,
devidamente pareado.

Yarur e colaboradores® em um estudo de coorte longitudinal, onde foram
incluidos 356 pacientes com DIl e 712 controles pareados, os autores avaliaram o
papel de fatores de risco tradicionais e ndo-tradicionais no desenvolvimento de DCV
em pacientes com DII. Nesse trabalho, os autores observaram significativa reducéo
na prevaléncia de HAS, DM, obesidade e dislipidemia em pacientes com DII
comparados a controles pareados e concomitante aumento de fatores de risco néo-
tradicionais como a contagem total de leucécitos em pacientes com DII. Isso sugere
qgue os fatores de risco tradicionais para DCV ndo parecem estar relacionados ao
desenvolvimento desta doenca em pacientes com DIl, no entanto, fatores de risco
nao-tradicionais parecem desempenhar um importante papel no desenvolvimento de
DCV em DI, sugerindo uma possivel participacdo do processo inflamatério. Embora
seja um estudo com uma grande populacdo incluindo um grupo controle pareado,
nao foi considerada a DC e a RCU separadamente assim como 0 tratamento
medicamentoso nédo foi avaliado, nem o estagio da doenca.

Aloi e colaboradores?, estudaram o risco de disfuncdo endotelial e aumento
da espessura da camada intima da artéria em pacientes pediatricos com DIl. Foram
avaliados 25 pacientes com RCU e 27 pacientes com DC e no grupo controle foram
incluidos 31 participantes. Os autores observaram o aumento da espessura das
carotidas das artérias e reducéo da vasodilatacédo dependente do endotélio no grupo
RCU. Embora seja um estudo inovador em criancas, distinguindo as doengas, nao
houve distingdo quanto a fase da doenca e os medicamentos em uso e nao houve o

pareamento entre 0s grupos em estudo.
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Kristensen e colaboradores'® em uma reviséo, concluiram que pacientes com
DIl tém maior risco de tromboembolismo venoso, especialmente durante a fase de
atividade da doenca, sugerindo que uma terapia anti-inflamatoria possa contribuir
para reducao desse agravo e de DCV.

Theocharidou e colaboradores’ relataram que a inflamagdo é um preditor
para DCV e a presenca de DIl pode estar associada ao surgimento de DCV. Nesse
estudo, eles avaliaram a espessura das camadas intima e média da artéria em
pacientes com DIl sendo 26 com diagnostico de DC e 16 com diagnéstico de RCU e
concluiram que pacientes com DIl ttm aumento da espessura das camadas intima e
média da artéria carétida comparados ao grupo controle saudavel. Esses dados
sugerem uma associacdo entre inflamacdo e alteracées precoces na parede da
artéria, disfuncéo e risco de DCV em DIl. Nesse estudo, os autores se limitam a
selecionar pacientes com diagnéstico de DIl sem diferenciar o estagio da doenca e
tratamento medicamentoso. Também nao foi realizado nenhum tipo de pareamento
entre grupo RCU e grupo controle.

Principi e colaboradores!®” estudaram a funcdo endotelial e o risco
cardiovascular em DIl em atividade por meio da vasodilatacdo dependente ou
independente (via nitroglicerina) do endotélio e a espessura das camadas intima e
meédia das carotidas, incluindo 25 pacientes com DC e 23 com RCU, na fase de
atividade da doenca, comparados ao grupo controle saudavel. Os resultados
evidenciaram que a vasodilatagdo mediada pelo fluxo foi menor nos pacientes com
DIl sugerindo disfuncdo endotelial e aterosclerose precoce, condicdo que contribui
para a progressao da aterosclerose. Nesse estudo eles ndo encontraram alteracdes
guanto a espessura das camadas intima e média. Esse é um dos poucos estudos ja
publicados em que os autores definem a fase da doenca e fazem a opgao por um
grupo controle saudavel. No entanto, o tratamento medicamentoso nao foi
considerado e nenhum tipo de pareamento foi feito.

Akdogan e colaboradores'® estudaram a velocidade da onda de pulso e da
espessura das camadas intima e meédia da cardtida em pacientes com RCU.
Participaram desse estudo 37 individuos com RCU e 30 controles. Os dados
mostram que pacientes com RCU tém aumento da velocidade da onda de pulso e da
espessura da intima e média da artéria, evidenciando aterosclerose precoce nesse
grupo e relatando a necessidade de investigar possiveis mecanismos associados a

esse processo. Embora avaliassem somente pacientes com RCU, a fase da doenca
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e o tratamento medicamentoso nao foram considerados ao selecionar o grupo RCU
e 0 grupo controle foi definido com auséncia de DIl e ndo foi pareado.

Singh e colaboradores!® em uma revisdo sistematica, encontraram que
pacientes com DIl tém maior risco para o desenvolvimento de AVE e doenca arterial
isquémica comparados a populacdo sem DIl e esse risco € maior em mulheres,
sugerindo que a presenca da DIl resulta em aumento de DCV, especialmente no
sexo feminino.

Zanoli e colaboradores!'® em trabalho recentemente publicado, estudaram a
relagdo entre rigidez arterial, inflamacdo e uso de drogas imunomodulatérias em
pacientes com DII. Esse trabalho foi dividido em duas estapas: estudo 1, envolvendo
74 pacientes com DIl e 80 controles pareados e estudo 2 envolvendo 32 pacientes
com DIl e 30 controles pareados. No estudo 1, os autores evidenciaram um aumento
da rigidez das artérias, fator que contribui para a disfuncdo endotelial e
desenvolvimento de DCV. No estudo 2, os autores verificaram o papel do tratamento
medicamentoso sendo que 14 pacientes usavam aminossalicilatos, 11 pacientes
usavam glicocorticoides e azatioprina enquanto 7 pacientes eram tratados com
agente biolégico anti-TNFa, evidenciando que somente os pacientes em uso dos
aminossalicilatos tiveram aumento da rigidez da artéria. Assim, observou-se que o
aumento da rigidez da artéria estd relacionado a inflamacdo e as drogas
imunomodulatérias sdo capazes de reduzir essa rigidez, sugerindo menor risco de
DCV nos pacientes tratados com essas drogas. Esse € o primeiro trabalho que
considerou o tratamento medicamentoso em DIl e a relagdo com DCV. No entanto,
ele ndo distingue os pacientes em atividade daqueles em remisséo, considerando
gue drogas como os glicocorticoides sao usados para inducdo da remissdo da
doenca, quando ocorrem quadros de agudizacdo, enquanto a azatioprina e 0sS
agentes biolégicos podem ser empregados em ambas as fases da doenca, em
esquemas e doses especificos.

As recentes publicacdes sugerindo uma relacéo entre DCV e DII, a auséncia
de estudos diferenciando pacientes com RCU e DC, a fase da doenca (atividade ou
remissdo) e o tratamento medicamentoso, evidenciam a necessidade de novos
estudos com o intuito de esclarecer possiveis mecanismos associados entre DIl e
DCV. Estudar separadamente a RCU e a DC também é necessario para avaliar o

risco de DCV em cada doenca bem como 0os mecanismos envolvidos.
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3 JUSTIFICATIVA

Diversos trabalhos tem mostrado que pacientes com doencas inflamatorias
cronicas como artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico apresentam maior
incidéncia de DCV, devido a inflamacdo crénica e sistémica. Recentes estudos
sugerem que pacientes com DIl também apresentam maior risco para
desenvolvimento de aterosclerose precoce, comparados a populacdo saudavel. No
entanto, grande parte dos estudos publicados até o momento abrange a DIl como
um todo, ndo especificando o risco de DCV em RCU ou em DC, assim como nao
diferenciam o estagio da doenca (remissdo ou atividade) e o tratamento
medicamentoso. Outro quesito importante envolve a selecdo do grupo controle, que
pode ndo ser devidamente pareado com o grupo doente em questdo e muitas vezes
se limita a ser composto por individuos sem o diagndstico de DII, ndo observando
por exemplo a presenca de fatores de risco para DCV, evidenciando ser apenas um
grupo controle ao invés de um grupo controle saudavel.

Assim, torna-se necessario avaliar o risco de DCV em individuos com
diagnostico de RCU, em um determinado estadgio da doenca e considerando o
tratamento medicamentoso, comparados a um grupo controle saudavel,
devidamente pareado bem como o papel do tratamento medicamentoso sobre os

marcadores de inflamacao e sua possivel relagdo com as DCV.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Os objetivos do presente estudo foram: (1) avaliar o risco de desenvolvimento
de DCV em mulheres com RCU em remisséo clinica, tratadas com aminossalicilatos
(ASA) ou com a terapia combinada de azatioprina + aminossalicilatos (AZA+ASA) e
comparar ao seu respectivo grupo controle saudavel pareado por idade; (2) avaliar o
efeito do tratamento medicamentoso para a manutencdo da remissdo clinica da
RCU sobre o risco de DCV.

4.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho visam avaliar, em todos o0s grupos e
comparar entre eles:

e A histéria clinica e historia familiar de primeiro grau;

e Os habitos de vida incluindo tabagismo, etilismo e atividade fisica;

e O estado nutricional e a composicdo corporal, incluindo parametros como
peso, estatura, IMC, circunferéncia da cintura, percentual de gordura corporal
e massa livre de gordura;

e Aingestédo dietética;

e Os niveis pressoricos;

e O perfil lipidico e a glicemia;

e A concentracdo de proteinas totais e suas fracdes albumina e globulina;

e Os niveis de hemoglobina;

¢ A velocidade de hemossedimentacao;

¢ Os niveis séricos das proteinas de fase aguda PCR e fibrinogénio;

e A contagem total e diferencial de leucocitos circulantes;

e Os niveis séricos das citocinas TNF, IL-6, IL-18, IL-10, TGF-B e da quimiocina
MCP-1;

e Os niveis séricos de oxido nitrico (nitrito);

¢ Os niveis de anticorpos IgG anti-LDL oxidada;

e Escore de risco de Framingham.
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5. PACIENTES E METODOS

5.1 Delineamento do estudo e selecéo de participantes

Participaram desse estudo 21 mulheres com diagnostico de RCU confirmado
por aspectos clinicos, endoscopicos, laboratoriais e histologicos, em remissao clinica
da doenca, segundo os critérios de Truelove e Witts'® 2° e sem fatores de risco ou
diagnéstico de DCV (Figura 3). Trata-se de um estudo cuja amostra foi determinada
por conveniéncia. Destas, 12 faziam uso de aminossalicilatos e 9 faziam uso de
azatioprina associada (8) ou néao (1) a agentes aminossalicilatos. As pacientes foram
selecionadas no ambulatério de referéncia para Doencas Inflamatérias Intestinais do
Instituto Alfa de Gastroenterologia (IAG) do Hospital das Clinicas (HC) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). No grupo controle foram incluidas
mulheres saudaveis, pareadas por idade. A faixa etaria considerada neste estudo foi
de 20 a 59 anos. Os critérios de inclusdo para este estudo foram: idade entre 20 e
59 anos, auséncia de fatores de risco para DCV como HAS (PA>140/90 mmHg),
dislipidemia (colesterol total >200 mg/dL; LDL > 130 mg/dL e triglicérides >150
mg/dL), DM (glicemia >100 mg/dL) ou uso de medicamentos para estas doencas;
auséncia de disturbios hormonais e para mulheres com RCU incluiram ainda o
diagnéstico da doenca confirmado por critérios clinicos, endoscopicos, histologicos e
laboratoriais, estar em fase de remissdo clinica da doenca e fazer uso de
aminossalicilatos (mesalazina ou sulfassalazina) e/ou azatioprina ou seu metabdlito
ativo 6-MP. Os critérios de exclusao foram idade inferior a 20 anos ou 260 anos, uso
de glicocorticoides ou agentes bioldgicos, presenca de fatores de risco tradicionais
para doenca cardiovascular ou diagnéstico de doenca cardiovascular. Homens com
RCU néo participaram do presente estudo por ndo atenderem aos critérios de
inclusdo (Figura 3). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG, protocolo 00342.0.203.000-11 (Anexo A) e pelo Departamento de Ensino,
Pesquisa e Extensdo (DEPE) do Hospital das Clinicas da UFMG (Anexo B). Todas
as participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndices
A e B).
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Figura 3: Esquema ilustrativo da selecdo de pacientes com RCU para participacdo do estudo.
Selecdo de pacientes com RCU atendidas no Ambulatério de Referéncia para Doengas Inflamatérias
Intestinais do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG, para participacéo
deste estudo. O Ambulatério atende cerca de 144 pacientes com RCU. Dentre os pacientes com
RCU, 93 (64,6%) sdao mulheres enquanto 51 (35,4%) sdo homens. Os homens foram excluidos deste
estudo visto que apenas 3 estavam aptos para participar do mesmo. No grupo das mulheres, 21
(22,6%) foram excluidas devido a medicagcdo em uso para tratamento da RCU, 23 (24,7%)
apresentavam fatores de risco para DCV ou DCV, 8 (8,6%) foram excluidas devido a idade, 6 (6,4%)
ndo foram encontradas no dia da consulta (auséncia a consulta, abandono de tratamento, 6bito)
enquanto 14 (15,1%) ndo quiseram patrticipar, restando assim 21 (22,6%) mulheres aptas a participar.

5.2 Entrevista e coleta de dados

A selecdo das participantes e a coleta de dados ocorreu no periodo de
outubro de 2011 até abril de 2014. Apés analisar os prontuarios das pacientes com
RCU em seu dia de atendimento ambulatorial, aquelas que atendiam aos critérios de
inclusédo foram convidadas a participar do estudo. Para selecionar o grupo controle

saudavel, cartazes com informacdes sobre o projeto de pesquisa foram espalhados
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no Campus UFMG e as interessadas procuraram a responsavel pela pesquisa, a
qual promoveu a selecdo das participantes respeitando os critérios de incluséo e o
pareamento por idade.

Todas as participantes deste estudo foram submetidas a uma entrevista
realizada por uma Unica avaliadora, para obtencdo de dados pessoais, historia
clinica e familiar de primeiro grau, habitos de vida, uso de medicamentos, avaliagdo
antropomeétrica (mensuracdo de peso, estatura, IMC, circunferéncia da cintura,
percentual de gordura corporal e percentual de massa livre de gordura) e
mensuracao da pressao arterial (Apéndice C). A ingestéo dietética foi analisada pelo
registro alimentar de trés dias, preenchido pela participante (Apéndice D).

5.2.1 Dados pessoais

Nesta categoria foram incluidos nome completo, raca, sexo, data de
nascimento, idade, naturalidade, endereco completo, telefone para contato, e-mail,
estado civil e escolaridade. O agendamento da coleta de sangue foi realizado via
telefone ou e-mail e os resultados dos testes bioquimicos e da analise dietética com
as devidas orientagBes nutricionais, quando necessérias, foram encaminhados a

participante via Correios ou endereco eletrbénico.

5.2.2 Histodria clinica e familiar

Foram obtidas informacdes sobre a presenca de doencas, internacoes,
cirurgias e gestacbes. As participantes foram questionadas quanto ao uso de
medicamentos e/ou suplementos, sua frequéncia e dose. As mulheres com RCU
relataram o tempo de diagnéstico da doenca, além da presenca de sintomas
gastrintestinais e habito intestinal. A historia familiar buscou identificar a presenca de

qualquer doencga entre pai, mae e irméos de cada participante.
5.2.3 Habitos de vida
As participantes foram questionadas quanto ao tabagismo e o consumo de

bebida alcoolica. A pratica de atividade fisica também foi verificada entre as

participantes.
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5.2.4 Avaliacao antropométrica

A avaliacdo antropométrica realizada pela mesma avaliadora, qualificada para
este procedimento, incluiu: afericdo do peso corporal e da estatura, calculo do IMC,
mensuragao da circunferéncia da cintura, percentual de gordura corporal e massa
livre de gordura. A pressdo arterial das participantes também foi aferida neste
momento.

O peso corporal foi aferido em balanca digital com a participante em posicao
ereta, com 0s pés juntos e corretamente posicionados sobre a plataforma e bracos
estendidos ao longo do corpo. Foi solicitado a participante que ela retirasse calgados
e acessorios. A estatura foi aferida com o auxilio de um estadidmetro vertical com
precisao de 0,1 cm, acoplado a balanca ou com o auxilio de uma fita métrica, fixada
a parede isenta de rodapé. Para mensuracgédo, a participante foi mantida em posicao
ereta, com o olhar fixo no plano horizontal, bragos estendidos ao longo do corpo,
calcanhares juntos, peso distribuido igualmente entre os pés e auséncia de calcados
e de acessorios na cabeca. O IMC foi calculado pela férmula: IMC=p/a?, onde p
corresponde ao peso em kg e a corresponde a estatura em metros ao quadrado. O
IMC foi classificado conforme preconizado pela OMS (2000) (Tabela 2):

Tabela 2: Classificacdo do estado nutricional conforme proposto pela

Organizacdo Mundial de Saude

Estado nutricional Ponto de corte (kg/m?)
Baixo peso <18,5

Eutréfico 18,5-24,9

Sobrepeso 25,0-29,9

Obesidade | 30,0-34,9

Obesidade Il 35,0-39,9

Obesidade Il >40,0

Classificacéo do estado nutricional proposta pela OMS (2000)

Para mensuracdo da circunferéncia da cintura foi utilizada uma fita métrica
milimetrada, néo flexivel. A afericdo foi realizada com a participante em posi¢cédo
ereta, entre a regido inferior da caixa toracica e a regiao superior da cicatriz. O ponto
de corte é de até 88 cm para mulheres.



51

A presséo arterial foi aferida apds a participante permanecer dez minutos em
repouso, em aparelho digital. Foram realizadas quatro afericbes, sendo que a
primeira foi descartada e a média das outras trés foi calculada.

A composicdo corporal foi avaliada por bioimpedancia elétrica tetrapolar,
acoplada a balanca digital. Para avaliagdo foi necessério retirar calcados e
acessorios em geral, especialmente os metalicos. O equipamento foi ajustado
conforme o sexo, idade, estatura e nivel de atividade fisica da participante. Para
avaliacdo, a participante foi mantida em posicdo ereta, com 0s pés sobre os
eletrodos e os bracgos esticados a frente do corpo, firmando os eletrodos de méo e
formando um angulo de 90° com o corpo. Em seguida, a leitura foi iniciada e os
valores referentes ao percentual de gordura corporal e massa livre de gordura foram

registrados.

5.2.5 Avaliacédo dietética

A avaliacao dietética foi realizada por meio do registro alimentar de trés dias
preenchido em casa pela participante. Foi solicitado um registro detalhado de todas
as refeicdes realizadas em um dia, incluindo horérios, alimentos, local da refeicao e
a quantidade consumida, dada em medidas caseiras'!?. O registro foi preenchido por
trés dias, sendo dois dias de semana e um dia de final de semana. Em seguida, os
registros foram analisados no Software DietWin Profissional, 2011 sendo
quantificada a ingestdo média de calorias, carboidratos, proteinas, lipidios,

colesterol, gordura saturada, fibras, calcio, ferro, sédio, potassio e vitaminas A e C.

5.3 Coleta de sangue, dosagens e os escores de risco de Framingham

Apos jejum de 12h, 20 mL de sangue periférico foram coletados por sistema a
vacuo, utilizando tubos vacuttainer. A coleta foi realizada no Instituto Jenny Faria do
IAG/HC/UFMG ou no Laboratoério de Aterosclerose e Bioquimica Nutricional (LABIN)
do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFMG por profissional treinada na
realizacédo de puncéo venosa.

Apés obtencdo do sangue, os tubos foram acondicionados no gelo e

transportados ao LABIN/ICB/UFMG para processamento. O material foi centrifugado



52

em centrifuga de mesa (Fanem Excelsa Baby, mod. 205N), a 3000 RPM por 10
minutos para obtencéo do soro ou plasma.

Foram determinadas as concentracbes de: colesterol total e fracoes,
triglicérides, glicemia, proteinas totais, albumina, globulina, hemoglobina, proteina C
reativa (PCR), velocidade de hemossedimentacdo (VHS), fibrinogénio, contagem
total e diferencial de leucécitos, niveis de 6xido nitrico circulantes (nitrito), niveis das
citocinas IL-6, TNF, IL- 18 e IL-10, TGF- B e da quimiocina MCP-1 circulantes, bem
como a mensuracdo de anticorpos IgG anti-LDLox. Os escores de risco de
Framingham foram determinados por meio de um calculador on line
(http://www.framinghamheartstudy.org/risk-functions/cardiovascular-
disease/index.php) para avaliar o risco de doencas cardiovasculares na populacao
em estudo, num periodo de 10 anos ou 30 anos, considerando o perfil lipidico ou o

IMC, ap0s obtencéo desses parametros.

5.3.1 Avaliacéo do perfil lipidico

5.3.1.1 Dosagem de triglicerideos no soro

A concentracado de triglicerideos no soro foi realizada por método enzimatico
colorimétrico (FOSSATI, PRENCIPE, 1982), utilizando kit comercial Labtest®, Brasil.
Neste método, os triglicerideos sdo hidrolisados pela lipase lipoproteica liberando
glicerol livre. Este é fosforilado pela glicerolquinase gerando glicerol-3-fosfato, que é
oxidado a dihidroxiacetona e peréxido de hidrogénio, na presenca da glicerolfosfato
oxidase. A peroxidase age sobre o peroxido de hidrogénio que em presenca de um
reagente fendlico 4-clorofenol e 4-aminoantipirina, produz um composto réseo
avermelhado, com absor¢cdo maxima a 505 nm.

Para avaliar as concentracfes de triglicerideos no soro dos pacientes, 10 pL
de cada amostra foram diluidos em 240 uL de agua deionizada (1:25). Em seguida,
100 pL da diluica foram plaqueados, em duplicata, em microplacas de 96 pocos. 100
pL do reagente de cor foram adicionados a cada amostra e a placa foi incubada em
estufa a 37°C por 15 minutos com posterior leitura em espectofotometro a 492 nm
(Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus).

Para determinacdo da curva padrdo, 40uL do padréo de triglicérides foram
diluidos em 960 pL de agua deionizada. A partir dai, procedeu-se a diluicdo seriada
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em mais quatro vezes. 100 pL de cada diluicdo foram plaqueados, em duplicata e
foram incubados com 100 pL de reagente de cor em estufa a 37°C por 15 minutos.
ApoOs a reacdo, a absorbancia foi lida a 492 nm, em leitor de microplaca (Modelar

Devices, modelo Spectra Max Plus).

5.3.1.2 Dosagem de colesterol total no soro

A concentracao de colesterol total foi determinada pelo método da colesterol
oxidase proposto por Allain et al (1974), utilizando kit comercial Labtest®, Brasil.
Nesta técnica, ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase,
formando glicerol livre. Este, na presenca da colesterol oxidase e de oxigénio, gera
peréxido de hidrogénio, o qual sofre acdo da peroxidase e em presenca de fenol e 4-
aminoantipirina, produz um composto de coloracdo réseo-avermelhado que possui
absorbancia maxima de 500 nm.

Para avaliar a concentracdo de colesterol no soro das participantes, 5 puL de
cada amostra foram diluidos em 245 pL de agua deionizada (1:50). Em seguida, 100
pL da diluicdo foram plaqueados, em duplicata, em microplacas de 96 pocos. 100 pL
do reagente de cor foram adicionados a cada amostra e a placa foi incubada em
estufa a 37°C por 15 minutos com posterior leitura em espectofotdmetro a 492 nm
(Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus).

Para determinacdo da curva padréo, 40uL do padrédo de colesterol foram
diluidos em 960 puL de agua deionizada. A partir dai, procedeu-se a diluicdo seriada
em mais quatro vezes. 100 pL de cada diluicdo foram plaqueados, em duplicata e
foram incubados com 100 pL de reagente de cor em estufa a 37°C por 15 minutos.
ApOs a reacdo, a absorbancia foi lida a 492 nm, em leitor de microplaca (Modelar

Devices, modelo Spectra Max Plus).

5.3.1.3 Dosagem de HDL colesterol no soro

A concentracdo de HDL-colesterol (HDLc) foi determinada por meio de kit
colorimétrico Labtest®, Brasil.

O método consiste na precipitacdo das lipoproteinas VLDL e LDL pelo &cido
fosfotungstico e cloreto de magnésio. 20 pL de reagente precipitante foram

adicionados a 20 pL de soro e agitados vigorosamente com a pipeta durante 30
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segundos. As amostras foram centrifugadas a 12000 RPM, por 4 minutos, para
precipitacdo das demais fracdes de colesterol. Em seguida, 10 pL do sobrenadante,
onde esta a fracdo HDL, foram plaqueados, em triplicata, em microplacas de 96
pocos. 200 pL de reagente de colesterol total (Labtest®, Brasil) foram adicionados a
cada amostra, com posterior incubacdo em estufa a 37°C por 15 minutos e leitura
em espectofotometro a 492 nm.

Para a determinacdo do padrdo, 10 pL da amostra foram substituidos por 10
uL de padréao de HDLc. O calculo das concentracées de HDLc, em mg/dL, foi feita a

determinacao do fator de calibracdo (F) por meio da seguinte equacéo:

F = 40/média da absorbancia do padréo,

sendo F o fator de calibracéo;

HDLc (mg/dL) = absorbancia da amostra x F

5.3.1.4 Determinagéo das concentragdes de LDL e VLDL colesterol no soro

A concentracdo de colesterol LDL (LDLc) no soro das participantes foi
calculado pela equacédo de Friedewald et al (1972), onde VLDLc corresponde a

triglicérides/5.

LDLc (mg/dL) = colesterol total - HDLc — VLDLc

5.3.2 Dosagem da glicemia de jejum

A glicemia plasmatica foi determinada por kit enzimatico Labtest®, Brasil. A
glicose € oxidada a acido glucénico via glicose oxidase, liberando peréxido de
hidrogénio. Este sofre acdo da peroxidase, em presenca de fenol e 4-
aminoantipirina, produzindo um composto réseo-avermelhado com absorgédo a 520
nm.

Nesta andlise, 2 yuL de plasma de cada amostra foram plagueados, em

triplicata, em microplacas de 96 pocos. 200 pL do reagente de glicose foram
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adicionados a cada amostra, com posterior incubacdo em estufa a 37°C por 15
minutos e leitura em espectofotometro a 492 nm.

Para a determinacéo do padréo, 2 pL de amostra foram substituidos por 2 uL
de padréo. O calculo da concentracdo de glicose em mg/dL foi realizado conforme a

formula:

Concentracao de glicose: (média da absorbancia da

amostra/média da absorbancia do padrao) x 100

5.3.3 Dosagem de hemoglobina

A determinacdo da concentracdo de hemoglobina no sangue foi realizada
utilizando kit Labtest®, Brasil. O teste se baseia na oxidacao do ferro (Il) do grupo
heme da hemoglobina, oxihemoglobina e carboxihemoglobina ao estado férrico pelo
ferricianeto formando a hemiglobina, que se combina com o cianeto ionizado para
produzir cianeto de hemiglobina, o qual pode ser medido em 540 nm.

Para realizacéo do teste, 4 puL de sangue citratado foram pipetados em tubo
de ensaio de vidro e 1 mL do reagente de cor de hemoglobina foi adicionado a cada
tubo. Em seguida, 200 pL da amostra foram plaqueados, em triplicata, em
microplaca de 96 pocos, com leitura em espectofotdmetro a 540 nm.

Para a determinacao do padrdo, 4 pL de amostra foram substituidos por 4 pL
de padrdo. O calculo da concentracdo de hemoglobina em g/dL foi realizado pela

seguinte férmula:

Hemoglobina (g/dL) = (absorbancia da amostra/
absorbéancia do padréo) x 10

5.3.4 Avaliagdo das proteinas circulantes

5.3.4.1 Dosagem de proteinas totais

A determinacdo das proteinas totais no soro foi realizada por meio de kit
Labtest®, Brasil. A reacédo se baseia na ligacdo dos ions cobre (Cu?*), presentes no
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reagente de Biureto, as ligacbes peptidicas das proteinas séricas, gerando uma
coloracdo purpura, com absorbancia maxima em 545 nm.

Para realizacdo do teste, 5 uL do soro de cada paciente foram plaqueados,
em triplicata, em microplaca de 96 pocos. 250 puL do reagente de Biureto foram
acrescentados as amostras com posterior incubacdo em estufa a 37°C por 10
minutos e leitura em espectofotometro a 545 nm.

Para determinacéo do padrao, 5 uL de amostra foram substituidos por 5 pyL de
padrdao. O calculo da concentracdo de proteinas totais em g/dL foi realizado

conforme a seguinte formula:

Proteinas totais (g/dL) = (absorbéancia das
amostras/absorbancia do padrao) x 4

5.3.4.2 Dosagem de albumina

A concentracdo de albumina no soro foi determinada por meio de Kit
Labtest®, Brasil. A albumina é capaz de se ligar a uma variedade de &anions
organicos e moléculas complexas, como o verde de bromocresol, gerando uma
coloracéo verde, com absorbancia entre 600 nm e 640 nm.

Para realizacdo do teste, 2,5 UL do soro de cada paciente foram plaqueados,
em triplicata, em microplaca de 96 pocos. 250 pyL do reagente de cor Verde de
Bromocresol foram acrescentados a cada amostra com leitura imediata em
espectofotbmetro a 630 nm.

Para a determinacdo do padrdo 2,5 pL de amostra foram substituidos por 2,5
UL de padrdo. O célculo da concentracdo de albumina em g/dL foi realizado pela

seguinte férmula:

Albumina (g/dL) = (absorbéncia do teste / absorbéancia
do padréo) x 3,8

5.3.4.3 Determinagéo da globulina

A concentracdo de globulinas é dada pela diferenca entre proteinas totais e

albumina, conforme a formula abaixo:
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Globulina (g/dL) = Proteinas Totais (g/dL) - Albumina (g/dL)

5.3.5 Avaliacéo das proteinas de fase aguda

5.3.5.1 Determinacdo da PCR sérica

A determinacao da concentracdo de PCR circulante foi realizada utilizando kit
Bioclin®, Brasil.

O teste de imunoturbidimetria permite a determinacdo quantitativa da PCR no
soro humano por reacdo antigeno-anticorpo. Na presenca de um polimero ativador,
gue aumenta a sensibilidade e a velocidade do ensaio, a PCR forma um complexo
insolavel com o anticorpo especifico, gerando turbidez, cuja intensidade aumenta
proporcionalmente a concentracdo de PCR na amostra.

Neste teste, 5 uL do soro de cada paciente foram plaqueados, em triplicata,
em microplaca de 96 pocos. 100 yL do reagente de trabalho (tamp&o + anti-soro)
foram adicionados a cada amostra com posterior incubacdo em estufa a 37°C por 2
minutos e leitura em espectofotdmetro a 505 nm.

Para determinacao da curva padrao, 50 pL do calibrador foram diluidos em 50
puL de salina 0,75%. A partir dai, procedeu-se a diluicdo seriada em mais quatro
vezes. 5 L de cada diluicdo foram plaqueados, em triplicata e incubados com 100
pL do reagente de trabalho em estufa a 37°C por 2 minutos com leitura a 505 nm.

5.3.5.2 Determinacgéo do fibrinogénio sérico

A concentracdo de fibrinogénio no plasma foi determinada por meio de Kit
Labtest®, Brasil. O teste de tempo de trombina de Clauss se baseia na adi¢cao de
uma quantidade padronizada de trombina a amostra de plasma citratado diluido e o
tempo de coagulacdo, em segundos, é medido. O tempo de coagulacdo do plasma
citratado diluido é inversamente proporcional a concentra¢ao de fibrinogénio.

Para realizagéo do teste, 50 pL do plasma citratado foram diluidos em 450 pL
de tampao contendo imidazol, azida sédica, polimero coloidal e estabilizadores. 200
UL desta diluicdo foram transferidos para um tubo de ensaio de vidro e incubados
em estufa a 37°C por 5 minutos. Em seguida, 100 pL de trombina bovina foram
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adicionados as amostras, o cronémetro foi disparado e os tubos foram inclinados
sucessivamente em intervalos menores que um segundo até a formacdo de um
coagulo que interrompesse a movimentacdo do liquido. Neste momento, o
cronbmetro foi parado e o tempo em segundos foi registrado para posterior
determinacao da concentragao de fibrinogénio nas amostras.

Para determinagdo da curva padrao, a amostra foi substituida pelo plasma de
referéncia, o qual foi diluido nas propor¢cdes de 1:5, 1:10, 1:15, 1:20 e 1:30 no
mesmo tampao em que as amostras foram diluidas, dando sequéncia ao protocolo

acima.

5.3.6 Determinacao da velocidade de hemossedimentacédo (VHS)

Este teste avalia a velocidade de sedimentacdo dos eritrocitos em um periodo
de uma hora. Para avaliacdo da VHS, utilizou-se o método de Westergreen. Uma
aliquota de sangue citratado foi pipetado em pipeta Westergreen, a qual foi mantida
em posicao vertical durante uma hora, para acompanhar a sedimentacédo do sangue.

Decorrido o tempo, foi procedida a leitura da sedimentagéo, dada em micrometros.

5.3.7 Leucograma

5.3.7.1 Contagem total de leucécitos

Para contagem global de leucécitos no sangue, 10 pL de sangue periférico
foram diluidos em 90 puL da solugéo Turk. Desta diluicdo, 10 uL foram colocados na
camara de Neubauer, a qual foi levada ao microscépio 6ptico, em aumento final de
40x, para proceder a contagem das células nos quatro quadrantes laterais e calculo

do nimero de células por pyL de sangue.
5.3.7.2 Contagem diferencial de leucécitos
Para a contagem diferencial de leucdcitos circulantes, 8 yL de sangue

periférico foram transferidos para uma lamina para realizacdo do esfregaco. Em

seguida, as laminas foram coradas pela técnica de coloracdo de May Grunwald-
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Giemsa modificador!'?2. Foram contadas 100 células por lamina, sendo estas

classificadas em bastonete, segmentado, eosinofilo, baséfilo, linfécito ou mondcito.

5.3.8 Dosagem de Oxido nitrico (nitrito) no soro

Para determinar a concentragao de nitrito no soro das participantes, 25 uL da
amostra foram plaqueados, em duplicata, em microplacas de 96 pocos. 25 yL da
solucdo coquetel, composta por nitrato redutase, NADPH, tampédo KH2PO4 e agua
deionizada foram acrescentados a amostra seguindo de incubacdo em estufa a 37°C
por 6 horas. Em seguida, 50 pyL da solugdo de Griess foram acrescentados as
amostras, reagindo por 10 minutos. A absorbéancia foi lida em espectrofotbmetro a
540 nm. Para determinacéo da curva padrao de nitrito, utilizou-se 50 pL da solucéo

de nitrito a 1 mM para realizagéo da diluicdo seriada.

5.3.9 Quantificacédo de citocinas no soro

Os niveis circulantes das citocinas TNF, IL-6, IL-1B e IL-10; TGF-B e da
quimiocina MCP-1 foram determinados por ensaio de Elisa, conforme instrucdes do
fabricante. Em resumo, placas Nunc® foram sensibilizada com 100 pL do respectivo
anticorpo de captura diluido em Coating Buffer pH 9,5. A placa foi incubada
overnight, a 4°C, em céamara Umida. Em seguida, o anticorpo de captura foi
descartado e as placas foram lavadas trés vezes, com Wash buffer. Procedeu-se o
bloqueio de ligantes inespecificos com 200 yL de solucdo diluente (pH 7,0) e
incubacdo a temperatura ambiente por uma hora. A solucdo de bloqueio foi
descartada e as placas foram lavadas 3x com Wash buffer. Em seguida foram
plaqueados o branco, a curva padréo em diluicdo seriada e as amostras (100 pL ). A
placa foi incubada em temperatura ambiente por duas horas. Apos incubacéo, a
placa foi lavada 5x com Wash Buffer e foram acrescentados 100 pL da solucéo de
deteccdo, contendo o respectivo anticorpo de deteccdo em sua devida diluicdo. A
placa foi novamente incubada a temperatura ambiente, por uma hora. Decorrido o
tempo, a placa foi lavada 7x, com Wash Buffer, com intervalos de um minuto entre
cada lavagem. 100 uL do substrato OPD, diluido em tampdao citrato (pH 5,0) e

acrescido de agua oxigenada 30% foram adicionados a cada pog¢o. Apos incubacao
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por 30 minutos, a temperatura ambiente, a reacao foi parada com 50 pL de H2SO4

2N com leitura em espectofotdmetro por 450 nm.

5.3.10 Quantificacao de anticorpos IgG anti-LDL oxidada

Para quantificagdo de anticorpos IgG anti-LDL oxidada € necesséria a

sensibilizacdo de placas Nunc® com LDL oxidada (LDLox) diluida em agua milli Q.

5.3.10.1 Isolamento, quantificacdo e oxidacdo da LDL

O isolamento e oxidacdo de LDL foram realizados conforme metodologia
descrita por Chung et al (1986)1* e Lee et al (1999)!*. Para isolamento da LDL, 40
mL de sangue periférico de um individuo saudavel, ndo fumante e isento de
tratamento medicamentoso foram coletados em tubo vacuttainer sem
anticoagulante. O sangue foi centrifugado a 3000 RPM, por 10 minutos. O soro foi
separado e foram adicionados 0s seguintes conservantes: aprotinina, benzamidina 2
mM, solugdo de azida sodica 5% com cloranfenicol 0,1% e PMSF 0,5 mM em
DMSO. Em seguida, o soro teve sua densidade elevada para 1,21 (densidade da
lipoproteina HDL), pela adicdo de Brometo de potassio (KBr). Logo apos, 3 mL deste
soro foram transferidos para tubos de polipropileno e o volume total (10 mL) foi
completado com a solucdo de KBr com densidade de 1,006, formando um gradiente
descontinuo de densidade de duas camadas. Os tubos foram centrifugados em
ultracentrifuga a 50000 RPM, por duas horas e meia, a temperatura de 4°C. ApGs
centrifugacéo, um anel alaranjado, correspondente a LDL, foi colhido com auxilio de
uma seringa e submetido a didlise em PBS 1x, durante 24 horas, a temperatura de
4°C, sendo realizada uma troca do tampéo a cada 8 horas. Ao terminar a dialise, a
LDL foi recolhida, uma aliquota foi separada para a determinagdo da concentracéo
de proteinas na amostra e o restante do material foi filtrado com o auxilio de um filtro
de seringa de 45 um e armazenado em tubo eppendorf estéril, protegido da luz.

A dosagem de proteinas na LDL nativa foi realizada conforme a metodologia
proposta por Lowry et al (1951)'15. A LDL foi diluida (1:20) em agua deionizada. 250
pL desta diluicao foram transferidos para outro eppendorf e acrescidos 250 pL de
uma solugdo contendo CuSOas, Tartarato de soédio e Na2COs, na proporgcdo de
1:1:100 respectivamente. 25 pL do reagente de Folin, na proporcéo de 1:2, diluido
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em agua deionizada, foram colocados em cada eppendorf, seguindo de agitacédo
imediata em vortex. Apés trinta minutos em repouso a temperatura ambiente, 200 pL
de cada amostra foram plaqueados, em duplicata, em microplaca de 96 pocos. A
absorbancia foi lida a 660 nm. Para calculo da concentracdo de proteinas na
amostra, foi determinada a curva padrao por meio de concentra¢cées conhecidas de
albumina, seguindo todas as etapas mencionadas acima.

Para oxidacédo da LDL, 1,5 mL de LDL nativa foram diluidos em 4,5 mL de
agua Mili-Q, em erlenmeyer e 30 pyL de CuClz a 1 mM foram adicionados. O material
foi mantido sob constante agitacdo, em temperatura de 37°C por trés horas e meia.
Apods término, a oxidagao da LDL foi interrompida pelo acréscimo de 60 yL de EDTA
0,5M. A LDL oxidada foi filtrada com o auxilio de um filtro de seringa de 45 pm e

acondicionada a 4°C, por no maximo, 30 dias.

5.3.10.2 Determinacado da concentracao de anticorpos IgG anti LDL-oxidada

Placas Nunc® foram sensibilizada com 100 pL de LDL oxidada diluida em
agua milli Q. A placa foi incubada por 24h, em camara Umida, a temperatura
ambiente. Em seguida, a LDLox foi descartada e procedeu-se o bloqueio de ligantes
inespecificos com 200 pL de soro bovino fetal 1%, com incubacdo em estufa a 37°C
por uma hora. A solucédo de blogueio foi descartada e as placas foram lavadas 5x
com Wash buffer. Em seguida, foram plaqueados 100 pL do branco e das amostras
diluidas 1:2. A placa foi incubada em temperatura ambiente, overnight. Decorrido o
tempo, a placa foi lavada 5x com Wash Buffer e foram acrescentados 100 pL de 1gG
peroxidase (1:5000), com incubacdo a 37°C por duas horas. A placa foi lavada 10x
com Wash Buffer. 100 uL do substrato OPD, diluido em tampéao citrato (pH 5,0) e
acrescido de agua oxigenada 30% foram adicionados a cada poco. Apds incubacéao
por 30 minutos, a temperatura ambiente, a reacao foi parada com 30 pL de H2SO4

2N com leitura em espectrofotbmetro a 492 nm.
5.3.11 Determinagé&o dos escores de risco de Framingham
Para avaliagao o risco de doencas cardiovasculares em 10 e 30 anos, utilizou-

se 0 escore de risco de Framingham, que considera parametros como sexo, idade,

tabagismo, pressao arterial sistolica, perfil lipidico (colesterol total e HDL-c) ou IMC.
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O teste foi realizado em um calculador online, onde os dados séo inseridos e o
percentual de risco para eventos cardiovasculares € calculado mediante as variaveis

previamente lancadas.

5.4 Andlise estatistica

Os dados estédo apresentados em média + erro padréo. Teste de Kolmogorov-
Sminorv foi utilizado para avaliar a distribuicAo dos dados. Para comparagéo de
variaveis continuas foram utilizados testes ndo-pareados como teste T de Student
ou teste de Mann Whitney enquanto para testes pareados foram utilizados teste T de
Student pareado ou teste de Wilcoxon. Para analise das varidveis categoricas
utilizou-se o teste exato de Fisher’s. A correlagdo entre varidveis foi analisada por
meio do coeficiente de correlacdo de Pearson. A analise estatistica foi realizada no
software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versao 19.0. O valor de

significancia adotado foi de p<0,05.
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6 RESULTADOS

Inicialmente, pacientes com RCU em remissao clinica, em tratamento com
aminossalicilatos (grupo ASA) foram comparados a seus controles saudaveis
pareados para avaliagdo do risco de DCV neste grupo. Em seguida, pacientes com
RCU em remissao clinica, em tratamento com azatioprina e aminossalicilatos (grupo
AZA+ASA) foram submetidas a mesma compara¢cdo com seus respectivos controles
saudaveis pareados por idade. Por fim, os grupos com RCU foram comparados
entre si para avaliacdo do risco de DCV e para avaliar o possivel papel do

tratamento medicamentoso nos parametros avaliados.

6.1 Comparacéo entre pacientes com RCU em remissao clinica em tratamento

com aminossalicilatos e controles saudaveis

Nesta etapa, o grupo ASA foi pareado por idade com um grupo controle
saudavel. Os dados gerais dos grupos experimentais estdo descritos na Tabela 3. A
idade média foi de 37,8 + 2,4 anos no grupo controle e 37,8 £ 2,2 anos no grupo
RCU. No grupo ASA oito (66,7%) pacientes nunca fumaram enquanto quatro
(33,7%) deixaram de fumar antes do diagnéstico da doenca. Nove (75%) mulheres
do grupo saudavel e duas (16,7%) do grupo ASA relataram ingestdo de bebida
alcodlica fermentada ou destilada pelo menos uma vez na semana. Apenas quatro
mulheres (33,3%) com RCU em tratamento com aminossalicilatos praticavam
exercicio fisico regularmente, mostrando maior sedentarismo nesse grupo (Tabela
3).
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Tabela 3: Habitos de vida e histéria clinica das participantes saudaveis e com

RCU em remissao clinica em tratamento com aminossalicilatos

Parametros Controle RCU - ASA P
Numero de pacientes 12 12 -
ldade 378 +24 37,8 £2.2 1,0
Tabagismo 0 0 -
Etilismo? 9 (75%) 2 (16,7%) 0,01
Atividade fisica? 9 (75%) 4 (33,3%) 0,09
Uso de medicamentos:
Mesalazina - 10 (83,3%) -
Sulfassalazina - 2 (16,7%) -
Omeprazol - 3 (25%) -
Suplemento vitaminico/mineral - 4 (33,4%) -
Anti-depressivo 1 (8,3%) 4 (33,4%) -
Contraceptivo oral 3 (25%) 2 (16,7%) -
Nenhum medicamento 8 (66,7%) 1 (8,3%) 0,009
Histéria de DCV na familia? 4 (38,5%) 8 (66,7%) 0,22

ASA: grupo de pacientes com RCU - retocolite ulcerativa — em tratamento com aminossalicilatos para
manutencéo da remisséo clinica. teste de Fisher; DCV: doenga cardiovascular.

No grupo ASA, dez (83,3%) mulheres usavam mesalazina e duas (16,7%)
usavam sulfassalazina. O uso de outros medicamentos como inibidores da bomba
de prétons, suplementos vitaminicos, anti-depressivos/tranquilizantes e
contraceptivos orais, foram relatados entre as participantes. A histéria de DCV na
familia foi semelhante entre os grupos (Tabela 3).

A andlise dos dados antropométricos mostrou que peso, IMC e circunferéncia
da cintura foram semelhantes entre os grupos. Porém, mulheres do grupo ASA
apresentaram maior percentual de gordura corporal e menor massa livre de gordura
(Tabela 4). A pressao arterial sistélica e diastolica estava dentro da faixa de
normalidade, porém, os niveis pressoricos foram maiores no grupo ASA (Tabela 4).

Os niveis de glicemia, triglicérides, colesterol total e suas fracbes foram
semelhantes entre os grupos (Tabela 4). Pacientes com RCU - ASA apresentaram
aumento de proteinas totais e globulinas com a concomitante reducao da albumina.

Marcadores de inflamacéo e atividade da doenca como PCR e VHS foram maiores
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em RCU — ASA, embora estivessem dentro da faixa de recomendacado em ambos os
grupos. Fibrinogénio e hemoglobina foram semelhantes entre os grupos. O
leucograma mostrou que a contagem global e diferencial de leucdcitos também foi
semelhante (Tabela 4).

O estresse oxidativo € outro fator importante na aterosclerose. Foram
avaliados os niveis de nitrito como indicador da concentragdo de Oxido nitrico e os
niveis de anticorpos IgG anti-LDLox circulantes. Os resultados mostram que o grupo
RCU em uso de aminossalicilatos apresenta maiores niveis de nitrito e maior
concentragdo de anticorpos anti-LDLox comparado ao grupo controle (Tabela 4),
demonstrando maior estresse oxidativo nessas pacientes e também maior
propensao a aterosclerose, uma vez que o ON é importante na disfuncéo endotelial

e a LDLox é um fator essencial para o desenvolvimento da placa ateromatosa.
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Tabela 4 — Dados antropométricos, pressao arterial e marcadores séricos das

participantes saudaveis e com RCU em remissdao clinica em tratamento com

aminossalicilatos

Parametro Controle RCU - ASA p
Peso (kg)? 58,4+1,7 56,9 + 3,7 0,52
IMC (kg/m?)2 22,7+0,6 234+18 0,25
Circunferéncia da cintura 73+1,8 80+3,8 0,13
(cm)®
Massa livre de gordura (kg)P 42,2+1,2 36,9+1,2 0,01
% massa de gordura (MG)P 29+1,8 37,2+2,7 0,05
PAS (mmHg)P 99,7+25 113,2+3,9 0,009
PAD (mmHg)® 65+ 1,1 76,5+ 3,1 0,004
Triglicérides (mg/dL)?2 87,676 84,3 +15,3 0,68
Colesterol total (mg/dL)?2 184 +8 190,2+£6,8 0,38
HDLc (mg/dL)® 454+ 4,6 46,2 + 3,2 0,90
LDLc (mg/dL)P 126,1+ 7,7 130,2+ 7,2 0,73
VLDLc (mg/dL)? 175+15 16,9 +2,9 0,57
Glicose (mg/dL)? 75,8+ 3,4 75,5+ 3,2 0,69
PCR (g/dL)? 1,4+0,2 2605 0,002
Proteinas totais (g/dL)? 6,7+0,2 7,4+0,6 0,007
Albumina (g/dL)® 4,1+0,2 35+0,2 0,02
Globulina (g/dL)P 2,6 +0,2 4,1+0,6 0,002
Hemoglobina (g/dL)® 14,3+0,8 128+0,8 0,35
VHS (mm/h)P 14,6 +1,7 26,3+ 4 0,01
Fibrinogénio (g/dL)® 312+75 324,2+6,3 0,15
Oxido nitrico (mM)®? 1,7+0,2 2,7+0,3 0,03
IgG Anti LDLox (ua)® 0,34 £ 0,02 0,41 +0,02 0,02
Leucocitos totais (cel/uL)P 6321 + 807,4 5977 + 847,8 0,78
Neutrofilos (cel/uL)? 4055 + 557,7 3328 +703,9 0,47
Eosinofilos (cel/pL)?2 102,5+20,4 57,5+19,8 0,11
Mondcitos (cel/pL)P 299,7 £ 53,2 243,8 £ 44,9 0,52
Linfécitos (cel/pL)? 1808 + 234,3 1743 £ 217 0,91

ASA: grupo com RCU em tratamento com aminossalicilatos para manutencao da remissao clinica. 2Teste de
Wilcoxon; PTeste T pareado; PAS: presséo arterial sistolica; PAD: presséo arterial diastélica; ua: unidades
arbitrarias; Classificacéo do percentual de gordura corporal adaptado de Pollock e Wilmore (1993).



67

O perfil sérico de citocinas também foi avaliado. Dentre as citocinas pré-
inflamatorias, as concentracdes de IL-6 e da quimiocina MCP-1 foram maiores no

grupo RCU. TNF, IL-1B, TGF- B e IL-10 foram semelhantes entre os grupos (Figura
4).
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Figura 4: Niveis séricos de citocinas em mulheres com RCU em remissao clinicia, em
tratamento com aminossalicilatos comparadas a controles saudaveis. (A) IL-6 (p=0,01)%; (B)

MCP-1 (p=0,005)?; (C) TNF (p=0,95); (D) IL-1B (p=0,66)°; (E) TGF-B (p=0,62); (F) IL-10 (p=97)2.
aTeste de Wilcoxon; "Teste T Student pareado.

O risco de desenvolvimento de DCV em 10 e 30 anos foi avaliado pelos

escores de Framingham. Os dados mostram que o grupo ASA possui maior risco
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para DCV em um periodo de 10 anos, considerando tanto o perfil lipidico quanto o
IMC. Resultado semelhante foi encontrado, quando avaliamos o risco de DCV em

um periodo de 30 anos, considerando os mesmos parametros (Figura 5).
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Figura 5: Risco relativo de DCV em pacientes com RCU em remisséo clinica em tratamento
com aminossalicilatos comparadas a controles saudaveis. O escore de risco de Framingham
mostrou que o grupo RCU apresenta maior risco para DCV em 10 anos considerando o perfil lipidico
(A) (p=0,01) e o IMC (B) (p=0,04). Mesmo resultado foi observado na avaliacdo do escore de
Framingham para o risco de DCV em 30 anos considerando o perfil lipidico (C) (p= 0,006) e o IMC (D)
(0,04). ateste Wilcoxon; Pteste T Student pareado.

Pela avaliagdo dietética, observou-se que as mulheres do grupo ASA, em
remissao clinica, tratadas com aminossalicilatos apresentaram baixa ingestéo total
de carboidratos, porém, quando esta ingestdo é ajustada pelo peso corporal,
observa-se que o consumo em gramas por quilo de peso é semelhante entre os
grupos. A ingestdo de proteinas e lipidios foi similar entre os grupos, bem como o
consumo de gordura saturada e colesterol. A ingestdo de fibras e calcio foram
menores no grupo ASA. A ingestdo de minerais como ferro, sédio, potassio e zinco e

de vitaminas antioxidantes (A, C) foi semelhante entre os grupos (Tabela 5).
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saudavel e pelas pacientes com RCU em remisséo clinica em tratamento com

aminossalicilatos

Nutrientes Controle RCU - ASA p
Carboidrato (g)° 249,1 £ 17,2 202,1+£9,7 0,04
Carboidrato (g/kg/dia)® 4,2 +0,35 3,5+0,25 0,10
Proteinas (g)® 80,4 +5,7 70,2+5,5 0,33
Proteinas (g/kg/dia)® 1,3+0,1 1,2+0,1 0,33
Lipidios (g)P 63,8 +5,9 59,1 + 4,6 0,53
Gordura saturada (g)P° 21,3+ 2,0 20,9+ 1,7 0,89
Colesterol (mg)® 263,0 £ 24,6 250,9 £ 18,9 0,75
Fibras (g)° 22,2+1,9 16,6 + 0,9 0,03
Calcio (mg)? 782,4 + 90,7 421,3 + 58,7 0,03
Ferro (mg)® 9,2+0,7 7,5+0,5 0,11
S6dio (mg)P 2556,0 + 197,5 2634,0 + 303,0 0,60
Potassio (mg)P° 2335,0 £ 286,5 1904,0 + 157,7 0,30
Zinco (mg)P 8,7 +0,80 9,4+0,80 0,74
Vitamina C (mg)?@ 141,1 + 14,6 94,5+ 35,4 0,42
Vitamina A (pg)? 384,7 + 25,3 261,3+55,1 0,32

ASA: grupo com RCU em tratamento com aminossalicilatos para manutencéo da remissao clinica; g: gramas; kg:
quilogramas; mg: miligramas. @Teste de Wilcoxon; °Teste T pareado.

6.2 Comparacdo entre pacientes com RCU em remisséo clinica em uso de
azatioprina associada ao aminossalicilato e seus respectivos controles

saudaveis

Nesta etapa, as pacientes em uso de azatioprina associada ao
aminossalicilato foram pareadas por idade com controles saudaveis. Os dados
gerais estdo descritos na Tabela 6. A idade média neste grupo com RCU foi de 37,8
*+ 2,8 anos enquanto no grupo controle foi de 37,8 £ 3,4 anos (Tabela 6). No grupo
AZA+ASA, 5 (55,5%) participantes nunca fumaram enquanto 4 (44,5%) sao ex-
tabagistas e apenas uma relatou ingestédo de bebida alcoolica fermentada. Todas as
participantes do grupo AZA+ASA séo sedentarias (Tabela 6). As nove integrantes do

grupo AZA+ASA fazem uso de azatioprina. Destas, 6 (66,7%) fazem uso
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concomitante de mesalazina, 2 (22,2%) utilizam sulfassalazina e uma néo faz uso de
aminossalicilatos associados ao tratamento com azatioprina. O uso de
medicamentos como inibidores da bomba de prétons, antidepressivos, contraceptivo
oral e suplementos vitaminico/mineral foi relatado entre as participantes deste

estudo. A historia familiar de DCV foi semelhante entre os grupos (Tabela 6).

Tabela 6: Habitos de vida e histéria clinica das participantes saudaveis e com

RCU em remisséo clinica em tratamento com azatioprina e aminossalicilatos

Parametros Controle AZA+ASA p
Numero de pacientes 9 9 -
Idade 37,8 £2,8 37,8 £3/4 1,0
Tabagismo 0 0 -
Etilismo? 7 (77,8%) 1 (11,1%) 0,01
Atividade fisica? 7 (77,8%) 0 0,002
Uso de medicamentos:
Azatioprina - 9 (100%) -
Mesalazina - 6 (66,7) -
Sulfassalazina - 2 (22,2%) -
Omeprazol - 1(11,1%) -
Suplemento vitaminico/mineral - 3 (33,3%) -
Anti-depressivo 1(11,1%) 3 (33,3%) -
Contraceptivo oral 2 (22,2%) 1(11,1%) -
Nenhum medicamento? 6 (66,7%) - 0,009
Hist6ria de DCV na familia® 4 (38,5%) 4 (44,4%) 0,67

AZA+ASA: grupo com RCU em uso de azatioprina e aminossalicilatos para manutencdo da remisséo
clinica. ateste de Fisher; DCV: doenca cardiovascular.

O peso entre os grupos foi semelhante, no entanto, o IMC apresentou uma
tendéncia a ser maior no grupo AZA+ASA. Circunferéncia da cintura e percentual de
gordura corporal também foram maiores neste grupo. A pressao arterial foi maior no
grupo AZA+ASA (Tabela 7). Perfil lipidico e glicemia foram semelhantes entre os
grupos, assim como os niveis de proteinas totais, globulinas, aloumina, hemoglobina

e fibrinogénio. PCR foi maior no grupo AZA+ASA enquanto a VHS foi semelhante
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entre 0s grupos e ambos atendem aos parametros recomendados. A contagem
global e diferencial de leucdcitos foi semelhante entre os grupos (Tabela 7).

Niveis séricos de 6xido nitrico foram maiores no grupo em uso de azatioprina,
bem como a concentracdo de anticorpos anti-LDLox, sugerindo maior estresse

oxidativo neste grupo (Tabela 7).



72

Tabela 7 — Dados antropométricos, pressao arterial e marcadores séricos das

participantes saudaveis e com RCU em remisséao clinica em tratamento com

azatioprina e aminossalicilatos

Parametro Controle AZA+ASA p

Peso (kg)? 58,3+1,7 72,1+6,7 0,52
IMC (kg/m?)2 22,7+0,8 282+2,1 0,06
Circunferéncia da cintura (cm)?2 73,3+2,1 89,1+5,6 0,04
% massa gorda? 29,322 369+78 0,05
PAS (mmHQg)?2 99,8 + 3,7 116,5+ 7,6 0,02
PAD (mmHg)?2 67 +2,9 76,6 £6,2 0,05
Triglicérides (mg/dL)? 96,2 + 13,7 84,3+14,0 0,58
Colesterol total (mg/dL)® 185,4 + 13,0 185,5+13,5 0,82

HDLc (mg/dL)? 442 +6,1 39,6 +6,1 0,64

LDLc (mg/dL)? 133,3+12,7 134,8 +13,3 0,94

VLDLc (mg/dL)? 19,3+2,7 17,7+2,7 0,73
Glicose (mg/dL)?2 72,8 +3,7 81,6 £ 3,2 0,15
PCR (g/dL)? 1,3+0,16 2,3+0,31 0,008
Proteinas totais (g/dL)? 7,304 6,7 +0,2 0,17
Albumina (g/dL)?2 4,3+0,2 3,6+0,2 0,09
Globulina (g/dL)?2 3,0+04 3,0+0,2 0,98
Hemoglobina (g/dL)? 13,4+£0,6 144 +1,3 0,48
VHS (mm/h)® 140+14 18,0+5,4 0,51
Fibrinogénio (g/dL)® 321,0+8,0 3145+7,2 0,65
Oxido nitrico (mM)2 1,4+0,2 2,1+0,3 0,02
IgG Anti LDLox (ua)? 0,357 + 0,02 0,436 + 0,04 0,05
Leucocitos totais (cel/pL)? 5519,0 £ 965,2 5025,0 = 885,7 0,28

Neutrdfilos (cel/pL)? 3436,0 £ 624,8 3143,0 £ 551,6 0,41

Eosindfilos (cel/uL)” 97,0 £ 26,6 53,5+ 63,1 0,36

Mondcitos (cel/pL)® 193,5+ 445 194,3 + 60,7 0,57

Linfécitos (cel/pL)? 1720,0 £+ 321,2 1484,0 + 335,4 0,24

AZA+ASA: grupo com RCU em uso de azatioprina e aminossalicilatos para manutencdo da remissao clinica.
aTeste de Wilcoxon; PTeste T pareado; PAS/PAD: pressdo arterial sistdlica/ diastélica; ua: unidades arbitrarias.
Classificagcdo do percentual de gordura corporal adaptado de Pollock e Wilmore (1993).
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Quanto ao perfil de citocinas, o grupo AZA+ASA apresentou maiores niveis de
IL-6, MCP-1, TNF, IL-10 e TGF-B (Figura 6). Uma forte relagao entre os niveis de
TNF e ON foram encontrados no grupo com RCU (p=0,004; r?=0,707), evidenciando

a importancia da interacdo destes agentes no risco para aterosclerose.
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Figura 6: Niveis séricos de citocinas em pacientes com RCU em remissé&o clinica, em uso de
azatioprina e aminossalicilatos, comparadas a controles saudaveis. (A) IL-6 (p=0,02); (B) MCP-

1 (p=0,004)%; (C) TNF (p=0,003)®; (D) IL-1B (p=0,77)?; (E) IL-10 (p=0,02); (F) TGF-B (p=0,03). aTeste
de T pareado; "Teste Wilcoxon.

O risco relativo para eventos cardiovasculares, determinado pelos escores de

Reynolds e de Framingham (em 10 e 30 anos, considerando o perfil lipidico ou o
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IMC), mostrou maior risco de doengas cardiovasculares no grupo AZA+ASA

comparado ao seu controle pareado (Figura 7).
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Figura 7: Risco relativo de DCV em pacientes com RCU em remisséo clinica, em tratamento
com azatioprina e aminossalicilatos, comparado com controles saudaveis. O escore de risco de
Framingham mostrou que o risco relativo para DCV em 10 anos e 30 anos foi semelhante, tanto para
o perfil lipidico (A - p=0,432 e B - p=0,62° respectivamente) como para o IMC (C - p=0,31° e D -
p=0,30° respectivamente). ateste Mann Whitney; Pteste T Student.

A andlise da ingestdo dietética mostrou que as mulheres com RCU em
remissao clinica, tratadas com azatioprina associada ao aminossalicilato apresentam
menor ingestao de carboidratos, tanto no consumo geral quanto avaliado em gramas
por quilo de peso, comparado ao grupo controle saudavel pareado. A ingestéo total
de lipidios também foi menor no grupo AZA+ASA. O consumo de proteinas, gordura
saturada, colesterol e fibras foi semelhante entre os grupos. Dentre os
micronutrientes analisados, somente a ingestdao de célcio foi menor no grupo
AZA+ASA (Tabela 8).
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Tabela 8: Ingestdo média de macro e micronutrientes pelo grupo controle
saudavel e pelas pacientes com RCU em remisséo clinica em tratamento com

azatioprina e aminossalicilatos

Nutrientes Controle RCU - AZA+ASA p
Carboidrato (g)? 2351+ 22,1 2134+ 7,4 0,04
Carboidrato (g/kg/dia)® 4,4+0,4 2,60+ 0,4 0,003
Proteinas (g)® 72,8+ 4,8 71,3+8,4 0,83
Proteinas (g/kg/dia)® 1,3+0,1 0,95+0,2 0,16
Lipidios (g)® 58,5+ 6,4 40,4 £5,5 0,06
Gordura saturada (g)P° 19,1+1,8 14,6 + 3,3 0,27
Colesterol (mg)® 252,4 + 19,7 228,6 + 35,7 0,55
Fibras (g)° 21,3+ 2,4 20,7 £ 1,4 0,38
Calcio (mg)® 766,3 + 86,1 374,6 + 58,1 0,007
Ferro (mg)? 9,5+0,9 70+£1,1 0,55
Sodio (mg)P 2394,0 + 161,2 2786,0 + 359,7 0,70
Potassio (mg)P 2107,0 + 360,3 2094,0 + 213,7 0,81
Zinco (mg)P® 7,6 +0,7 9,2+22 0,36
Vitamina C (mg)?@ 138,4 + 12,0 104,1 + 37,8 0,58
Vitamina A (ug)? 463,5 + 80,1 244,9 + 364,6 0,69

AZA+ASA: grupo com RCU em tratamento com azatioprina e aminossalicilatos para manutencao da remissao
clinica. @Teste de Wilcoxon; "Teste T pareado;

6.3 Comparacéo entre pacientes com RCU em remissao clinica em tratamento

com aminossalicilatos ou com azatioprina e aminossalicilatos

Neste estudo, a idade média e o tempo de doenca do grupo ASA foi de 37,8 +
2,2 anos e 9,5 £ 1,7 anos respectivamente, enquanto no grupo AZA+ASA foi de 37,8
+ 3,4 anos e 6,4 + 1,6 anos respectivamente (Tabela 9). Peso, IMC, circunferéncia
de cintura, percentual de gordura corporal e pressdo arterial sistolica e diastélica
foram semelhantes entre os grupos (Tabela 9). Porém, quando ajustada conforme o
peso, a massa livre de gordura (massa muscular, massa 6ssea e agua) foi maior no
grupo AZA+ASA (Tabela 9).

A concentracdo de proteinas totais circulantes e de globulinas foi menor no

grupo AZA+ASA, enquanto a albumina foi semelhante (Tabela 9). PCR e
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fibrinogénio foram semelhantes entre os grupos, enquanto VHS foi menor no grupo
RCU usando azatioprina (Tabela 9). A avaliacdo do leucograma mostrou que a
contagem total de leucdcitos foi semelhante entre os grupos. Na contagem
diferencial, somente os linfécitos circulantes foram menores no grupo AZA+ASA
(Tabela 9). Na avaliacdo do estresse oxidativo, o 6xido nitrico e a concentracdo de
anticorpos anti-LDL oxidada foram semelhantes entre os grupos (Tabela 9).
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Tabela 9: Dados gerais, antropometria e perfil sérico das participantes com

RCU em remissao clinica em tratamento com aminossalicilatos ou com

azatioprina e aminossalicilatos

Parametros Grupo RCU Grupo RCU p
ASA AZA+ASA
Numero de pacientes 12 9 -
Idade (anos)? 37,8+2,.2 37,8+3/4 0,98
Tempo da doencga (anos)? 95+1,7 6,4+1,6 0,24
Historia de DCV na familia (%) 8 (66,7%) 4 (44,4%) 0,20
Peso (kg)? 60,2 + 3,7 72,1+6,7 0,11
IMC (kg/m?)® 234+18 265+2,1 0,16
Circunferéncia da cintura (cm)? 80,0+ 3,8 89,1+5,9 0,19
Gordura corporal (%)2 37,2+2,7 36,9+2,8 0,94
Massa livre de gordura (kg)? 36,9+1,2 416 +2,0 0,04
PAS (mmHQg)?2 113,2+3,9 116,5+7,6 0,68
PAD (mmHg)? 76,5+3,1 76,6 + 6,2 0,98
Proteinas totais (g/dL)® 7,4+0,6 6,7+0,2 0,02
Globulina (g/dL)P 4,1+0,6 3,0+£0,2 0,009
Albumina (g/dL)?2 35+0,2 3,6+0,2 0,54
PCR (g/dL)? 2,6 £0,5 2,3+0,3 0,83
Fibrinogénio (mg/dL)? 324,2 +6,3 3145+7,2 0,22
VHS (mm/H)?2 26,3+4,0 18,0 £2,8 0,04
Oxido nitrico (mM)2 2,7+0,3 2,1+0,3 0,14
Anticorpo antiLDLox (ua)? 0,41 + 0,02 0,436 + 0,04 0,60
Leucécitos totais (cel/uL)? 5977,0 + 847,8 5025,0 + 950,2 0,39
Neutrofilos (cel/pL)? 3328,0 = 703,9 3143,0 £ 551,6 0,85
Eosindfilos (cel/pL)P 57,5+19,8 53,5+63,1 0,97
Linfécitos (cel/uL)® 1743,0 £ 217,0 1484,0 + 227,0 0,02
Mondcitos (cel/uL)P 243,8 + 44,9 194,3 + 60,7 0,97

ASA: grupo em uso de aminossalicilatos para manutencao da remissao clinica. AZA+ASA: grupo em
uso de azatioprina e aminossalicilatos para manutencdo da remisséo clinica. @Teste T Student; "Teste
Mann Whitney; DCV: doenga cardiovascular; kg: quilograma; m: metros; cm: centimetros; mmHg:
milimetros de mercdrio; g: gramas; dL: decilitro; H: hora; mM: milimolar; ua:.unidades arbitrarias.
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Perfil lipidico, glicemia e hemoglobina foram semelhantes entre 0s grupos

com RCU (Tabela 10).

Tabela 10: Perfil lipidico, glicemia e hemoglobina das participantes com RCU

em remissao clinica em tratamento com aminossalicilatos ou com azatioprina

e aminossalicilatos

Parametro Grupo RCU Grupo RCU P
ASA AZA+ASA
Triglicérides (mg/dL)P 84,4 +15,3 84,3+14,0 0,64
Colesterol total (mg/dL)?2 190,2 + 6,8 185,5+ 13,5 0,77
HDL-c (mg/dL)P 46,2 + 3,2 39,6 +6,1 0,24
LDL-c (mg/dL)?2 130,2+7,2 134,8 £ 13,3 0,81
VLDL-c (mg/dL)® 16,9+ 2,9 17,7+ 2,7 0,80
Glicose (mg/dL)? 75,5+ 3,2 81,6 +3,2 0,20
Hemoglobina (g/dL)? 12,8+0,8 144+1,3 0,28

ASA: grupo com RCU em uso de aminossalicilatos para manutencdo da remissao clinica. AZA+ASA:
grupo em uso de azatioprina e aminossalicilatos para manutencdo da remissdo clinica. RCU:
retocolite ulcerativa; HDLc: colesterol em lipoproteina de alta densidade; LDLc: colesterol em

lipoproteina de baixa densidade; VLDLc: colesterol em lipoproteina de muito baixa intensidade.

Avaliando o perfil de citocinas, pacientes do grupo AZA+ASA apresentaram

maiores niveis de TNF, IL-6, IL-10 e TGF- comparados ao grupo ASA. Niveis de IL-

18 e MCP-1 foram semelhantes entre os grupos (Figura 8).
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Figura 8: Niveis séricos de citocinas em mulheres com RCU em remisséo clinica, em uso de
aminossalicilatos ou azatioprina e aminossalicilatos. (A) TNF (p=0,004)3, (B) IL-6 (p=0,03)?, (C)
IL-10 (p=0,03)2 e (D) TGF-B (0,01)® foram maiores no grupo RCU em uso de azatioprina. (E) IL-1B

(0,95)2 e (F) MCP-1 (0,48)2 foram semelhantes entre 0s grupos. 2Teste t Student; PTeste Mann
Whitney.

O escore de risco de Framingham mostrou que o risco de doencas
cardiovasculares em 10 e 30 anos, considerando perfil lipidico ou IMC também néao
diferiu entre os grupos (Figura 9).
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Figura 9: Risco relativo de doencga cardiovascular em mulheres com RCU em remissao clinica,
em uso de aminossalicilatos comparadas aguelas em uso de azatioprina e aminossalicilatos.
(A) Escore de risco de Reynolds - p=0,752; (B) Risco relativo de DCV em dez anos considerando o
perfil lipidico - p=0,442; (C) Risco relativo de DCV em dez anos considerando o IMC - p=0,31°; (D)
Risco relativo de DCV em trinta anos considerando o perfil lipidico — p=0,62°; (E) Risco relativo de
DCV em trinta anos considerando o IMC — p=0,30P. aTeste de Wilcoxon; "Teste T Student pareado.

Comparando a ingestao alimentar entre as pacientes com RCU em remissao
clinica, somente o consumo de lipidios e gordura saturada foi diferente entre os
grupos, sendo maior naquele que faz uso exclusivo de aminossalicilatos para
manutencdo da remissao clinica. O consumo dos demais nutrientes foi semelhante

entre os grupos (Tabela 11).
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Tabela 11: Ingestdo média de macro e micronutrientes pelo grupo com RCU em
remissao clinica em uso de aminossalicilatos e pelo grupo com RCU em

remissao clinica em tratamento com azatioprina e aminossalicilatos

Nutrientes RCU - ASA RCU - AZA+ASA p
Carboidrato (g)@ 202,1+£9,7 2134+7,4 0,91
Carboidrato (g/kg/dia)® 3,56+0,2 2,6+0,4 0,15
Proteinas (g)° 70,2+55 71,3+8,4 0,91
Proteinas (g/kg/dia)® 1,2+0,1 0,95+0,2 0,27
Lipidios (g)® 59,1+ 4,6 40,4 £5,5 0,02
Gordura saturada (g)® 20,9+ 1,7 14,6 + 3,3 0,004
Colesterol (mg)® 250,9 + 18,9 228,6 + 35,7 0,55
Fibras (g)® 16,6 + 0,9 20,7+ 1,4 0,09
Calcio (mg)? 421,3 + 58,7 374,6 + 58,1 0,13
Ferro (mg)? 75+0,5 70+1,1 0,97
Sodio (mg)P 2364,0 + 303,0 2786,0 + 359,7 0,55
Potassio (mg)® 1904,0 + 157,7 2094,0 + 213,7 0,47
Zinco (mg)P 9,4+0,8 9,2+22 0,95
Vitamina C (mg)?@ 945+ 354 104,1 + 37,8 0,64
Vitamina A (ug)® 261,3+55,1 244.,9 + 364,6 0,14

ASA: grupo com RCU em tratamento com aminossalicilatos para manutencao da remissao clinica. AZA+ASA:
grupo com RCU em tratamento com azatioprina e aminossalicilatos para manutencao da remisséo clinica. 2Teste
de Mann Whitney; PTeste T de Student.
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7. DISCUSSAO

Este € o primeiro trabalho que avalia o risco de DCV em mulheres com RCU,
na fase de remisséo e associa o tratamento medicamentoso da doenca com o risco
de DCV.

As participantes com RCU estavam em remisséo clinica, confirmada pelos
niveis de PCR e VHS; auséncia de leucocitose, febre, sangramento e muco nas
fezes; pulso e temperatura normais, habito intestinal normal e tratamento
medicamentoso para manutencao da remissdo da doenca. Esses parametros nédo se
enguadram nos critérios propostos por Truelove e Witts (1955)2° o qual classifica o
grau de atividade da doenca, reforcando que as pacientes estdo em remisséo clinica
da doenca.

Na populacdo com RCU atendida no Ambulatério de Intestino do Instituto Alfa
de Gastroenterologia do HC/UFMG observou-se maior prevaléncia da doenca em
mulheres (64,6%), condicdo que vem sendo observada em outros estudos!> 17 116,
Além disso, € possivel observar a elevada prevaléncia de outras doencas além da
RCU, tanto nas mulheres (24,7%) como nos homens (27,4%), fator que
impossibilitou o recrutamento desses individuos para o presente estudo. Dentre as
doencas concomitantes a RCU, a prevaléncia de foi de HAS, DM, dislipidemia e
doencas coronarianas (dados ndo mostrados), evidenciando que esses pacientes
tém maior risco de DCV por ja estarem expostos a um fator desencadeante da DCV.

A idade média das mulheres com RCU foi 37,8 + 2,4 anos para o grupo ASA e
37,8 £ 3,4 anos para o grupo AZA+ASA e ambos os grupos foram pareados por
idade a um grupo controle saudavel, com o intuito de comparar grupos com
caracteristicas gerais e faixa etaria homogéneas.

A duracdo da doenca foi semelhante entre os grupos RCU. A duracdo da
doenca é um dado importante, pois quanto maior o tempo de doenga, maior a
exposicdo a agentes inflamatérios e o grau de inflamacg&o®3, sugerindo maior risco
de desenvolvimento de aterosclerose precoce, considerando a importante relacao
entre inflamacé&o e aterosclerose.

Considerando os habitos de vida, nenhuma participante relatou o uso de
tabaco, um importante fator de risco para DCV. Ao avaliar o consumo de bebidas
alcoolicas observou-se que grande parte das participantes do grupo controle
saudavel consumia bebida alcodlica, habito pouco relatado pelas participantes com
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RCU. A ingestao de bebida alcéolica no grupo controle saudavel foi limitada a uma
frequéncia de 1 a 2 vezes por semana, sendo representado por cervejas e bebidas
destiladas (vinhos). Por sua vez os grupos RCU ndao consomem bebida alcodlica em
sua rotina, provavelmente devido aos efeitos agressivos do alcool sobre a mucosa
inflamada bem como em decorréncia do uso continuo de medicamentos por esse
grupo. Essa pratica contribui para melhor preservacdo da mucosa intestinal neste
grupo e reduz um pouco a exposicdo a fatores que contribuem para o
desenvolvimento das DCV.

Com relacao a atividade fisica ambos os grupos com RCU séo sedentarios. A
inatividade fisica € um fator de risco para DCV e contribui para mudancas na
composicao corporal refletindo em aumento do tecido adiposo, reducdo das massas
muscular e éssea e aumento da secrecdo de mediadores inflamatorios, decorrente
da expansao do tecido adiposo. A prética regular de atividade fisica pode exercer
efeitos antiinflamatérios, reduzindo o tecido adiposo visceral e a inflamacéo
sistémica. O exercicio fisico € capaz de estimular a producdo de miocinas,
moléculas capazes de reagir com citocinas e quimiocinas, reduzindo o processo
inflamatorio®.

O uso do inibidor da bomba de prétons, Omeprazol, foi observado somente
nos grupos com RCU e sua prescricdo € decorrente dos efeitos colaterais
provocados pelos medicamentos utilizados na manutencéo da remissdo da doenca.
A suplementacdo com vitaminas e minerais também foi observada nesse grupo e
pode ser decorrente da baixa ingestdo de vegetais e frutas pelas pacientes, os quais
sdo importantes fontes de vitaminas, especialmente do complexo B bem como de
minerais.

O peso corporal foi semelhante entre os grupos RCU e seus respectivos
controles pareados, mantendo esse perfil quando os grupos RCU foram comparados
entre si. Esse resultado era esperado considerando que as pacientes estdo em fase
de remissdo, com auséncia de diarreia e de ma-absor¢do intestinal, condi¢cdes que
podem ser vistas durante a atividade da doenca e que afetam diversos parametros
antropometricos, dentre eles o peso corporal. Embora o peso e a estatura tenham
sido semelhantes entre os grupos, somente o grupo AZA+ASA apresentou IMC
maior que o grupo controle. No estudo de Rocha et al (2009)* os pacientes com
RCU em remissdo apresentaram IMC dentro dos parametros de normalidade e
semelhante ao grupo controle, provavelmente em decorréncia da fase da doenca. A
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circunferéncia da cintura também foi maior no grupo AZA+ASA comparado ao
controle evidenciando a presenca de um importante fator de risco para DCV nesse
grupo*t’,

A avaliacdo da composicao corporal é fundamental uma vez que o IMC pode
apresentar conclusdes imprecisas, ndo refletindo a real quantidade de gordura
corporal e massa livre de gordura* 4°. O percentual de gordura corporal foi maior
nos grupos RCU comparados aos seus controles saudaveis, sugerindo uma
expansao do tecido adiposo nesses grupos. O aumento do tecido adiposo pode ser
decorrente: (1) do uso pregresso e/ou prolongado de glicocorticoides, para inducao
da remissdo da doenca, considerando que segundo 0s registros no prontuario das
pacientes, todas as participantes, em algum momento de sua historia clinica, fizeram
uso desses medicamentos para tratamento da RCU. Os corticoides sdo capazes de
promover alteracbes sobre a resposta lipolitica, promovendo alteracdes na
quantidade e na distribuicdo da gordura corporal'l: 36 37: 38: (2) da inatividade fisica®
44, 118, (3) de habitos alimentares especialmente antes do diagnéstico de RCU e no
decorrer do tratamento da doenca. Muitas vezes, os pacientes com RCU optam por
dietas de alta densidade cal6rica, ricas em carboidratos, lipidios e proteinas,
reduzindo ou até mesmo evitando o consumo de alimentos fontes fibras, como as
frutas e vegetais, alimentos de baixa densidade calérica e alto valor nutritivo. Essas
modificacdes nos habitos alimentares também podem contribuir para a expansao do
tecido adiposo. A interacdo entre esses fatores potencializa ainda mais o aumento
do tecido adiposo e a redugdo da massa livre de gordura. Rodrigues et al (2012)*°
observaram que em DC, ocorre uma hipertrofia do tecido adiposo, independente da
atividade da doenca e das medicac6es em uso, com aumento do infiltrado de células
mononucleares, especialmente mondcitos/macréfagos no tecido adiposo além do
aumento do numero de adip6citos com o didmetro anormalmente reduzido. No
entanto, os autores ndo sugerem possiveis mecanismos para essa expansado do
tecido adiposo vista em DC.

O aumento da gordura corporal esta associado com maior risco para DCV e
parece contribuir para induzir a agudizacdo da DII, devido a maior liberacdo de
mediadores inflamatérios*+ 49:50: 117 A expanséao do tecido adiposo por si s6 estimula
o recrutamento de leucocitos levando ao aumento do infiltrado inflamatério nesse

tecido, especialmente de macréfagos, resultando na maior secre¢cdo de mediadores
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pré-inflamatérios como IL-6, TNF, leptina e MCP-18 23 50: 66 nodendo favorecer a
agudizacéao da DII.

Assim como Rocha et al (2009)* que avaliou a composicdo corporal em Dll,
nesse estudo, também foi observada a reducdo da massa livre de gordura em
ambos os grupos com RCU, comparados ao seu controle pareado, sugerindo
modificagdes nas massas muscular e 6ssea e também no estado de hidratacdo. O
uso pregresso de glicocorticoides pode desencadear efeitos a longo prazo e de
grande repercussdo, incluindo a inibicdo da sintese proteica, aumento do
catabolismo do musculo esquelético e reducdo da atividade de osteoblastos com
aumento da acdo dos osteoclastos!l: 36 37: 38 44; 47, 119 Nijveis elevados de IL-6
também parecem estimular o desenvolvimento de osteoclastos e inibir os
osteoblastos*’, reduzindo a massa 6ssea, a qual, também pode ser afetada pela
baixa ingestdo de calcio. O aumento dos niveis de citocinas circulantes contribui
para o desvio dos aminoacidos para producao de mediadores inflamatérios, levando
a diminuicdo da sintese proteica e da massa muscular, processos que também
podem ser agravados pela ingestdo insuficiente de proteinas, resultando em
reducdo da massa muscular, fraqueza, fadiga, diminuicdo dos niveis de albumina e
desnutricdo?” 44 48, Assim, uma avaliacdo nutricional detalhada de pacientes com
RCU na fase de remissdo é fundamental para caracterizar seu estado nutricional e
promover a adequada intervencdo nutricional para restabelecer o estado nutricional
e assegurar saude e melhor qualidade de vida para os pacientes.

Quando o grupo tratado com ASA foi comparado ao grupo tratado com
AZA+ASA, o teor de massa livre de gordura neste ultimo foi maior, evidenciando
melhor estado nutricional. Embora também seja um grupo sedentario, a melhor
regulacdo da doenca promovida pela azatioprina e evidenciada pela melhora de
marcadores inflamatérios parece contribuir para melhor preservacdo da massa
magra, especialmente da massa muscular, visto que ndo ha necessidade de desvio
de proteinas para producdo de mediadores de inflamacgéo.

Quando avaliamos a concentracéo de proteinas totais observa-se que o grupo
tratado com ASA apresenta aumento desse marcador comparado tanto ao grupo
controle quanto ao grupo AZA+ASA. Isso é decorrente do aumento da globulina
também observado nesse grupo, refletindo assim, o estado inflamatério desses
pacientes. Quando comparamos o grupo AZA+ASA ao seu controle, observa-se que

0sS niveis de proteinas totais e suas fragcbes sado semelhantes entre os grupos,
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sugerindo que a adi¢cao de azatioprina ao tratamento da RCU é capaz de promover
melhor regulacdo do processo inflamatério, resultando em menor producdo de
imunoglobulinas em geral e consequentemente, manutencdo dos niveis normais de
proteinas totais circulantes. Quando os dois grupos com RCU sdo comparados,
observa-se que o grupo tratado somente com o aminossalicilato apresenta niveis
maiores de proteinas totais, especificamente de sua fracdo globulina, sugerindo
novamente que a adicdo de azatioprina ao tratamento da RCU promove melhor
regulacdo da inflamacdo, reduzindo a producdo de imunoglobulinas, importante
marcador inflamatdrio. Por sua vez, o aumento dos niveis de globulinas infere maior
producdo de anticorpos pelas células B ou plasmacitos, especialmente de anticorpos
anticitocinas, numa tentativa de reduzir o teor de citocinas circulantes e reduzir a
inflamacéao.

Os niveis de albumina apresentaram-se reduzidos somente no grupo ASA
comparado ao seu controle. A albumina € um marcador de desnutricdo e pacientes
com doencas cronicas como a RCU podem sofrer frequentes reducdes nos niveis de
albumina, possivelmente em decorréncia do estado catabodlico, baixa ingestéo
proteica, reducdo da sintese hepatica de albumina, desvio de aminoécidos para
producdo de outras proteinas de maior prioridade e relevancia em processos
inflamatorios crénicos tais como citocinas e quimiocinas e para producao de novas
células?°,

O aumento da pressao arterial € um fator de risco para DCV?!! e no presente
estudo, embora dentro dos parametros de normalidade propostos pela Sociedade
Brasileira de Cardiologia (2010), a pressao arterial foi maior nos grupos com RCU
comparados a seus controles. Alteracdes na presséo arterial podem ser um reflexo
do uso pregresso de corticoides. No entanto, citocinas como a IL-6 e TNF parecem
contribuir para a ativagdo do sistema renina-angiotensina resultando em aumento
dos niveis pressoricos. A baixa ingestdo de calcio dietético também pode refletir em
aumento da pressao arterial, uma vez que a baixa ingestdo de célcio parece estar
envolvida em alteracfes nos niveis pressoricos enquanto o consumo adequado de
calcio e a manutencdo dos seus niveis normais no organismo contribuem para a
regulacdo da presséo arterial®® 2% 122, Em DIl o aumento dos niveis tensoriais vem
sendo relatado, especialmente quando esse grupo é comparado ao um grupo

controle, sem a doenca®? 123, Segundo Gandhi et al (2012)'! o aumento da pressado
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arterial reflete em maior risco para o desenvolvimento de DCV, especialmente na
populacado com DII.

No presente trabalho ndo foram observadas alteracdes no perfil lipidico entre
0s grupos em estudo, provavelmente devido a ingestdao semelhante de colesterol e
gorduras saturadas. Estudos tém relatado que em DIl ndo ha alteragbes
consideraveis no perfil de lipoproteinas, evidenciando que o risco de DCV nesses
pacientes ndo € decorrente de alteracdes nesse fator de risco tradicional para
DCV®. No entanto, embora ndo haja diferenca no perfil lipidico, alteracbes na
permeabilidade vascular desencadeadas por citocinas pro-inflamatérias, ON e PCR,
podem favorecer a maior migracéo da LDL para a intima da artéria e sua oxidagéo e
consequentemente aumento da diapedese de leucdcitos, especialmente de
monaocitos, guiados pela maior secrecdo de MCP-1, contribuindo para a formacéo da
placa de aterosclerose e o0 estabelecimento de DCV.

A glicemia também foi semelhante entre os grupos nesse estudo, resultado
também encontrado por Zanoli et al (2012)8. De acordo com esse autor, a
prevaléncia de fatores de risco tradicionais para DCV como dislipidemia e diabetes,
em pacientes com DII, é baixa. De modo geral, esses pacientes apresentam baixos
niveis de lipidios séricos, glicemia normal, em geral ndo sdo tabagistas e etilistas
(visto os impactos do tabaco e do alcool na DIl) e podem apresentar IMC dentro do
faixa de normalidade ou discretamente alterado, sugerindo que o risco aumentando
para DCV relatado em outros trabalhos esta relacionado com a inflamacé&o cronica,
ndo com os fatores de risco tradicionais33 74 84,

A hemoglobina também foi avaliada nesse estudo devido a sua relacdo com o
desenvolvimento de eventos isquémicos em pacientes com DIl, previamente
relatado por Yarur et al (2011)%. As pacientes com RCU apresentaram niveis
semelhantes de hemoglobina comparadas ao grupo controle. A ingestdo semelhante
de ferro entre os grupos RCU e seus controles contribui para a manutencdo dos
niveis normais de hemoglobina. Além disso, as pacientes com RCU estao remissao
clinica e ndo apresentam perda visivel de sangue nas fezes, o que contribui para
boa manutencdo dos niveis desse marcador no sangue. Em processos inflamatorios
cronicos, niveis elevados de citocinas também podem influenciar a sintese da
hemoglobina e consequentemente reduzir sua producdo?®, contribuindo para o

desenvolvimento de eventos isquémicos.
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A contagem total de leucdcitos foi semelhante entre todos 0s grupos em
estudo. A contagem diferencial de leucocitos também foi semelhante, exceto a
contagem de linfocitos no grupo AZA+ASA que foi menor comparado ao grupo
tratado somente com ASA.

Embora os niveis circulantes de mondcitos estejam semelhantes entre os
grupos em estudo, o aumento da secrecdo de MCP-1, cuja producdo pode ser
proveniente do tecido adiposo, da mucosa do coélon e/ou do endotélio vascular pode
contribuir para migracdo dos mondcitos para esses diferentes sitios e suas
diferenciacdo em macréfagos. Macréfagos exercem fungdes importantes na DIl, na
DCV e na expansao do tecido adiposo. A expanséo do tecido adiposo e aumento do
infiltrado inflamat6rio de macréfagos nesse tecido contribuem para maior secrecao
de citocinas inflamatérias como IL-6, TNF e da quimiocina MCP-1, 0s quais podem
exercer acles locais ou atingir a corrente sanguinea desenvolvendo acdes
sistémicas® 2. Em DIl os macréfagos derivados de mondcitos circulantes e as
células TCD4+ atuam na manutencdo do processo inflamatorio, secretando IL-6,
TNF e IL-1B que aumentam o recrutamento dos leucdcitos para a lesdo da mucosa e
perpetuagdo da inflamagdo, mesmo durante a fase de remissdo’: °. Em DCV, os
mondcitos/macréfagos desempenham papel primordial na iniciacdo da formacéo das
estrias gordurosas e no desenvolvimento da placa de aterosclerose. O macrofago é
o principal responsavel pela captacdo da LDLox e formacao das células espumosas,
componente fundamental do ateroma. Esse macréfago é capaz de produzir e
secretar citocinas que alteram a permeabilidade vascular, aumentam a expressao de
moléculas de adesdo e recrutam novos leucdOcitos para a éarea da leséo
aterosclerética contribuindo para sua expansdo’®. Essas citocinas também podem
atingir a circulacdo sistémica desencadeando sua acdo em outras partes do
organismo.

A reducdo da contagem de linfocitos no grupo AZA+ASA pode ser em
decorréncia do efeito imunossupressor da azatioprina proveniente de sua
capacidade de induzir apoptose nas células*'. Nossa hipétese é que a azatioprina
age preferencialmente sobre linfécitos, em especial, sobre as células TCD4+ e
TCD8+, sugerindo que essa droga possa exercer um “mecanismo de selecao entre
os linfocitos”, preservando as células T regulatérias e células B, importantes
produtoras de IL-10 e TGF-B, mediadores antiinflamatorios que estdo elevados

somente no grupo tratado com azatioprina.
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Os niveis de PCR e VHS, marcadores de inflamacéo e preditores da atividade
da RCUL 117 estavam aumentados no grupo ASA comparado ao seu controle. As
pacientes do grupo AZA+ASA também apresentaram aumento dos niveis de PCR
comparado ao controle e quando os grupos com RCU foram comparados, 0s niveis
de PCR foram semelhantes. De acordo com Kayahan et al (2012)?, pacientes com
RCU, independente do estagio da doenca, apresentam niveis aumentados desses
marcadores de inflamac&do comparados a individuos sem a doenca, em decorréncia
da presenca de uma inflamacéo cronica. A PCR € uma proteina de fase aguda cuja
producdo hepatica é estimulada por citocinas inflamatorias, especialmente IL-6 e
TNF7, o que justifica seu aumento nos grupos ASA e AZA+ASA comparados aos
seus respectivos controles. A PCR esta relacionada com o aumento da expressao
de moléculas de adesdo e consequente migracdo de leucdcitos para a intima da
artéria bem como para outros tecidos, estimula a captacdo de LDL por macroéfagos e
a secrecao de citocinas pré-inflamatérias, contribuindo para o desenvolvimento da
aterosclerose®: 50 60: 86 eyidenciando que o aumento dos niveis de PCR nos grupos
com RCU é um importante preditor do risco de DCV nesses grupos, independente
do tratamento medicamentoso. Ainda nesse sentido, a PCR também induz
alteracdes no endotélio vascular intestinal, contribuindo para maior migracdo de
leucdcitos e producao de citocinas pré-inflamatérias, mantendo a inflamacéo na DIl e
aumentando o risco de DCV nesse grupo!l. Quando os grupos com RCU foram
comparados entre si, 0s niveis de PCR foram sdo semelhantes, no entanto, ambos
0s grupos tém elevados niveis séricos de citocinas inflamatérias, especialmente de
IL6, que estimula a producao da PCR.

Quando avaliamos os niveis de VHS, ou seja, a velocidade na qual o sangue
sedimenta, intimamente relacionada com o teor de fibrinogénio sérico (importante
marcador de doenca cardiovascular), observa-se que mesmo havendo niveis
semelhantes de fibrinogénio entre todos os grupos estudados, o grupo tratado com
ASA apresentou niveis elevados de VHS comparado ao seu controle, no entanto, o
grupo AZA+ASA apresentou niveis semelhantes ao seu controle, sugerindo que o
tratamento com azatioprina melhora o perfil de VHS, provavelmente devido ao
melhor controle do processo inflamatério promovido pelo medicamento. O mesmo é
encontrado quando os grupos com RCU sédo comparados, onde o grupo AZA+ASA
apresenta niveis de VHS menores que o grupo ASA, sugerindo uma importante

participacédo da azatioprina nesse processo de regulacéo.
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Os niveis de ON circulantes foram maiores nos grupos RCU comparados a
seus controles pareados. O aumento de citocinas inflamatérias induz maior
expressdo de iINOS no intestino inflamado, no tecido adiposo®’ e em mondcitos
circulantes®®, resultando em maior producdo e liberagdo de ON e consequente
formacéo de radicais livres como peroxinitrito. Assim, o ON pode induzir alteragdes
na integridade do endotélio e na pressédo arterial, aumento da adeséo de leucdcitos
e producéo de células musculares lisas além de estimular a secrecdo de citocinas
inflamatorias em um ciclo vicioso, elevando o estresse oxidativo e contribuindo para
o desenvolvimento da aterosclerose36: 97 100; 101,

Niveis elevados de anticorpos IgG anti-LDLox foram encontrados nas
mulheres com RCU quando comparadas ao controle. A oxidacdo da LDL gera
epitopos antigénicos que estimulam a producdo e secrecdo de anticorpos anti
LDLox, refletindo indiretamente no aumento da fracdo de globulinas e sugerindo
maior oxidacdo de LDL no organismo, consequentemente, maior risco de
aterosclerose neste grupo®: 72, A oxidacdo da LDL é o evento chave no
desenvolvimento da placa aterosclerotica e a producéo de anticorpos IgG anti-LDLox
tem forte relagdo com aterogénese’2. O aumento do estresse oxidativo, evidenciado
por maiores niveis de ON circulantes contribui para liberacdo de mediadores
inflamatorios, oxidacdo da LDL e alteracdes na pressdo arterial, favorecendo o
desenvolvimento de aterosclerose e DCV.

Niveis de citocinas designadas inflamatérias e anti-inflamatérias foram
avaliados nesse estudo, apresentando alteracdes em sua concentracdo sérica. No
grupo com RCU tratado com aminossalicilatos observou-se o aumento de IL-6 e
MCP-1, comparado ao grupo controle. Quando avaliamos o perfil de citocinas do
grupo AZA+ASA comparado ao seu controle é possivel observar o aumento de IL-6,
TNF e MCP-1 marcadores de inflamag&o, bem como de IL-10 e TGF-3, mediadores
com propriedades anti-inflamatérias, os quais buscam atingir a homeostase,
compensando o aumento dos marcadores de inflamacdo?°. Isso sugere que a
terapia combinada de azatioprina e aminossalicilatos € capaz de controlar mais
efetivamente o processo inflamatorio nesse grupo como uma tentativa de regulacéo
da inflamac&o. Quando os dois grupos com RCU foram comparados entre si,
observou-se que o grupo tratado com azatioprina (AZA+ASA) apresentou aumento
de IL-6 e TNF bem como de IL-10 e TGF-B evidenciando, novamente, o papel da

azatioprina no tratamento da doenca e na regulacdo do processo inflamatdrio.
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Assim, sugere-se que pacientes tratados com azatioprina, apresentam melhor
regulacdo da inflamacéo, aumento de marcadores anti-inflamatdérios e menor risco
de desenvolver aterosclerose e DCV comparados aos individuos com RCU tratados
exclusivamente com aminossalicilatos, considerando a importancia da inflamacéo no
desenvolvimento dessas doengas.

A producdo aumentada de citocinas pr6é e anti-inflamatérias pode ser
proveniente dos adipdcitos e macréfagos do tecido adiposo, de células circulantes,
da mucosa intestinal inflamada bem como do endotélio vascular e até mesmo da
placa de aterosclerose que pode estar sendo desenvolvida. Segundo Ponemone et
al (2010)% individuos com DIl apresentam um tecido adiposo mesentérico inflamado
com maior secrecdo de citocinas inflamatorias. Em DC ja é bem descrito que células
mononucleares circulantes, células endoteliais e fibroblastos contribuem para o
aumento de citocinas no sangue?%: 5657,

IL-6 e MCP-1 sao importantes marcadores de desenvolvimento de DCV. A IL-
6 € uma citocina produzida por extenso numero de células do sistema imune,
adipdcitos, fibroblastos e células endoteliais, sendo que o tecido adiposo é capaz de
contribuir com cerca de 30% da concentracéo de IL-6 circulante®® 57, Niveis elevados
de IL-6 aumentam a expressao de moléculas de adesdo e a permeabilidade
vascular, contribuindo para o desenvolvimento da aterosclerose, além de refletirem
uma inflamacéo crénica sistémica caracteristica da DIl e importante no processo de
aterogénese'® 57 59 124 A |L-6 também é capaz de induzir maior expressdo de
receptores scavenger CD36 e SR-Al, maior captacdo de LDLox e formacdo de
células espumosas além de aumentar a proliferacdo de células musculares lisas,
contribuindo claramente para o desenvolvimento e expansdao da placa de
aterosclerose?® 57: 9394124 Qutra acdo pré-aterogénica da IL-6 envolve sua interacdo
com o receptor solavel para IL-6, mecanismo que altera a funcdo endotelial e
contribui para o enrijecimento da artéria, reforcando seu papel no desenvolvimento e
progresséo da aterosclerose!?.

O aumento dos niveis de IL-6 circulantes influencia na DII, visto que essa
citocina exerce um papel chave na manutengdo da DIl. A IL-6 ativa a via de
sinalizacdo de STAT3 por dois mecanismos diferentes resultando no aumento da
expressao do genes anti-apoptoticos Bcel-2 e Bcl-xl, reduzindo a apoptose de células
T na lamina préopria e aumentando sua concentragdo na mucosa intestinal,

mecanismo chave para manutenc¢ao da inflamagéo crénica em DII. Isso resulta em
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maior liberacdo de mediadores inflamatérios na mucosa e recrutamento de
leucécitos para esse sitio, amplificando o processo inflamatério®® 19 20; 23 24 Em
aterosclerose, questiona-se se a IL-6 poderia desencadear um mecanismo
semelhante, contribuindo para a expansao da leséo aterosclerotica.

Os niveis de TNF foram aumentados no grupo AZA+ASA quando comparado
ao seu controle pareado e ao grupo ASA. Essa citocina exerce efeitos pro-
inflamatorios sendo secretada por macrofagos e linfoécitos e em menores
quantidades pelos adipécitos. O TNF participa do processo inflamatoério através do
recrutamento e ativacdo de células inflamatérias perpetuando a inflamacéo, além de
interagir com outras citocinas induzindo maior producéo de proteinas de fase aguda
como a PCR e aumentar o catabolismo. Diversos trabalhos relatam que o TNF tem
acao fundamental no desenvolvimento da aterosclerose, uma vez que ele induz a
producdo de ON via INOS e a expressdo de moléculas de adesao, resultando em
maior migracao de leucécitos para a intima da artéria, gerando disfuncao endotelial;
aumenta o estresse oxidativo e a oxidacdo da LDL além de induzir a producéo de
outras citocinas inflamatérias como a IL-1B e quimiocinas?® 57; 61; 62;63; 94; 125

A quimiocina MCP-1 tem como func¢éo principal promover o recrutamento de
mondcitos da circulacdo para os diversos sitios onde ocorre a inflamacéo,
especialmente para a intima da artéria, contribuindo para aterosclerose® mas
também pode estimular a migracdo dos mondcitos para o tecido adiposo,
contribuindo para sua expansao e para mucosa gastrointestinal afetada pela RCU,
intensificando a inflamacéo nesses tecidos.

A IL-10 é uma citocina produzida por macrofagos, células Th2, células T
reguladoras e células B. Exerce papel inibidor sobre a acdo de citocinas pro-
inflamatdrias especialmente TNF, IL-18 e IL-62°, em busca da homeostase. A IL-10
interfere na interacdo célula-célula e consequentemente na liberacdo de mediadores
inflamatorios (citocinas e quimiocinas), reduzindo a ativagdo de células imunes. Ela
também é capaz de induzir a producdo de anticorpos anti-citocinas, contribuindo
para reducdo dos niveis de mediadores inflamatorios circulantes'?%: 127, Assim, a IL-
10 busca promover a homeostase e parece proteger ou retardar o desenvolvimento
da aterosclerose além de contribuir para a homeostase intestinal e manutencdo do
guadro de remissao em DII.

O aumento dos niveis de TGF-B visto no grupo AZA+ASA comparado ao seu

controle e ao grupo ASA também sugere um efeito imunomodulador da azatioprina,
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na tentativa de regular o processo inflamatoério e alcancar a homeostase intestinal. O
TGF- B tem importante papel em DIl pois contribui para a cicatrizacdo da mucosa
ulcerada e preserva a integridade da mucosa intestinal. Além disso, o TGF- modula
a ativacado de células endoteliais e musculares lisas e a funcdo de células Thi,
reduzindo a inflamacao. Em aterosclerose, estudos realizados com animais mostram
que o TGF- B reduz o infiltrado de células T na lesédo aterosclerética e induz a
producdo de colageno, contribuindo para maior estabilidade da placa, exercendo
assim efeitos anti-aterogénicos e cardioprotetores®? 128 129,

Ambos os grupos com RCU apresentaram baixa ingestdo de carboidratos
enquanto somente o grupo AZA+ASA ingeriu menor teor de gorduras. Quando os
grupos com RCU foram comparados entre si observou-se maior ingestao de lipidios
totais na dieta, especialmente de acidos graxos saturados no grupo ASA. A baixa
ingestao de alguns nutrientes pelas pacientes com RCU pode ser decorrente da
eliminacao de diversos alimentos da dieta devido ao medo de se alimentar, presenca
de dor abdominal, irritacdo gastrica ou devido ao tratamento medicamentoso
realizado e seus efeitos colaterais (nauseas, anorexia) ou mesmo em decorréncia do
aumento de mediadores inflamatérios circulantes, que desencadeiam anorexia® %
120 A ingestdo elevada de gordura saturada pode ser prejudicial em RCU. Segundo
Leone et al® uma dieta rica em gordura saturada e carboidratos simples parece
contribuir para o desenvolvimento da DIl e manutencéo do processo inflamatoério na
doenca ja instalada, uma vez que esses nutrientes parecem contribuir para
mudancas na composicdo da microbiota intestinal, tanto em sua taxonomia como em
sua funcdo, criando um ambiente propicio para a inflamacao, intensificando o
processo inflamatorio.

O consumo de célcio foi menor em ambos os grupos com RCU comparados
ao seus controles. Essa reducédo pode estar relacionada ao medo de ingerir leite e
seus derivados e ao desenvolvimento parcial de intolerancia a lactose em algumas
pacientes. A baixa ingestdo de célcio contribui para a redugdo da massa 0ssea e
desenvolvimento de osteopenia/osteoporose além de contribuir para alteracdes na
pressdo arterial, uma vez que a baixa ingestdo de calcio proveniente da dieta esta
associada com aumento da pressao arterial e maior risco de desenvolvimento de
HAS!?2,

O consumo reduzido de fibras foi observado somente no grupo ASA. As fibras

sao essenciais na regulacdo da absorcao de colesterol, gorduras saturadas e outros
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nutrientes bem como na reabsor¢cdo de ésteres de colesterol, contribuindo assim
para a manutencao do perfil lipidico e prevencdo a DCV. A ingestéo deficiente desse
nutriente pode deixar as pacientes mais propensas ainda as DCV. A melhor
regulacdo do processo inflamatorio visto no grupo AZA+ASA pode ter sido
favorecido ainda pelos habitos alimentares, incluindo baixo consumo de
macronutrientes relacionados com a inflamacéo (gordura saturada) e consumo de
fibras semelhante ao grupo controle.

O escore de risco de Framingham permite avaliar o risco para
desenvolvimento de DCV em 10 e 30 anos, correlacionando diversos fatores de
risco para DCV. A analise do escore de risco de Framingham incluiu varidveis como
sexo, idade e fatores de risco tradicionais para DCV e foi determinado para um
periodo de 10 e 30 anos. Mesmo com auséncia de pacientes com diagnostico de
DM e HAS ou em tratamento para essas doengas, nosso estudo mostrou que o risco
de DCV foi maior nos grupos com RCU, quando comparados a seus pares,
sugerindo maior risco de desenvolvimento de DCV em um periodo de 10 a 30 anos
e essa condicdo pode ter sido favorecida pelo aumento dos niveis pressoricos,
mesmo dentro dos parametros de normalidade preconizados para a populagao
brasileira (pressédo arterial <140/90mmHg). Embora somente o grupo AZA+ASA
tenha apresentado aumento do IMC, ambos 0s grupos apresentaram maior risco
relativo de DCV em 10 e 30 anos considerando esse parametro, destacando a
importancia da interacdo dos fatores de risco para DCV no desenvolvimento dessas
doencas.

O uso de aminossalicilatos foi relatado em ambos os grupos com RCU neste
estudo, sendo administrado isoladamente ou combinado ao imunossupressor
azatioprina. De acordo com Rungoe et al (2013)33, os aminossalicilatos sdo capazes
de reduzir o risco de doenca arterial isquémica em decorréncia de suas
propriedades anti-inflamatérias e, quando associado a outros medicamentos como a
azatioprina, o risco de doenca arterial € menor ainda. No entanto, em nosso estudo,
embora as pacientes estejam em remissdo clinica e facam uso isolado de
aminossalicilatos ou combinado ao imunossupressor, ndo ha evidéncias de reducao
do risco de DCV nesses grupos, comparados ao controle saudavel, uma vez que
eles apresentam aumento de diversos marcadores de inflamacdo tais como
citocinas, ON e PCR, além da expansao do tecido adiposo e aumento dos escores
de risco de Framingham. Porém, semelhante ao relatado por Rungoe et al (2013)%3
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nosso estudo evidenciou que a adicdo de azatioprina ao tratamento de manutencao
da remissdao clinica em RCU, reduz o risco de DCV no grupo AZA+ASA, visto que a
azatioprina reduziu marcadores de inflamacdo e aumentou citocinas anti-
inflamatorias, sugerindo maior protecdo ao desenvolvimento de DCV neste grupo,
quanto comparado ao grupo ASA. Nossa hipotese € que a associacdo da azatioprina
ao tratamento com aminossalicilatos promoveu alteracdes no perfil inflamatorio das
pacientes com RCU provavelmente pelas drogas agirem em vias inflamatérias
diferentes, resultando em bloqueio dessas vias de inflamacdo e regulacdo da
cascata imuno-inflamatéria. No entanto, ndo é possivel conhecer se o0 uso isolado de
azatioprina na manutencdo da remissdo em RCU produziria 0 mesmo efeito
imunoregulador observado nesse estudo.

Diante dos dados obtidos neste trabalho, nds propusemos um mecanismo
que visa explicar a relacdo entre DCV e RCU e o papel do tratamento
medicamentoso nesse processo. Assim, pacientes com RCU que fizeram uso prévio
de glicocorticoides, associado ao sedentarismo e habitos dietéticos inadequados, em
conjunto, favorecem a expansédo do tecido adiposo. O aumento do tecido adiposo,
associado a inflamacé@o crénica na mucosa do colon e a presenca de células
inflamatorias circulantes contribuem para o aumento da secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias e do estresse oxidativo, resultando em mudancas na permeabilidade
vascular incluindo maior expressédo de moléculas de adesédo e disfuncao endotelial.
Esse quadro favorece ainda o desenvolvimento de complicagdes como o aumento
da presséao arterial e maior migracdo de mondcitos e outros leucécitos da circulacéo
para a intima da artéria. O aumento de citocinas inflamatoérias, PCR e ON também
contribuem para a oxidacdo da LDL, evento chave na formacéo do ateroma, a qual,
por sua vez, induz a producdo de anticorpos anti-LDL oxidada, refletindo
indiretamente no aumento da concentracédo de globulinas. Em conjunto, esse perfil
inflamatorio favorece o desenvolvimento da placa de aterosclerose resultando em
maior risco de DCV nas mulheres com RCU, mesmo em remisséo clinica. Em
contrapartida, a adicdo de azatioprina ao tratamento de manutencdo da remissao
feito com aminossalicilatos reduz linfocitos e marcadores de inflamacdo e aumenta

marcadores anti-inflamatérios, reduzindo o risco de DCV neste grupo (Figura 10).
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Figura 10: Mecanismo proposto para o aumento do risco de DCV em mulheres com RCU em
remissdo clinica tratadas com aminossalicilatos ou com azatioprina e aminossalicilatos.
Mulheres com RCU apresentam sedentarismo, habitos dietéticos inadequados e uso pregresso de
glicocorticoides, fatores que levam ao aumento do tecido adiposo. A expansao do tecido adiposo e o
processo inflamatério crénico no célon levam ao aumento da producdo de citocinas, PCR, estresse
oxidativo e oxidacdo da LDL, causando alteracbes na permeabilidade vascular como aumento da
expressdo de moléculas de adesao e disfuncdo endotelial. Em conjunto estes fatores favorecem o
desenvolvimento da aterosclerose e consequentemente maior risco para doencas cardiovasculares.
Em contrapartida, mulheres tratadas com azatioprina associada aos aminossalicilatos apresentaram
diminuigdo de linfécitos circulantes e aumento da producédo de citocinas, inclusive anti-inflamatérias,
evidenciando um mecanismo de regulacdo do processo inflamatério e reducdo do risco de
desenvolvimento de aterosclerose e doencas cardiovasculares.
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8 CONCLUSAO

Em concluséo, as mulheres com RCU em remissao clinica apresentam pior
perfil inflamatério e maior risco relativo de desenvolvimento de DCV em dez e trinta
anos comparadas ao seu respectivo grupo controle saudavel, sugerindo maior risco
de desenvolvimento de aterosclerose e DCV nesses grupos. Por sua vez, mulheres
tratadas com a azatioprina e aminossalicilatos apresentam melhor regulacdo do
processo inflamatério e aumento dos niveis de citocinas anti-inflamatérias, reduzindo
assim o risco de DCV nesse grupo comparado aquele tratado somente com

aminossalicilatos.
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Anexo A: Aprovacéo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DM MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CORP

Projeto: CAAE - 0342.0.203.000-11

O Comité de Efica em Pesquisa da UFMG -~ COEP aprovou. no
dia 06 de setembro de 2011 apds atendidas as solicitacles deo
disgéncia, o projelo de pesquisa intitulado “Estudo dos fatores de
risco para doenga cardiovascular em pacientes portadores de colite
uicerativa®™ bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O relatono final ou parcial deverd ser encaminhado ao COEP um
ano apos 0 inicio do projeto.

(,4 \_\H(

annum
Coordenadora do COEP-UFMG

I Fres dstome Cavloe, ST - Diialy Aowwwsriravs (- 2* anar - Nt D2 — U 31 770090 - B
Fobetan, (011 MOMAYD - ool sanpamarg imy br
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Anexo B: Aprovacédo do projeto de pesquisa pelo Departamento de Ensino,
Pesquisa e Extensdo do Hospital das Clinicas da UFMG
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Apéndice A: Termo de consentimento livre e esclarecido (grupo RCU)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA

Nome:
Endereco:
Cidade: CEP: Telefone : E-mail:

Prezado(a) Senhor(a):

Vocé foi selecionado para participar de uma pesquisa cujo titulo é: Estudo dos fatores de
risco para doenga cardiovascular em pacientes com retocolite ulcerativa.

O objetivo deste estudo é avaliar os fatores de risco para o desenvolvimento de doenca
cardiovascular, em individuos portadores de colite ulcerativa, comparados a individuos saudaveis.

Ao participar deste estudo, o paciente sera submetido a uma avaliacdo nutricional, para
obtencdo de dados como peso, altura, circunferéncia da cintura, composicao corporal e verificar
ainda os niveis de pressao arterial. Em um segundo momento, sera realizada uma coleta de sangue
por um médico para avaliar os niveis de triglicérides, colesterol total e suas fracdes, glicose, proteina
C reativa, fibrinogénio, contagem total e diferencial de leucécitos, dosagem de citocinas inflamatorias
e isolamento de células mononucleares. Apés as avaliacdes, iremos relacionar os dados obtidos com
0 risco para desenvolvimento de doenca cardiovascular, comparando com 0sS mesmos parametros
analisados em uma populagéo saudavel, ou seja, ndo portadora da colite ulcerativa.

Caso vocé concorde em participar desta pesquisa precisaremos realizar a avaliacdo
nutricional mencionada acima, durante uma consulta no ambulatério do Intestino do Instituto Alfa de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG. A coleta de sangue sera feita no mesmo local,
em um segundo momento, apés jejum de 10h e o volume total a ser obtido sdo 40 mL. Os
procedimentos ndo oferecem riscos adicionais para vocé, uma vez que a avaliagdo nutricional é
realizada como rotina pelo profissional de Nutricdo e a coleta de sangue é um procedimento simples,
feita com materiais estéreis e descartaveis, pelo profissional de medicina.

Todos os dados coletados séo sigilosos. Vocé podera tirar as duvidas a respeito deste estudo
ou desistir de participar em gualguer momento da pesquisa. Caso vocé queira, informaremos para
vocé ao final do estudo todos os seus resultados e, caso haja alguma alteracéo, esta sera ressaltada
e anexaremos um encaminhamento aos profissionais competentes.

VOCE NAO E OBRIGADO (A) A PARTICIPAR DESTA PESQUISA E SUA RECUSA EM
NADA IRA INFLUENCIAR EM SEU ATENDIMENTO E TRATAMENTO DA RETOCOLITE
ULCERATIVA. Mesmo que aceite participar da pesquisa, vocé esta livre para desistir de sua
participacdo a qualguer momento e todos os seus dados ja colhidos serdo imediatamente eliminados
do trabalho.

Os pesquisadores responderdo a quaisquer perguntas ou esclarecimentos que vocé tenha ou
possa ter quanto aos objetivos, procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com
pesquisa. Para mais esclarecimentos, por favor, entre em contato com a Nutricionista Lana Claudinez
dos Santos pelo telefone (031) 3409-2629 ou com Dra. Jacqueline Alvarez Leite pelo telefone (031)
3409-2652. Caso tenha duvidas sobre o aspecto ético ou 0 andamento da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em pesquisa da UFMG que a aprovou no endereco: Avenida Anténio Carlos,
n°6627, Unidade administrativa Il, 2° andar, sala 2005, Campus Pampulha, Belo Horizonte/MG,
telefone (31) 34094592.

Eu, , concordo em participar do
estudo.

Data / /

Assinatura do voluntario

Pesquisadora Lana Claudinez dos Santos Pesquisadora Jacqueline I. Alvarez Leite
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Apéndice B: Termo de consentimento livre e esclarecido (grupo controle saudavel)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA

Nome:
Endereco:
Cidade: CEP: Telefone : E-mail:

Prezado(a) Senhor(a):

Vocé foi selecionado para participar de uma pesquisa cujo titulo é: Estudo dos fatores de
risco para doenca cardiovascular em pacientes com retocolite ulcerativa.

O objetivo deste estudo é avaliar os fatores de risco para o desenvolvimento de doenga
cardiovascular, em individuos portadores de colite ulcerativa, comparados a individuos saudaveis.

Ao participar deste estudo, o paciente serd submetido a uma avaliacdo nutricional, para
obtencdo de dados como peso, altura, circunferéncia da cintura, composicao corporal e verificar
ainda os niveis de pressao arterial. Em um segundo momento, sera realizada uma coleta de sangue
por um médico para avaliar os niveis de triglicérides, colesterol total e suas fracdes, glicose, proteina
C reativa, fibrinogénio, contagem total e diferencial de leucécitos, dosagem de citocinas inflamatérias
e isolamento de células mononucleares. Apds as avalia¢fes, iremos relacionar os dados obtidos com
0 risco para desenvolvimento de doenca cardiovascular, comparando com 0s mesmos parametros
analisados em uma populacéo saudavel, ou seja, ndo portadora da colite ulcerativa.

Caso vocé concorde em participar desta pesquisa precisaremos realizar a avaliagdo
nutricional mencionada acima, durante uma consulta no ambulatério do Intestino do Instituto Alfa de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG. A coleta de sangue sera feita no mesmo local,
em um segundo momento, apés jejum de 10h e o volume total a ser obtido sdo 40 mL. Os
procedimentos ndo oferecem riscos adicionais para vocé, uma vez que a avaliagdo nutricional é
realizada como rotina pelo profissional de Nutricdo e a coleta de sangue é um procedimento simples,
feita com materiais estéreis e descartaveis, pelo profissional de medicina.

Todos os dados coletados séo sigilosos. Vocé poderd tirar as dividas a respeito deste estudo
ou desistir de participar em gqualguer momento da pesquisa. Caso vocé queira, informaremos para
vocé ao final do estudo todos os seus resultados e, caso haja alguma alteracao, esta sera ressaltada
€ anexaremos um encaminhamento aos profissionais competentes.

VOCE NAO E OBRIGADO (A) A PARTICIPAR DESTA PESQUISA. Mesmo que aceite
participar da pesquisa, vocé esta livre para desistir de sua participacdo a qualguer momento e todos
os seus dados ja colhidos serdo imediatamente eliminados do trabalho.

Os pesquisadores responderdo a quaisquer perguntas ou esclarecimentos que vocé tenha ou
possa ter quanto aos objetivos, procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com
pesquisa. Para mais esclarecimentos, por favor, entre em contato com a Nutricionista Lana Claudinez
dos Santos pelo telefone (031) 3409-2629 ou com Dra. Jacqueline Alvarez Leite pelo telefone (031)
3409-2652. Caso tenha duvidas sobre o aspecto ético ou 0 andamento da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em pesquisa da UFMG que a aprovou no endereco: Avenida Anténio Carlos,
n°6627, Unidade administrativa Il, 2° andar, sala 2005, Campus Pampulha, Belo Horizonte/MG,
telefone (31) 34094592.

Eu, , concordo em participar do
estudo.

Data / /

Assinatura do voluntério

Pesquisadora Lana Claudinez dos Santos Pesquisadora Jacqueline I. Alvarez Leite



Apéndice C: Ficha de avaliagao nutricional

FICHA DE AVALIACAO NUTRICIONAL

Data da avaliacao: /

Avaliador:

1 Dados pessoais:

Nome:

Codigo:

Sexo:( )F ( )M Datade nascimento:

Naturalidade:

/ / Idade:
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Raca:

Endereco:

Cidade:

Cep:

Telefone:

Estado civil:

E-mail;

Escolaridade: (1) nunca frequentou
(3) fundamental completo
(5) ensino médio completo

(7) superior completo

2 Dados s6cio-econdmicos

Profissao:

(2) fundamental incompleto
(4) ensino médio incompleto
(6) superior incompleto

(8) mestrado/doutorado

Jornada de trabalho:

Renda familiar: (1) de 1 a 2 salarios minimos
(3) de 5 a 6 salarios minimos

Numero de integrantes na familia:

(2) de 3 a 4 salarios minimos

(4) mais de 6 salarios minimos

Tabagismo: (1) Nao (2) Sim (3) Ex-tabagista

Em caso afirmativo,

uso:

Etilismo: (1) Nao (2) Sim ( 3) Ex-etilista

Em caso afirmativo, qtde ingerida na semana:

tipo de bebida:

cigarros/dia: Tempo

de

3 Histéria clinica do paciente

Tempo de diagnostico da RCU:
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Tempo de acompanhamento no ambulatério:

Médico responsavel:

Sintomas gastrintestinais atualmente? () Nao ( ) Sim: ( ) distensdo abdominal ( )
dor abdominal ( ) nauseas ( )voémitos ( ) sangramento anal ( ) outros
Habito intestinal:

(1)Normal (2)Constipacdo _ ouDiarréia ____ ou Alternado

Internacdes: (1) Nado (2) Sim Tempo de internagido?

Numero de internacdes? De quanto tempo para ca vem

ocorrendo essas internagdes?

Cirurgias prévias:

Gestacdo? (1) Nao (2) Sim Quantas?

4. Doencas Associadas:

Doencga 1 Auséncia | 2 Presenca
(N&o) (Sim)

Anemia

Artrite/Artrose

Diabetes Mellitus tipo 1

Diabetes Mellitus tipo 2

Doenca hepatica

Doenca renal

Doenca cardiovascular

Edema

Hipercolesterolemia

Hiperglicemia

Hipertensao

Hipertrigliceridemia

Infarto
Obesidade

Trombose
Outra (s):
Qual (is)?




4 Historia familiar (considerar pai, mae, irmaos e irmas)

Doenca

1 Auséncia
(Nao)

2 Presenca
(Sim)

Artrite/Artrose

AVC

Diabetes Mellitus tipo 1

Diabetes Mellitus tipo 2

Doenca cardiovascular

Doenca hepatica

Doenca renal

Hipercolesterolemia

Hiperglicemia

Hipertensao

Hipertrigliceridemia

Infarto

Morte subita

Obesidade

Trombose

Outra (s):
Qual (is)?

5 — Medicamentos
(1)Nao (2)Sim qual/dose?

6 Atividade Fisica
(1)N&o (2)Sim Qual?
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Frequéncia?

7 Avaliagdo antropométrica

Desde quando pratica?

PARAMETRO

DATA:

Peso habitual (kg)

Peso atual (kg)

Estatura (cm)

IMC (kg/m?)




Estado nutricional segundo IMC

Circunferéncia da cintura (cm)

BIA:

Massa gorda (kg)

% massa gorda

Massa magra (kg)

% massa magra

Pressao arterial:

3.

4.

Média das afericdes:

8 Avaliacao dietética

Ja recebeu orienta¢cbes nutricionais de profissionais da area? (1) Ndo (2) Sim

Numero de refeicbes que realiza ao dia:
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Onde realiza suas refei¢coes?

Quem prepara as refeicbes?

Consumo diariode agua: ( )<1litro ( )1-2litros ( )>2litros

Intolerancia alimentar? ( 1 ) Ndo ( 2 ) Sim quais alimentos?

9 Registro alimentar
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Apéndice D: Registro alimentar de trés dias

REGISTRO ALIMENTAR DE TRES DIAS

Nome:
Endereco:

____Telefone: Data de nascimento:_ / /

Vocé devera preencher tudo o que foi consumido durante dois dias da semana e um
dia de domingo. E necessario que vocé informe tudo aquilo que comer e beber
durante o dia todo (desde a hora em que acordar até a hora de deitar). Lembre-se
de anotar tudo, inclusive aquilo que for consumido fora de casa, mesmo balas,
lanches, café, refrigerantes etc. Escreva detalhadamente as medidas e suas
guantidades (peso, colher, copo, prato...).

Dia da semana:

Data Hora Alimento (Descricéo - Quantidade Local
MARCA, aditivos, consumida
ingredientes etc)
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