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"Eu quase que nada sei, mas desconfio de muita coisa."
“Tudo, alias, é a ponta de um mistério, inclusive os fatos.
Ou a auséncia deles. Duvida?

Quando nada acontece ha um milagre que ndo estamos

vendo.”

Guimaraes Rosa



APRESENTACAO

Trata-se de um estudo de base populacional, suplementar ao Projeto
Bambui, coordenado pela Profa. Maria Fernanda Lima e Costa, Centro de Pesquisas
René Rachou — FIOCRUZ, que produziu relevantes trabalhos em diversas areas e

propiciou o banco de dados e o material biologico utilizados.

Resultados parciais deste trabalho foram submetidos ao periddico Clinical

Chemistry (ANEXO).
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RESUMO

Introducéo: Evidéncias de estudos laboratoriais, clinicos e epidemioldgicos se acumularam nos ultimos
anos correlacionando inflamacdo de baixo grau e aterosclerose. O conhecimento da distribuicdo da
PCRus em populagdes com diferentes faixas etarias, especialmente idosos, e a sua associagdo com
fatores de risco selecionados pode contribuir para sua melhor utilizacdo clinica na predicdo do risco
cardiovascular nessas populacdes.

Objetivos: Avaliar a distribuicdo da PCRus (Proteina C Reativa ultra sensivel) e sua associacdo com
fatores de risco cardiovascular na populacdo maior ou igual 60 anos, na linha de base do estudo de
Bambui.

Material e Métodos: O inquérito na linha de base do estudo da coorte de Bambui compreendeu 1.606
individuos residentes na cidade de Bambui (Minas Gerais, Brasil), o que representa 92% do total, com
idade acima de 60 anos. Determinou-se a PCRus pelo método imunonefelométrico em amostra de soro
de 1470 idosos, colhidas apés 12 horas de jejum e armazenadas a 70°C negativos. Os valores foram
associados com as variaveis de risco cardiovascular selecionadas: massa corporal, pressdo arterial,
tabagismo, sedentarismo, colesterol total, HDL e triglicérides. Para descartar processos inflamatérios
evidentes, utilizou-se o critério de exclusdo de valores acima de 10mg /L. A comparacao dos dados entre
os sexos foi realizada utilizando Teste t de Student para comparacdo de médias, e teste do Qui-quadrado
para comparac¢do de proporcfes. A associacao entre o valor da PCRus e as variaveis independentes foi
avaliada por regresséo linear multipla ajustada por idade.

Resultados: A distribuicdo dos valores de PCRus na populacdo apresentou distribuicdo log-normal.
Considerando a média e desvio padrdo, os valores obtidos foram 3,03 mg/L (x2,50) para ambos os
sexos, sendo maiores em mulheres (3,62 £2,58 mg/L) do que em homens (3,39 £2,56 mg/L) (p<0,001).
Em homens, somente as varidveis colesterol total, glicose e diabetes melitus ndo tiveram associagao
positiva com os valores de PCR. No grupo de mulheres idosas observou-se associacdo dos niveis de
PCRus com idade, colesterol HDL maior do que 50mg/dL,colesterol LDL, pressdo arterial diastélica e
triglicérides.O IMC possui associa¢éo positiva com a PCRus (p<0,001) em ambos 0s sexos. A pontuagao
do escore de risco de Framingham, segundo os critérios classicos, associa-se positivamente com as
faixas de PCRus. Observou-se diferenca significativa entre as categorias do escore.

Concluséo: Diferencas na distribuicdo das concentracdes de PCRus de acordo com sexo indicam que os
pontos de corte atualmente definidos para avaliacdo de risco devem ser utilizados com cautela devido ao
potencial de classificagdo inadequada do risco. Idosos com risco de Framinham baixo e intermediério,
diabéticos, homens com valores normais de lipideos e mulheres hipertensas, podem se beneficiar com a
adicdo da PCRus na predi¢do de evento coronariano. A inclusdo da PCRus na linha de base do Projeto
Bambui permitird futuras analises que poderdo confirmar ou ndo os resultados obtidos no presente

estudo através do avaliacdo longitudinal dessa coorte.

Palavras chave: proteina C reativa; idoso; risco cardiovascular; epidemiologia; laboratério, Brasil.



ABSTRACT

Background: Evidence from laboratory, clinical and epidemiological studies has been accumulated in
recent years correlating low-grade inflammation and atherosclerosis. The distribution of hs-CRP (ultra-
sensitive C-reactive protein) in populations with different age groups, particularly the elderly and their

correlation with selected risk factors may help to improve its clinical utility in predicting cardiovascular risk.

Objectives: To evaluate the distribution of hs-CRP and its association with cardiovascular risk factors in

the population from study Bambui, older than 59 years , at the baseline point.

Methods: The baseline survey in the study cohort comprised 1606 individuals residing in Bambui (Minas
Gerais, Brazil), representing 92% of the total, over the age of 60 years. hs-CRP was determined by the
immunonephelometry method in serum sample of 1470 elderly, after 12 hours of fasting and stored at 70 °
Celsius. The values were associated with selected cardiovascular risk variables: body mass, blood
pressure, smoking, physical inactivity, total cholesterol, HDL and triglycerides. To rule out evident
inflammatory processes, we excluded values above 10mg / L. The comparison of data between genders
was performed using Student's t test to compare means and chi-square to compare proportions. The
association between hs-CRP value and the independent variables was assessed by multiple linear

regression adjusted for age.

Results: The distribution of hs-CRP values in the population was log-normal. The mean and standard
deviation values were 3.03 mg/L (£2.50) for both genders. Women were found to have higher CRP mean
levels (3.62 +2.58 mg/L) than men (3.39 +2.56 mg/L) (p<0,001).. In men, only the variables total
cholesterol, glucose and diabetes mellitus had a positive association with hs-CRP values. In the group of
elderly women CRP levels associated with age, HDL cholesterol greater than 50mg/dL, LDL cholesterol,
diastolic blood pressure and triglycerides. The body mass index had positive association with hs-CRP (p
<0.001) for both sexes. The score of the Framingham risk score, according to traditional criteria was

associated positively with the ranges of hs-CRP. The categories of the score were significantly different.

Conclusion: These results indicate that significant gender differences exist in the population distribution
of hs-CRP. Further research is needed to evaluate if new set of cut points based in ethnic or gender
should be established to assess the risk of future coronary events. Elderly at risk of low and intermediate
Framinham, diabetics, men with normal lipids and hypertensive women can benefit from the addition of
hsCRP in predicting coronary events. The inclusion of hsCRP at Bambui Cohort Study baseline will

enable future analysis that may confirm these results through the longitudinal observation of this cohort.

Keywords: C-reactive protein; elderly; cardiovascular risk; epidemiology; laboratory; Brazil.
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1 INTRODUCAO

A resposta inflamatéria € um mecanismo chave para a patogénese da
aterosclerose e suas sindromes correlatas. O reconhecimento desta evidéncia tem
fornecido ao longo das Ultimas décadas um novo paradigma com implicacdes

importantes para pesquisa.

A Proteina C reativa (PCR) é o marcador inflamatério mais estudado. O
nome PCR é derivado de sua capacidade de precipitar o polissacarideo-C do
Streptococcus pneumoniae e foi a primeira proteina de fase aguda descrita. A utilizacao
do termo PCRus (Proteina C reativa ultra-sensivel) refere-se aos métodos modernos de
dosagem que permitem a deteccao de concentracdes muito baixas.

Evidéncias de estudos laboratoriais, clinicos e epidemiolégicos se
acumularam nos dltimos anos correlacionando inflamacdo de baixo grau e
aterosclerose (DANESH et al.,, 2000). Estudos clinicos importantes descreveram
concentracbes aumentadas de PCR em pacientes com doenca coronariana ativa,
incluindo angina instavel e doenca aterotrombdética cronica (DE BEER et al, 1982;
BERK , WEINTRAUB , ALEXANDER,1990; LIUZZO et al 1994, HAVERKATE et al,
1997).

Apesar da extensa base de evidéncias disponivel, ainda permanecem

aspectos a serem esclarecidos.

1.1 Revisao Histoérica

e TILLETT e FRANCIS (1930), na Universidade de Rockefeller, descreveram a
PCR, a fracdo “C,” que podia ser isolada de pacientes com pneumonia
pneumocécica. (ABERNATHY et AVERY, 1941; RIDKER, 2009).

e AVERY e MCCARTY (1940), pesquisadores que desenvolveram 0 conceito que

0Ss genes sao feitos de acido desoxirribonucléico
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(DNA — deoxyribonucleic acid), também descreveram a PCR como um reagente de
fase aguda que aumentava no soro de pacientes com estimulos inflamatorios.
LOFSTROM (1943) do Laboratério Estadual de Microbiologia, em Estocolmo,
observou o aumento de PCR apoés o infarto agudo do miocardio em dois casos,
indicando que este biomarcador poderia estar associado com aterotrombose.
KROOP e colaboradores, na década de 1950, apresentam série de casos que
indicavam que a PCR aumentava apOs isquemia coronariana e necrose do
miocardio. Dado importante em uma época que néao incluia dosagem de enzimas e
troponina no diagndstico (KOENIG et al, 1999).

No final da década de 70 e em meados de 1980, a PCR foi caracterizada como
uma proteina hepética, ndo glicosilada, composta por cinco subunidades idénticas

com arranjo pentameérico, ou seja, uma pentraxina, que tinha sitios de ligacédo

dependentes de célcio (FIG. 1) para particulas de colesterol de baixa densidade
(LDL) (VOLANAKIS et KAPLAN, 1971, PEPYS et al,1978; VOLANAKIS et
WIRTZ,1979; BALTZ et al,1982; FEINSTEIN et PEPYS, 1982; PEPYS et al, 2005;
KUSHNER, RZEWNICKI, SAMOLS, 2006; PENCINA, 2008).

FIGURA 1 - Estrutura (molecular e morfologia da PCR (a) Micrografia eletrénica mostrando o disco tipico
pentamérica (setas). (b) Diagrama da estrutura cristalina, mostrando a al¢a de lectina e os dois atomos de
célcio (esferas) no sitio de ligacao (c) Modelo com preenchimento espacial da molécula de PCR, mostrando
uma molécula de fosfocolina Unica localizada no sitio de ligagao.

Fonte: PEPYS et HIRSCHFIELD, 2003. p. 1807.

Posteriormente, foi demonstrado que a maioria da PCR é produzida pelos

hepatocitos sob o controle de citocinas inflamatorias, incluindo a interleucina-6(IL-
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6) e o fator de necrose tumoral. A meia vida plasmatica é de aproximadamente 19
horas sob condicbes basais e de estresse e a concentracdo plasmatica e
determinada pela taxa de sintese (VIGUSHIN et al, , 1993; HUTCHINSON, 1994).

Atualmente, vérios aspectos relacionados a biologia da PCR, incluindo os
genéticos, tém sido elucidados (ITO et IKEDA, 2002; SZALAI et al, 2002; KLUFT et DE
MAAT, 2003). Dados do Family Heart Study demonstraram que 35-40% da concentracao
basal da PCR relaciona-se com a hereditariedade e n&do existem deficiéncias descritas
(LEDUE et RIFAI, 2003; PAI et al, 2004). O gene responsavel pela sintese situa-se no
cromossoma 1 (1g21-1g23), e varios polimorfismos tem sido associados com variacdes
na concentracao (FIG. 02) ( SZALAI et al, 2002).

Chr 1
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FIGURA 2 — Localizag&o do gene da PCR no cromossoma 1(1g21-1g23)
Fonte: Weizman Institut  of  Science. Disponivel em http://www.genecards.org/cgibin/
carddisp.pl?gene=CRPet search=crp

1.2 Inflamacéo e aterosclerose - Aspectos da Biologia

Aterosclerose € um processo dinAmico e progressivo. Ha evidéncias que a
PCR apresenta papel direto e esteja presente nas lesdes, mas ndo nos vasos normais
(TORZEWSKI et al, 2000).

Em varios estudos, devido ao processo inflamatorio associado, a PCR tem
sido considerada fator de risco preditivo de eventos coronarianos do tipo génese,
progressao e ruptura da placa (PANKOW et al, 2001).

Os fatores classicos promotores da inflamacéo e aterosclerose sao o fumo,
hipertenséao, lipoproteinas e hiperglicemia. Todos estes estimulos promovem a expressao

de moléculas de adeséo soluveis que facilitam a fixacdo de mondcitos ao endotélio e


http://www.genecards.org/
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fatores que permitem aos mondcitos migrar para a camada subendotelial. A
transformacao dos mondcitos em macrofagos e a ligacao do colesterol das lipoproteinas
dao inicio as estrias gordurosas.

Segundo as revisdes de VERMA et al (2004) e HINGORANI et al (2009), os

efeitos diretos da PCR nas etapas de desestabilizacdo do endotélio incluem:

¢ Diminuicdo da taxa de oxido nitrico (NO) basal e estimulado, causando um efeito
de supressdo do relaxamento endotelial (MILLER et al, 2005). Em 2008,
NAGAOKA e cols. demonstraram este efeito em arteriola da retina e o0 mecanismo

subjacente, confirmando o papel da PCR na disfuncdo do endotélio.

e Estimulo da endotelina-1 e interleucina 6 liberadas pelo endotélio e diminui¢cdo da
producdo de prostaciclina, potente vasodilatador, deslocando o equilibrio para
disfuncao endotelial(VAN DER MEER et al , 2003).

e Bloqueia a sobrevida e diferenciacédo de células progenitoras, estimula a apoptose
e inibe a angiogenese derivada do endotélio. Estes efeitos se devem a acéo direta
da baixa do NO sobre a medula éssea (VERMA et al, 2002).

e Estimula a endotelina-1 e interleucina 6 liberados pelo endotélio (VIGUSHIN et al,
1993) e diminui a producao de prostaciclina, potente vasodilatador, deslocando o
equilibrio para disfuncéo endotelial (VERMA et al , 2002)

e Induz a expressao de interleucina 8 e promove adesdo e transmigracdo de

monaocitos na parede arterial .

e Promove a resposta inflamatéria do fator de necrose tumoral a e interleucina 1, e

conduz a oxidag&o lipidica.

e Estimula receptores vasculares tipo 1 da angiotensina em células musculares
lisas, promovendo a migracdo de musculo liso vascular, proliferacdo e formacgéo
da intima (WANG et al, 2003) Desestabiliza a capa fibrosa da placa de ateroma,
estimulando liberagdo de matriz metaloproteinase 1, que degrada o colageno
(WILKINS et al, 1998)
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e Reforca a adesdo e ativacdo de plaquetas pelo estimulo a liberacdo do fator
tecidual de mondcitos e diminuicdo na liberacdo de NO e prostaciclina
(VENUGOPAL et al, 2003).

e Promove a sintese de inibidor da ativacdo do plasminogénio tipo 1 e interfere na

fibrindlise.

e Estimula a proliferacdo e a apoptose de células musculares lisas dos vasos, in
vitro. O acumulo das células leva a progressao das lesGes e a apoptose causa a
vulnerabilidade da placa. O papel priméario da PCR nas células necessita ainda ser
mais bem esclarecido. (WILKINS et al, 1998; BLASCHKE et al, 2004).

Estimulos inflamatoérios persistentes levam a uma continua migracdo de
macrofagos, mastocitos e células T ativadas para o interior da lesdo aterosclerética. O
LDL oxidado é considerado um fator que contribui para a perda de células musculares
lisas, através da apoptose, na superficie da placa, além das metaloproteinases e outras
enzimas do tecido conjuntivo liberadas por macréfagos ativados que podem quebrar o
colageno, predispondo a ruptura da placa e subsequente trombose por exposicdo do seu

nucleo.
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Fonte: Modificado de VERMA et al, 2004, p. 29.
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1.3 Determinacéo da PCR

As consideracdes pré-analiticas relevantes foram citadas na diretriz de 2009
da National Academy of Clinical Biochemistry (NACB) e inclui o jejum n&o obrigatorio,
porém o paciente deve estar em estado metabolicamente estavel, sem infec¢éo ou
doenca aguda. No entanto, ensaios que sdo afetados pela turvacdo da amostra sao
dependentes do jejum para resultados adequados. Nao é necessario observar a hora da
coleta, pois a PCR néo apresenta um ritmo circadiano. A PCRus é estavel por 60 dias a
4°C em amostras armazenadas a 70°C negativos por mais de 20 anos (RIFAI et
RIDKER, 2003).

Em adultos jovens saudaveis, doadores voluntarios de sangue, a
concentracdo média de PCR é de 0,8 mg/L, o percentil 90 € de 3,0 mg/L, e o percentil 99
€ de 10 mg/L (SMITH et al, 2005). Ap6s um estimulo de fase aguda, os valores podem
aumentar até 10.000 vezes (ROBERTS et al, 2001). Tanto em homens como em
mulheres, a determina¢do da PCR apresenta distribuicdo ndo gaussiana, desviada para a
direita (LEDUE et al, 1998).

E importante considerar a grande variag&o biolégica da PCR, que pode oscilar
no individuo de 42 a 63% e entre individuos de 76 a 92% (CHENILLOT et. al, 2000).
Portanto, multiplas determinacdes sdo necessarias para definir o basal do individuo. Se o
nivel for > 3 mg/L, repetir a medicdo, pelo menos duas semanas depois, em estado
clinico e metabdlico estavel, livre de infeccdo aguda ou doenca. O menor dos dois
resultados deve ser considerado o valor do paciente. Se a PCRus for maior quel0 mg/L
isso pode estar relacionado ao risco cardiovascular. Porém, outras condi¢cdes, como
obesidade, inflamacg&o ou cancer, podem ser consideradas (Classe de recomendagéo da
American Heart Association/American College of Cardiology - AHA/ACC: lla, Nivel de

evidéncia®: A). Além destas, outros fatores do estilo de vida que comprovadamente

' AHA/ACC - Classificacdo da recomendac&o: | - Condicbes para as quais ha evidéncias e /ou concordancia geral de que um
determinado procedimento ou tratamento é (til e eficaz. 1I- Condigdes para as quais ha evidéncias conflitantes e/ou divergéncia de
opinido sobre a utilidade / eficacia de um procedimento ou tratamento (Ila peso da evidéncia/opinido é a favor da utilidade/eficacia. Ilb-
Utilidade/eficacia € menos bem estabelecida por evidéncia /opinido). 1ll- Condigdes para as quais ha evidéncias e /ou concordancia
geral de que o tratamento / procedimento néo é util / eficaz e, em alguns casos pode ser prejudicial.

AHA/ACC - Nivel de evidéncia (A, B ou C): A- Dados provenientes de varios ensaios clinicos randomizados que envolveram um
grande namero de pacientes; B - Dados derivados de um ndmero limitado de estudos randomizados que envolveram pequeno
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interferem s&o o exercicio fisico, obesidade, fumo, consumo de alcool, terapia hormonal e
uso de estatinas (CLARK et FRASER, 1993; MACY et al, 1997).

A maioria dos estudos originais que avaliou a utilidade clinica da PCR utilizou
métodos in house®. Apés a introducdo dos métodos comerciais de determinacdo ultra—
sensivel, capazes de detectar valores inferiores a 1mg/L, ou seja, inflamacgéo subclinica,
ocorreu importante avango para permitir a utilizacdo da PCR como um fator preditor de
eventos em individuos aparentemente sadios (RIFAI et al,1999; LEDUE et RIFAI, 2003).

Os métodos correntes sdo do tipo imunoenzimatico, imunoturbidimétrico ou
imunonefelométrico, possuem um material padronizado da Organizacdo Mundial de
Saude para calibracdo, podem ser feitos em larga escala e apresentam sensibilidade e
reprodutibilidade adequados para uso na clinica. Entretanto, ndo existe um método de
referéncia para a PCRus e um programa de comutatividade de resultados de diferentes

meétodos esta em elaboracédo pelo Centers for Disease Control (CDC) (NACB, 2009)

1.4Papel dos marcadores de risco

Em 2003, a AHA e o CDC publicaram as caracteristicas desejaveis para um
marcador inflamatério de risco cardiovascular. Essas incluem: (1) a capacidade de
padronizar o ensaio e controlar a variabilidade da medida; (2) independéncia de fatores
de risco estabelecidos; (3) associacdo com doenca cardiovascular clinica em estudos
prospectivos; (4) a presenca da populacdo normal para orientar a interpretacdo dos
resultados; (5) a capacidade de melhorar a predicdo global, além dos fatores de risco
tradicionais; (6) generalizacdo de resultados para varios grupos da populacéo, e (7) um
custo aceitavel dos ensaios (PEARSON et al, 2003).

Em suas diretrizes publicadas em 2009, a NACB concluiu que, dentre os

biomarcadores avaliados, apenas a PCRus preencheu todos os critérios para aceitagédo

numero de pacientes ou de andlises cuidadosas de estudos ndo randomizados ou registros de observacéo; C - A base primaria para
a recomendac&o é o consenso entre 0s especialistas.

3. . . . s o
Método in house: método desenvolvido para uso proprio, ndo comercializado.
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como um biomarcador de avaliacdo de risco e prevencdo primaria (Classe I; Nivel de
evidéncia A).

As faixas de risco da PCRus definidas como baixa (<1,0), intermediaria (1,0 a
3,0) e alta (>3,0) foram obtidas em diversos estudos e correspondem a um ter¢co dos
valores da PCRus na populacdo adulta (PEARSON et al, 2003). DANESH e
colaboradores (2004) estudaram a relagcdo da proteina C reativa como preditor de
eventos em mais de sete mil pacientes acompanhados por doze anos em média. Por
meio dessa metanalise de 22 estudos prospectivos, 0s autores mostraram que 0s tercis
mais elevados da proteina aumentaram em praticamente 60% o risco de eventos quando
comparados aos tercis mais baixos da proteina C reativa. Segundo o AHA/ACC, a classe
desses niveis de corte é IIA, com nivel de evidéncia A. A adocéo de categorias de risco
relativo em faixas definidas na literatura somente € possivel com utilizacdo de métodos
padronizados (RIFAI et RIDKER, 2001).

E importante ressaltar que a diretriz citada recomenda precaucdo ao aplicar
as faixas de classificacdo da PCRus para avaliar o risco em determinadas populacées,
tais como nado-brancos e os idosos. Estas séo situacdes onde a sua utilidade clinica é
menos estabelecida, uma vez que os achados na literatura séo conflitantes e considera-

se o0 consenso de especialistas (Classe lla, Nivel de evidéncia C).

1.5Estudos epidemioldgicos

Estudos epidemiolégicos que estimam a incidéncia de doengas e fatores de
risco, como os estudos de Framingham, EuroSCORE e QRISK contribuem para a anélise
de aspectos gerais e proprios da populacdo e propiciam o desenvolvimento de
ferramentas de avaliacdo de risco. (ASSMANN et al, 2002; CONROY et al, 2003;
WILSON et al, 2005; HIPPISLEY-COX et al, 2007).Todos estes modelos utilizam como
marcadores a pressao arterial, tabagismo e dosagem de lipideos para avaliar o risco e

promover estratégias de prevencao.
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O estudo de Framingham, conhecido como Framingham Heart Study, € um
dos mais importantes estudos prospectivos na histéria da medicina norte-americana e
proporcionou informacdes valiosas sobre as causas de morte e doencas cardiovasculares
na populagdo em geral (WILSON et al, 1998). Esse estudo introduziu ferramenta de
avaliacdo que utiliza um sistema de pontos para estimar o risco de um evento
coronariano ou morrer por doenga coronariana nos proximos 10 anos empregando
apenas os critérios: idade, sexo, colesterol total, HDL - colesterol, tabagismo, pressao
arterial sistolica e diabetes. Os escores de risco considerados sdo: baixo, entre 5-10%;
moderado, entre 10 e 20%, e alto risco acima de 20%. O estudo de Framingham n&o
considera a raca ou etnia, embora tenha sido validado em diversas populacdes. Os
escores de risco apresentam um desempenho aceitdvel em homens e mulheres negros
(D’AGOSTINO et al, 2001), mas superestimam o0 risco de eventos coronarianos em
homens japonéses-americanos e hispanicos, americanos nativos e chineses de ambos
0s sexos (LIU et al, 2004).

A constatacdo que muitos individuos no risco intermediario do escore de
Framingham apresentam eventos cardiovasculares, tem motivado a busca pela
associacdo com novos marcadores especialmente a PCRus. Na literatura podem ser
encontrados mais de 30 estudos epidemiolégicos prospectivos que demonstram
consisténcia entre a concentracdo da PCRus em individuos sadios de meia idade e o
risco de desenvolver evento cardiovascular, considerando-se os valores obtidos em
estado de auséncia de doencga infecciosa ou inflamatéria (HINGORANI et al, 2009).
Recentemente, a diretriz do NACB (2009) faz recomendacgOes sobre a utilizacdo da
PCRus associada a avaliagdes globais de risco.

No Brasil, um estudo prospectivo e de base populacional realizado no periodo
entre 1999 e 2009 na cidade de Bambui — MG (Projeto Bambui) forneceu base
importante para identificagdo dos fatores preditores de eventos adversos a saude em
idosos, além de garantir o armazenamento de material biologico fracionado a 70°C
negativos para futuras investigagdes. Esta metodologia de congelamento em baixas
temperaturas permitiu o desenvolvimento do presente estudo com a insercdo da
dosagem da PCRus na linha de base do estudo da populacdo de idosos (RIFAI et
RIDKER, 2003; NACB, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Estudo de base populacional que visa associar a dosagem de PCRus a fatores de risco

cardiovascular em idosos, na linha de base do Projeto Bambui.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Introduzir novo elemento, a quantificagcdo da PCRus, como fator preditivo adverso

a saude, na linha de base da populacédo avaliada no Projeto Bambui.

2.2.2 Determinar a distribuicdo da PCRus na populacdo de idosos na linha de base do

estudo.

2.2.3 Associar a PCRus a outros fatores de risco cardiovasculares: glicose, colesterol
total, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicérides, pressado arterial, tabagismo,

sedentarismo, indice de massa corporal e circunferéncia da cintura.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

O Municipio de Bambui (FIG. 04) possuia 20.573 habitantes em 1991, 15.032
(73%) dos quais vivendo na sua sede (cidade de Bambui) e foi uma importante area
endémica para doenca de Chagas. A transmissao da infec¢do pelo Trypanosoma cruzi
foi interrompida ha cerca de vinte anos, mas ainda prevalece na populagéo idosa devido
a efeito de coorte (LIMA-COSTA et al, 2001).

Figura 4 - Localizac&o geogréfica de Bambui no estado de Minas Gerais, Brasil.
Fonte: LIMA-COSTA et al, 2000, p.126.
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O delineamento do Projeto Bambui foi prospectivo, com atividades de inquérito
(entrevistas e exames fisicos) e coleta de amostras na linha de base entre janeiro e
agosto de 1997 e atividades de acompanhamento por 10 anos (FIG 05). (BARRETO et al,
2001; LIMA-COSTA et al , 2000).

Inquérito de Saude da Populagéo Estudo da coorte de idosos
1997
1996-1997 Inquérito na linha de base
Amostra da Populagéo 2 5 anos h=1742
Entrevistados=90,1% Entrevistados = 92,2%
Examinados = 82,5% Examinados =859%

1988
1° Acompanhamento
n=1606

Perdas =1,6%

I
1989
2° Acompanhamento

|
2000
3" Acompanhamento

2001
4° Acompanhamento

2002
5° Acompanhamento

2003
§° Acompanhamento

Figura 5 - Delineamento do Estudo de Bambui (Projeto Bambui).

Fonte: modificado de: LIMA-COSTA et al, 2000, p.126.
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3.2 Amostragem

Entre novembro e dezembro de 1996, foi realizado um censo completo pela
equipe do estudo para a identificacdo dos participantes da coorte. Todos os residentes
com sessenta ou mais anos de idade, 86% de todos os moradores, foram selecionados
para o estudo (1.742 habitantes). A idade média foi de 68 anos. Destes, 1.606 (92,2%)
foram entrevistados e 1.494 (85,8%) foram submetidos a exames fisicos e laboratoriais
(LIMA-COSTA et al, 2000).

3.3 O questionario na linha de base, medidas antropométricas e da presséo

arterial.

As entrevistas duravam cerca de noventa minutos e foram realizadas nos
lares dos participantes. O levantamento incluiu varios parametros, incluindo dados do
estilo de vida, como a atividade fisica e tabagismo.

As respostas do questionario eram codificadas de modo padronizado, duplo
cego e sem questionamentos subjetivos, por pessoal exaustivamente treinado para o
trabalho de campo e escolaridade minima de 11 anos.

As medidas antropométricas e da pressao arterial foram realizadas no Posto
Avancado de Estudos Emmanuel Dias, da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), em
Bambui, por técnicos qualificados. Para a medida do peso e altura os participantes
usaram roupas leves, balanca e antropémetro padronizados. O peso e a altura foram
utilizados para a determinacéo do indice de massa corporal (peso/altura).

As medidas de pressdo também foram realizadas em um recinto isolado,
silencioso e com temperatura ambiente controlada. A padronizacdo incluia a primeira
medida, ap0s pelo menos trinta minutos, sem ingestao de café e/ou uso de cigarro. O

resultado da pressdo arterial foi considerado como a média da segunda e terceira
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medidas. Os seguintes instrumentos foram utilizados: esfigmomanometros Tycos 5097 30
(Estados Unidos) e estetoscopios Littman Cardiology Il (Estados Unidos).

O detalhamento desta etapa e todas as atividades da equipe de trabalho
encontram-se publicados por LIMA-COSTA et al, 2000.

3.4 Coleta das amostras, controle de variaveis pré-analiticas e testes laboratoriais.

As amostras de sangue foram coletadas apos 12 horas de jejum por equipe
treinada. O sangue foi coletado no centro de salude do Posto Avancado Emmanuel Dias
do Centro de Pesquisa René Rachou, em Bambui e, em casos de excecdo, no domicilio
do participante. As amostras foram fracionadas e enviadas refrigeradas para o laboratorio
em Belo Horizonte. Aliquotas de soro, plasma e sangue total identificadas
individualmente foram estocadas usando o software de controle de armazenagem em
freezer a 70°C negativos.

Foram utilizados os dados ja mensurados na linha de base desta populacéo,
quais sejam as andlises bioquimicas. Essas foram realizadas nas amostras de soro
utilizando um analisador automatico (Eclipse Vitalab, Merck, Holanda), e compreendem:
glicose, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol VLDL e triglicérides
(LIMA-COSTA et al, 2000).

3.5 A dosagem da PCRus

Para o presente estudo foram testadas amostras de soro de 1470 adultos com
60 anos ou mais, 0 que equivale a 85,4% dos participantes do estudo BHAS. As
amostras foram ensaiadas no equipamento Behring BN Il, Dade Behring Inc. USA pelo

meétodo nefelométrico, que mede a aglutinacdo das particulas recobertas por anticorpos
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através da intensidade da luz refletida e determina a concentracdo de PCRus presente
na amostra (ERLANDSEN et RANDERS, 2000).

Este ensaio utiliza um anticorpo anti-PCR monoclonal e um calibrador
rastreavel ao material de referéncia OMS. O desempenho analitico do método foi
validado e comparado com outros oito métodos (LEDUE, et al.1998; RIFAI et al, 1999;

ROBERTS et al, 2001). O coeficiente de variacdo apresentado, para diferentes faixas de

PCR, foi inferior a 7,6%.- O limite de detec¢édo é de 0,02 mg/L e a faixa do ensaio € de
0,17 a 11,0 mg/L na diluig&o inicial.

As dosagens do presente estudo foram executadas em laboratorio certificado
pela Norma ISO 9001:2000 e acreditado pelo Programa de Acreditacdo de Laboratérios
Clinicos (PALC) da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica, que segue normas de

controle interno da qualidade e exames de proficiéncia para todos os analitos.

3.6 Anéalise estatistica

Para descricdo foram calculados os valores de média, desvio padrédo e
proporc¢des, ajustados por idade. Os quartis dos valores da PCR foram também descritos
segundo o sexo. A comparacdo dos dados entre os sexos foi realizada utilizando Teste t
de Student, para comparacao de médias, e teste do Qui-quadrado para comparacao de
proporc¢oes.

A associacdo entre o valor da PCRus e as variaveis independentes foi
realizada por regressao linear multipla, ajustada por idade, sendo estimados os valores
de beta, erro padrédo e valor p. Para todas as analises os valores de PCR foram
transformados (log) para atender a premissa de normalidade, sendo considerados
apenas os individuos com valores menores ou iguais a 10,0 mg/L. O valor de B mostra a
tendéncia da associacdo (negativa ou positiva) das varidveis com a PCRus (valores de
p<0.005).

Foi utilizado o programa de estatistica Stata (STATA, 1997).
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4. RESULTADOS

4.1 Distribuicéo dos valores de PCRus na populacéo de idosos (Projeto Bambui).

A distribuicdo dos valores de PCRus, considerando valores inferiores a 11mg/L,
estd apresentada na FIG. 06. Observamos na FIG. 07 a distribuicdo normal apos

transformacao logaritmica.

30

20

10

T
4 6 10
Proteina C reativa (mg/L)

FIGURA 6 — Distribuicdo da PCRus na populagéao
para valores menores do que 11mg/L.

Densidade

) i} . 4 g
PCR lagaritmo

FIGURA 7 - Distribuicdo normal da PCRus ap6s
transformacao logaritmica (linha)
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As TAB. 1 e 2 apresentam dados da distribuicdo da PCRus na populagéao para
todos os valores mensurados e ap0Os exclusdo de valores maiores do que 10mg/L,
respectivamente. Em ambas as distribui¢cdes (total e PCR<11,0mg/L), menos de 25% dos

individuos apresentaram valores abaixo de 1,0 mg/L.

TABELA 1
Distribuicdo da PCRus (mg/L) na populacao total de idosos, acima de 60 anos,

por sexo (Projeto Bambui).

Quartis Homens Mulheres Total
(N=575) (N= 895) (N=1470)
1° Quartil 0,17-1,14 0,16 — 1,64 0,16- 1,42
2° Quartil 1,14 -2,86 1,64 — 3,49 1,42 - 3,25
3° Quartil 2,86— 6,16 3,49 -6,91 3,25-6,7
4° Quartil 6,16 — 104,0 6,91 - 201,0 6,7 —201,0
Média (DP) 5,76 (9,94) 6,12 (11,16) 5,98 (10,70)

DP: Desvio Padrao, N: numero de individuos.

Quando se excluiram os valores maiores ou iguais a 10mg/L (TAB. 2)
observou-se que cerca de 50% dos individuos apresentaram valores de PCR até
aproximadamente 3,0 mg/L,sendo o valor médio 3,39 mg/L (DP=2,57).

Considerando os valores de PCRus menores do que 11mg/L, encontramos
resultados de média (DP) em mulheres (3,62 + 2,58) significativamente maiores do que
em homens (3,03 + 2,50), p<0,001.
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TABELA 2
Distribuicdo da PCRus (< 11mg/L) na populagéo total de idosos acima de 60 anos,

por sexo (Projeto Bambui).

Quartis Homens Mulheres Total
(N=501) (N= 785) (N=1286)
1° Quartil 0,17-1,01 0,16 — 1,48 0,16 — 1,26
2° Quartil 1,01 -2,22 1,48 - 2,98 1,26 - 2,73
3° Quartil 2,22 -4,33 2,98 -5,35 2,73-5,04
4° Quartil 4,33 -10,0 5,35-10,0 5,04 -10,0
Média (DP) 3,03 (2,50) 3,62 (2,58) 3,39 (2,56)

DP: Desvio Padrao, N: numero de individuos.

4.2 Distribuicdo de outros fatores de risco na populacdo de idosos (Projeto

Bambui).

A populacdo com valores de PCRus menores que 11mg/L, representada por
1.283 participantes, foi estratificada por sexo, sendo 500 homens e 783 mulheres. Os
fatores de risco de evento coronariano na amostra populacional do presente estudo
podem ser observados na TAB. 3.

Outros parametros bioquimicos como o colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL e triglicérides também foram analisados.

O IMC e a medida da circunferéncia da cintura foram maiores em mulheres do

que em homens (p<0,001).
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TABELA 3
Fatores de risco selecionados para evento coronariano em homens e

mulheres, acima de 60 anos, participantes do estudo (Projeto Bambui).

Variaveis Homens Mulheres Total Valor
(n=500) (n=783) (n=1283) p*

Colesterol total (mg/dL), Média 2218 (46,1) 2428 (48,7) 234,6(48,8) <0,001

(DP)

Colesterol HDL (mg/dL), Média 47,6 (158) 509 (14.8) 49,6(153)  <0,001

(DP)

Colesterol LDL (mg/dL), Média 147,9 (1,9) 160,4(1,7) 1554 (1,3) <0,001

(DP)

Triglicérides (mg/dL), Média Op) ~ 1349 (41) 1641(4,0) 152,7(29)  <0,001
Pressao arterial sistélica (mmHg), 137,9(22,2) 1375(22.2) 137,7(22,0) 0,717
Média (DP)

Presséo arterial diastolica 853(13,2) 826(120) 837(126) <0001

(mmHg), Média (DP)

Glicose sanguinea (mg/dL), Média 107:0 (44.9) 107,9 (40,5) 107,6(42,3) 0,685

(DP)

indice de massa corporal (Kg/m?), 24,0 (0.2) 256(0.2) 250(0.1) <0,001

Média (DP)

Circunferéncia da cintura (cm), 90.0(0.5) 915(0.4)  90,9(0.3) 0,026

Média (DP)

Tabagismo atual, % 31,4 10,3 18,7 <0,001

Atividade fisica < 3 vezes por 83,2 89,9 87,2 <0.001

semana, %.

DP: desvio padrao.*Teste t de Student para comparacdo de médias e Teste do qui-quadrado para

comparacao de proporcdes entre 0s SEX0s.
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O percentual de mulheres idosas que relataram a realizacdo de atividade fisica
acima de trés vezes por semana, consideradas como ndo sedentarias, foi
significativamente maior do que o de individuos idosos masculinos (p<0,001).

A frequiéncia do tabagismo na populacdo foi menor nas mulheres do que nos
homens (p<0,001).

4.3 PCRus e fatores de risco cardiovascular - Resultados categorizados por sexo

As TAB. 4 e 5 apresentam os dados mensurados por faixa de PCRus e os
valores de B e erro padrao ajustado por idade, obtido por regresséao linear multipla em
homens e mulheres, respectivamente.

O aumento (ou reducédo) em uma unidade da medida de uma variavel associa-
se a aumento da PCRus (logaritmo da concentracdo), que corresponde ao valor de 3

considerando que as outras variaveis sejam mantidas constantes.

4.3.1 PCRus e fatores de risco cardiovascular em homens idosos

Os valores dos diversos parametros em homens idosos foram estratificados
segundo as faixas de risco atribuidas a PCRus. Como se observa na TAB. 4, 0 aumento
de triglicérides, presséo arterial sistélica, pressédo arterial diastdlica, indice de massa
corporal, circunferéncia da cintura, tabagismo e a reducéo do colesterol HDL associaram-
se com o aumento da PCRus.

N&o foi observada associacédo entre a PCRus e as variaveis idade, colesterol

total, LDL, glicemia e atividade fisica.
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Associagao entre os niveis de PCRus e fatores selecionados de risco cardiovascular,

ajustada por idade, em 500 homens, acima de 60 anos (Projeto Bambui).

Variaveis PCRus (mg/L) B (EP)* Valor
<1,00 1,00-3,00 3,01-10,00 p

Idade (anos) 69,1 67,8 69,3 0,004 (0,006) 0,453
Colesterol total (mg/dL) 2146 226,2 222,2 0,001 (0,001) 0,150
Colesterol HDL (mg/dL) 50,2 46,3 47,2 -0,006(0,003) 0,016
Colesterol LDL (mg/dL) 140,2 153,6 147,4 0,002 (0,001) 0,125
Triglicérides (mg/dL) 121,6 134,0 143,3 0,001 (0,001) 0,015
Presséo arterial sistélica 131,5 139,4 140,6 0,006 (0,002) 0,001
(mmHgQ)
Pressao arterial diastolica 82,2 86,5 86,1 0,008 (0,003) 0,008
(mmHg)
Glicose sanguinea (mg/dL) 108,7 103,0 109,4 0,0002(0,001) 0,804
indice de massa corporal 22,7 24,4 24,3 0,034 (0,011) 0,002
(Kg/m?)
Circunferéncia da cintura (cm) 86,7 90,7 91,4 0,014 (0,004) <0,001
Tabagismo atual (Referéncia: 27,9 24,0 36,8 0,195 (0,092) 0,034
N&o)
Atividade fisica < 3 85,2 77,5 84,6 0,026 (0,111) 0,813

vezes/semana (Referéncia:
N&o)

*B e erro padrao (EP) na unidade de medida log da PCR.
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4.3.2 PCRus e fatores de risco cardiovascular em mulheres idosas

No grupo de mulheres, o perfil lipidico se correlacionou com os niveis de
PCRus (p<0,05). Os valores médios de colesterol total, colesterol LDL e triglicérides se
associaram positivamente com a PCRus, enquanto que os valores de HDL mais elevados
foram associados a faixas menores de PCRus.

A idade se associou inversamente; quanto maior a idade média, menores
foram os valores de PCRus (3 -0, 011, p = 0,011).

O IMC e a medida da cintura também associaram-se positivamente com a
PCRus (p<0,001) nas mulheres idosas. Os valores sdo progressivamente maiores nas
faixas de risco mais altas.

As medidas da pressao arterial, glicemia, tabagismo e atividade fisica nao
apresentaram associacao com as faixas de PCRus. Os dados sao apresentados na TAB.
5.
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TABELA 5
Associagao entre os niveis de PCRus e fatores selecionados de risco cardiovascular,

ajustada por idade, em 783 mulheres, acima de 60 anos (Projeto Bambui).

Variaveis PCRus (mg/L) B (EP)* Valor p

<1,00 1,00-3,00 3,01-10,00

Idade (anos) 70,5 69,5 68,6 -0,011(0,004) 0,011
Colesterol total (mg/dL) 233,8 240,1 247,5 0,002 (0,001) 0,003
Colesterol HDL (mg/dL) 55,4 53,0 47,9 -0,013(0,002) <0,001
Colesterol LDL (mg/dL) 152,1 158,6 164,2 0,002 (0,001) 0,012
Triglicérides (mg/dL) 128,4 150,3 184,7 0,002 (0,001) <0,001
Pressao arterial sistélica 134,8 137,7 138,1 0,002 (0,001) 0,166
(mmHgQ)

Presséo arterial diastolica 81,2 82,4 83,2 0,004 (0,003) 0,106
(mmHg)

Glicose sanguinea (mg/dL) 104,9 104,9 111,0 0,001 (0,001) 0,119
indice de massa corporal 22,8 25,0 27,0 0,052 (0,006) <0,001
(Kg/m?)

Circunferéncia da cintura 85,9 90,5 93,8 0,020 (0,003) <0,001
(cm)

Tabagismo atual (referéncia: 8,8 9,5 10,7 0,049 (0,103) 0,637
N&o) (%)

Atividade fisica 91,2 88,3 89,6 0,024 (0,201) 0,815
<3vezes/semana

(referéncia: Nao) (%)

*B e erro padrdo (EP) na unidade de medida log da PCR.
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4.4 PCRus e escore de Framingham pararisco de doencga coronariana em idosos

A TAB. 6 descreve os resultados do escore de risco de Framingham aplicado a
populacdo estudada. Os resultados evidenciaram diferenca significativa entre todas as
categorias de risco.

Apenas 4,9% da populacdo total apresentaram baixo risco de doenca
coronariana. Por outro lado, a distribuicdo por sexo mostrou que a maioria dos homens
idosos (66,1%), apresentou risco >20% (elevado), enquanto apenas 14,5% das mulheres
situaram-se nesta faixa. Na faixa entre 5 a 9% de risco observou-se um percentual

significativamente maior de mulheres.

TABELA 6
Escore de Framingham de risco de doenca cardiaca coronariana

em homens e mulheres idosos (Projeto Bambui).

Escore de Framingham de Total Homens Mulheres  Valor
Risco de Doenca Cardiaca (n=1283) (n=500) (n=783) p*

Coronariana (%), %

0-4 4,9 0,2 8,1
5-9 19,4 5,8 28,1
10-19 40,9 27,9 49,3

>20 34,8 66,1 14,5 <0,001

Os valores de PCR foram estratificados pelo escore de risco de Framingham
(TAB. 7). Observou-se que no segundo quartil (50%) ndo temos valores de PCR acima
de 3,0mg/L. O aumento dos valores médios de PCRus se associou ao aumento de risco
baseado no escore de Framingham. Nas faixas de risco baixo e intermediario foram

identificados valores maiores que 1,0mg/L em mais de 50% dos individuos estudados.



TABELA 7

Distribuicdo da PCRus (< 11 mg /L), em quatrtis, por escore de risco de

Framingham, para a populacéo de idosos (Projeto Bambui).

Framingham

Quartil 0—4% 5_9% 10- 19 % > 20%
(n=62) (n=242) (n=540) (n=439)
10 Quartil 017-0,82 022-0,66 022-129 0,27—1,41
20 Quarti 082-172 0,66-215 120-297 1,41-281
3° Quartil 172-519 215-422 297-534 281507
4° Quarti 519-10 4,22-9,01 534-983 507 —09,83
Media (DP) 3,01(2,87) 2,89(2,28) 3,58 (2,63) 3,48 (2,56)

A pontuacdo do escore de risco de Framingham, segundo os critérios
classicos, associou-se positivamente com as faixas de PCRus. O escore médio variou de

8,6 a 9,7 para homens e de 9,4 a 11,5 para mulheres (TAB. 8).

TABELA 8
Associacao entre escore de risco de doenca coronariana de

Framingham e niveis de Proteina C Reativa nos idosos (Projeto Bambui).

) PCRus (mg/L)
Escore derisco

B (EP) * Valor p

<1,0 1,00-3,0 3,01-10,0

Homens 8,6 9,6 9,7 0,075 (0,017) <0,001

Mulheres 9,4 10,5 11,5 0,046 (0,008) <0,001

B (Erro padrao), ajustado por idade, obtido por regresséo linear maltipla.
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5 DISCUSSAO

Desde 1981, mais de 200 fatores associados (“exposi¢des” ou diferengas
fenotipicas) a um risco aumentado de doenga cardiaca coronariana tém sido descritos.
No entanto, considerando-se que varios individuos em risco ndo sao identificados pelos
fatores tradicionais, a busca de novos marcadores tem motivado e impulsionado as
inomeras pesquisas. Nas ultimas décadas, esta lista aumenta a cada dia com a
introducdo de tecnologias gendmicas (HINGORANI et al, 2009). No estado atual de
conhecimentos acumulados sobre a avaliacdo do risco, 0 uso de escores como o0 de
Framingham, a partir de multiplas variaveis, tem sido recomendado.

Em modelos epidemioldgicos, os fatores causais, mediadores e interferentes
relacionados ao risco de uma doenca podem ser complexos e dificeis de interpretar. No
entanto, estudos observacionais, como 0 aqui apresentado, tém contribuido para
evidenciar marcadores que se associam a presenca de doenca subclinica e ndo estao
obrigatoriamente associados com patogénese. Um limitante dessas andlises seria a
possibilidade de se super ou subestimar a associagao entre a presenca dos marcadores
e a doenca subclinica associada a outros fatores de risco, ou seja, um efeito
independente questionavel.

Existem evidéncias na literatura de que a inflamacgéo é um processo chave da
aterogénese e desencadeador de eventos cardiovasculares (ROSS, 1999; HANSSON et
LIBBY, 2006; DEVARAJ et al, 2009). Com relacdo a PCR, mais de 30 estudos
epidemiologicos prospectivos associam a PCRus com incidéncia futura de doenca
cardiovascular, promovendo a inflamagé&o, o dano vascular e eventos clinicos (YUDKIN et
al, 1999). Apesar de extensos estudos, de mais de duas décadas, ainda pairam
incertezas sobre a utilidade da PCRus e seu papel preditor do risco (PEARSON et al,
2003).
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5.1 Adistribuicdo da PCRus

A maioria dos trabalhos publicados foi conduzida em populacbes de meia
idade. O presente estudo insere-se em uma lacuna, qual seja a avaliacdo dos
marcadores em diferentes faixas etarias, no caso, os idosos. Isoladamente, a variavel
idade poderia ser um fator de tendéncia nas analises subsequentes. Considerando-se
que a PCRus aumenta com a idade, os valores elevados da PCRus, poderiam estar
evidenciando uma atividade inflamatoria do ateroma, ao invés de estar contribuindo para
0 seu desenvolvimento e progressao, assim como esta definido para fatores classicos de
risco, como a pressao arterial, colesterol e outros (GABAY et KUSHNER, 1999). De modo
controverso, no presente estudo, observou-se que as mulheres idosas com idade média
mais alta apresentaram valores menores de PCRus, enquanto que em homens nao
houve diferenca da média de idade nas diferentes faixas de PCRus. No Women Health
Study (RIDKER, et al, 1998), uma coorte de 15.770 mulheres, foi observado uma discreta
alteracdo da concentracdo média de PCRus com a idade; nas faixas etarias de 45-54,
55-64, 65—-74, e acima de 74 anos de idade o valores médios foram 1,31, 1,89, 1,99,
1,52, e 1,52 mg/L, respectivamente.

No presente estudo, encontrou-se diferenca significativa na concentracao de
PCRus entre homens e mulheres, de modo global e nas diferentes faixas de risco. Estas
diferencas de concentracdo da PCRus por sexo foram avaliadas em algumas
publicagcdes. Em norte americanos a distribuicdo da PCR entre homens e mulheres foi
similar (RIFAI et RIDKER, 2003). No entanto, em uma coorte alema, os resultados foram
discretamente mais elevados em mulheres do que em homens, o que foi atribuido ao uso
do estrogénio (HUTCHINSON et. al, 2000). No estudo NHANES (National Health and
Nutrition Examination Survey, 1999 a 2000), as concentracdes de PCR foram maiores em
mulheres do que homens. Adicionalmente, a proporcdo de mulheres que tiveram uma
concentracdo de PCR maior do que 3 mg/L foi significativamente maior do que em
homens. No estudo NHANES Ill, com 15.489 participantes (1988-1994), PCRus elevada

foi associada a niveis alterados de varios fatores (tabagismo, concentracédo de colesterol
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total, HDL, triglicerideos, pressao arterial, glicose de jejum e indice de massa corporal)
em até 78% dos homens e 67% das mulheres.

Quando comparado com a literatura, o presente estudo encontrou valores médios
elevados de PCRus, tanto em mulheres quanto em homens, 3,62 e 3,03 mg/L,
respectivamente. O Women Health Study (RIDKER et al, 1998), relatou valor médio para
PCRus de 1.52 mg/L na faixa etaria entre 65 e 74 anos. Wu e colaboradores (2002)
publicaram um estudo em chineses idosos de 50 a 80 anos empregando a técnica de
ELISA, in house, em microplaca, que foi comparada ao método nefelométrico. Os
resultados médios de PCRus para ambos os sexos foram de 0.43 + 0.42 mg/L (n =148),
sendo o limite superior 3,85 mg/L. No estudo de Helsinque (Helsinki Ageing Study),em
1998, a avaliacdo da PCR na linha de base e acompanhamento foi descrita em 3 coortes
de idosos de 75, 80 e 85 anos(n=455) .Os valores médios de PCR dos sobreviventes e
nao sobreviventes foram 3,16 e 5.22 mg/L (P=0.017), respectivamente (STRANDBERG
et TILVIS, 2000).

Algumas das divergéncias entre os estudos podem refletir a diferente composicao
sociodemogréafica das amostras e os critérios de inclusdo e exclusao para selecdo de
participantes do estudo. Por outro lado, esta observacdo pode ter impacto clinico
substancial e indica que um unico ponto de corte para avaliacdo de risco de evento
coronariano futuro ndo deve ser aplicado universalmente e mesmo para ambos 0S sexos.
No entanto, na coorte em questdo, ndo foi descartada a possibilidade dos valores médios
elevados de PCRus poderem ser secundarios a processos inflamatorios subclinicos ndo

relacionados a aterosclerose.

5.2 Sobre o método de ensaio e analise de dados

O método nefelométrico para medida de PCRus, plenamente automatizado,
capaz de discriminar baixas concentragdes, foi desenvolvido e validado para predigéo de
risco e foi 0 método de escolha neste estudo (PEARSON et al, 2003). Como ja observado

na literatura, os resultados de PCRus nao apresentaram distribuicdo normal, tendo sido
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necesséria a transformacao logaritmica para adequacdo dos dados a essa distribuicdo e
permitir a utilizagdo do modelo de andlise estatistica apresentado.

Na literatura recente existe uma consideracédo sobre a distribuicdo log-normal
da PCR e a sua relacdo com o risco que € log-linear. HINGORANI et. al (2009)
propuserem que esse fato explicaria o achado de individuos com valores de PCR
proximos a meédia e a ocorréncia de doencas cardiovasculares, causando sobreposicéo
entre casos e controles em estudos prospectivos, o que dificultaria a obtencdo de um
ponto de corte para separar os dois grupos. Este fenbmeno € limitante na associacdo

como valor preditivo de risco também para o colesterol e a pressao arterial.

5.3 PCRus e fatores de risco cardiovascular

A associacdo da PCRus com marcadores de risco classicos, como a pressao
arterial, colesterol HDL, idade, sexo, diabetes e fumo persiste controversa na literatura,
tendo evidencias favoraveis (FOLSOM et al, 2001; LAWLOR et al, 2005; SATTAR, et al,
2007) e outras negativas (BLAUTH et al, 2008).

Na populacédo de idosos da coorte de Bambui, a PCRus apresentou auséncia
de associacdo positiva entre PCRus aumentada e elevacdo da glicemia em idosos de
ambos os sexos. Este dado foi também obtido nos achados de BLAUTH e colaboradores
(2008), que mostrou a auséncia de associacdo entre PCRus e glicemia de jejum em
mulheres idosas residentes em Novo Hamburgo-RS. Isso poderia sugerir o efeito direto
da PCRus no risco cardiovascular e indicar que a dosagem da PCRus possa ser util na
predicdo do risco de eventos coronarianos em diabéticos. O dado também contribui para
as evidéncias de que niveis elevados de PCRus em individuos de meia idade estdo
associados de modo independente ao desenvolvimento de diabetes (FREEMAN et. al,
2002 , SESSO et. al ,2003).

A associacdo entre PCRus e pressao arterial (LAKOSKI et al, 2005; SHEN et
ORDOVAS, 2009) tem sido também descrita na literatura de modo favoravel
(BERMUDEZ, 2002, KHERA et al, 2006) e desfavoravel (KIM et al, 2008). O achado da
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auséncia de associacao entre a PCRus e a pressao arterial nas mulheres foi observado
também no estudo de BLAUTH e colaboradores. Portanto, neste grupo, sugere-se que a
PCR possa ser 0til na predicéao de risco.

O estudo demonstrou a existéncia de associacao entre a PCRus e os fatores
IMC e circunferéncia da cintura, indicadores de obesidade. Estes achados estdo de
acordo com estudos que relacionam a PCRus com obesidade (RIFAI et RIDKER, 2004).
A patogénese estaria relacionada a producéo de interleucina-6 e fator de necrose tumoral
pelo tecido adiposo de modo proporcional & massa lipidica do individuo, sendo fator
importante associado a inflamacao crénica de pequena intensidade (YUDKIN et al, 1999;
TORZEWSKI et al, 2000; HEILBRONN et al, 2001; PEARSON et al, 2003; SESSO et al,
2003; MILLER et al, 2005; KHERA et al, 2006; SCHINDLER et al, 2006; SATTAR et al,
2007). A associacdo entre a inflamacédo e obesidade pode explicar em parte a obesidade
relacionada ao aumento do risco de doenca cardiovascular. Considerando a idade e os
achados do grupo de mulheres idosas de Bambui, os dados da literatura indicam que o
aumento da gordura também influencia o metabolismo do estrogénio na pés-menopausa.
Nesta fase, a principal fonte de estrona é a aromatizacdo em tecido adiposo periférico, de
modo que as mulheres com mais gordura tendem a ter niveis mais elevados de estrona.
Isto é consistente com os achados de uma associacdo positiva moderada entre estrona
sérica e niveis de proteina C-reativa e apds ajuste para o indice de massa corporal ou
gordura visceral. (BARINAS-MITCHELL et al, 2001). Em mulheres pés-menopausa, com
uso de horménios, a medida da gordura corporal total e os niveis de proteina C reativa
possuem uma associacdo positiva (RIDKER et al, 1998). Porém, cabe ressaltar que a
terapia hormonal n&o foi incluida nas variaveis deste estudo.

O colesterol total e as fragdes HDL e LDL se associaram de modo consistente
com as faixas de PCRus nas mulheres idosas. RIDKER e colaboradores (2002)
compararam 0s marcadores LDL e PCRus em 27.939 mulheres americanas
aparentemente saudaveis, que foram seguidos por uma meédia de oito anos para a
ocorréncia de infarto do miocardio, acidente vascular cerebral isquémico,
revascularizacdo coronaria ou morte por causas cardiovasculares e concluiram que a
PCRus era um marcador preditivo mais forte do que o colesterol LDL e adicionava
informag&o prognostica ao escore de Framingham. De todos os eventos ocorridos entre
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as mulheres, 77% foram com niveis de colesterol LDL abaixo de 160 mg/dL (4,14
mmol/L) e 46% ocorreram entre aqueles com niveis de colesterol LDL abaixo de 130
mg/dL (3,36 mmol/L). Por outro lado, como a PCRus e o colesterol LDL tendem a
identificar diferentes grupos de alto risco, a triagem para os dois marcadores bioldgicos
proporcionou melhor prognéstico do que a selecdo de informacgbes para qualquer um
sozinho. Neste caso, a PCR foi considerada um fator independente na analise ajustada
para todos os componentes do escore de risco de Framingham, o que ndo n&o foi
confirmado no presente estudo.

Os resultados de triglicérides nos idosos da populacdo de Bambui se
associaram positivamente com as faixas de PCRus, conforme observado na literatura
(RIFAl et RIDKER, 2004).

Cabe ressaltar que metade de todos os eventos cardiacos ndo podem ser
diretamente explicados pelos fatores de risco estabelecidos, inclusive muitos desses
ocorrem em pessoas com valores de lipideos normais ou baixos, por isso, a busca por
um marcador adicional que possa trazer maior contribuicdo (HINGORANI et al, 2009).
Nos homens idosos da coorte ndo se encontrou associacdo com o colesterol total e LDL,
apenas com o colesterol HDL de modo inverso. Este aspecto é interessante do ponto de
vista de clinico, embora a natureza do estudo ndo possa identificar a PCRus como fator
de risco independente nesse grupo.

Na coorte de homens idosos de Bambui foi observada a associacdo de PCRus
e tabagismo. Nas mulheres essa associacdo ndo foi encontrada. A associacao entre
tabagismo e concentragdes elevadas de PCRus e outros marcadores de inflamagéao foi
demonstrada de modo significativo em estudos comparando os grupos de fumantes e
nao fumantes. Dados do estudo NHANES Ill, mostraram que, ap0s 0s ajustes para
fatores de risco cardiovasculares classicos, o fumo estava associado a niveis elevados
de fibrinogénio, dose dependente e com relacdo temporal (BAKHRU et ERLINGER,
2005). O limitante de uma analise mais detalhada da divergéncia entre PCR e tabagismo
no grupo das mulheres idosas € o reduzido numero de mulheres tabagistas (n=80).
Também nao foi considerado o tempo de adesdo ao tabagismo que é uma variavel
investigada na literatura (VAN DER MEER et al, 2003).
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Na avaliagdo dos idosos de Bambui os niveis de PCR associaram-se
positivamente a atividade fisica reduzida (pratica inferior a 3 vezes por semana). O papel
favoravel do estilo de vida com atividade fisica sobre os niveis de PCRus esta bem
estabelecido na literatura (KASAPIS et THOMPSON, 2005). Vérios estudos revelam
reducdo da PCRus com a pratica da atividade fisica regular (SHINE et al, 1981; FORD,
2002; MCFARLIN et al, 2006; STORK et al, 2006). Postula-se que a atividade fisica
tenha efeito redutor sobre citocinas pro-aterogénicas do tecido adiposo, metabolismo da
insulina e funcédo do endotélio, além de reducéo da hipdxia tecidual e alteracdo da funcéo
imune (FLYNN, 2007).

5.3 PCRus e escore de risco de Framingham

A analise da distribuicdo global da populacédo de idosos de Bambui quanto ao
escore de Framingham, mostrou que mais de 94% dos homens e 63,8% de mulheres
idosas apresentam risco de evento cardiaco coronariano em 10 anos acima de 10% (alto
risco). Neste aspecto em particular, a determinagdo da PCRus na linha de base do
estudo de Bambui parece acrescentar pouco a avaliagdo do risco que usa o escore de
Framingham, exceto em alguns subgrupos de individuos. Este achado pode ser
explicado pela associagdo da PCRus com muitas varidveis deste estudo que ja
contribuem para o modelo de risco de Framingham.

Os subgrupos de potencial interesse para intervencdo clinica seriam 0s
homens com escore de risco entre 5-19% e mulheres entre 5-9% (baixo risco).

Do ponto de vista clinico, estudos que relatam a caracteristica dos testes para
PCRus correlacionando com algoritmos tradicionais, como 0s escores de risco de
Framingham podem trazer uma nova perspectiva para algumas categorias de risco com
impacto na predicdo (PENCINA et al, 2008). Nestes estudos os individuos classificados
em baixo e alto risco podem migrar para o risco intermediario na reclassificacdo, quando
se inclui a dosagem de PCRus (WOLFGANG et KHUSEYINOVA, 2007). No estudo
prospectivo MONICA (MONItoring of trends and determinants in CArdiovascular disease),
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0S pacientes categorizados como risco intermediario de Framingham, mas que
apresentavam proteina C reativa elevada, tiveram mais eventos cardiovasculares do que
0s pacientes classificados como de alto risco, mas com PCR inferior a 1,0 mg/L(KOENIG
et al, 1999, KOENIG et al, 2004).

Nao foi propoésito do presente trabalho avaliar a PCRus com objetivo de
reclassificacdo do risco. Contudo, em cinco estudos publicados que avaliaram o efeito da
adicdo da PCRus ao modelo de Framingham nao se observou melhoria na predi¢cdo do
risco. Adiciona-se também o efeito de perda de alguma informacdo na conversao de
escore de risco continuo em distribuicdo por categorias (COOK et al, 2006; FOLSOM et
al, 2006; ERBEL et al, 2008; WILSON et al, 2008; HINGORANI et al, 2009).
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6. CONCLUSAO

1. A distribuicdo da PCRus na populacéo foi log-normal, sendo que os valores foram
significativamente mais elevados nas mulheres do que nos homens em todas as

faixas de distribuicéo.

2. Apos a excluséo dos valores de PCRus maiores ou iguais a 10mg/L, os resultados
médios para ambos os sexos foram maiores do que 3,0 mg/L (3,39 +2,56 mg/L)
sendo superiores aos valores médios relatados para outros grupos populacionais.

Existem diferencas na distribuicdo das concentracées de PCRus de acordo com sexo e
grupos populacionais. Novos estudos sdo necessarios para determinar o impacto dessa
diferenca na avaliacdo de predicdo de risco cardiovascular e se 0s pontos de corte
atualmente definidos para avaliacdo de risco podem ser utilizados de modo independente

do sexo e raga.

3. A idade no grupo de mulheres idosas se associou inversamente com a PCRus;
guanto maior a idade média, menores foram os valores médios. Esse achado ndo

foi observado nos homens.

4. Em homens idosos, o aumento de triglicérides, presséo arterial sistélica, pressao
arterial diastdlica, indice de massa corporal, circunferéncia da cintura, tabagismo e

a reducéo do colesterol HDL associaram-se ao aumento da PCRus.

5. Em mulheres, o aumento de colesterol total, colesterol LDL, triglicérides, IMC e
medida da cintura e a reducdo colesterol HDL associaram-se ao aumento da
PCRus.

6. A concentragdo da PCRus associa-se a muitos fatores de risco o que limita a sua

utilizacdo como preditor independente do risco de evento cardiovascular.
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Identificaram-se alguns subgrupos de idosos de potencial interesse para utilizacao
da PCRus na avaliacdo do risco coronariano: os homens com escore de risco
entre 5-19% e mulheres entre 5-9% (baixo risco), notadamente os homens, com

valores normais de lipideos, as mulheres hipertensas e diabéticos de ambos os

Sexos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A medida da PCRus no painel de variaveis fornece informacdo adicional a
avaliacdo do risco que usa o escore de Framingham especialmente em alguns subgrupos
de individuos desta coorte, em que ndo apresentou associacdo positiva. Avaliar a
aplicacao diferenciada por sexo em varias populacdes e faixas etarias agrega o beneficio
de considerar uma estimativa de risco mais ajustada.

A inclusédo da PCRus na linha de base do Projeto Bambui permitira futuras
andlises que poderdo confirmar ou ndo os resultados obtidos no presente estudo através
da avaliacdo longitudinal dessa coorte com acompanhamento dos desfechos.
Adicionalmente, a investigacdo de fatores genéticos e ambientais pode trazer novos

conhecimentos.
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Abstract
Measurement of the serum concentration of the acute-phase reactant C-reactive protein

(CRP) provides an useful marker in clinical practice, however CRP distribution are not
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available for all age and ethnical groups. This study assessed high sensitivity-CRP (hs-
CRP) distribution by gender in elderly people from a Brazilian community. In our sample
population, we observed for both gender up to 50% of results above 3.0mg/L. Women
were found to have higher hs-CRP mean levels (3.62 + 2.58 mg/L) than men (3.39 + 2.56
mg/L) (p<0.001). Our results indicated that significant gender differences exist in the
population distribution of CRP, and it is possible that gender specific cut points for hs-CRP

would be necessary for cardiovascular risk prediction.

Keywords: Brazil; C-reactive protein; elderly; epidemiology; laboratory; cardiovascular
risk.

Introduction

Epidemiological surveys that estimate the prevalence of diseases and risk factors
contribute to the general and particular analysis of the population studied. Several studies
have shown that high sensitivity C-Reactive Protein (hs-CRP) is of interest in predicting
the risk of future cardiovascular disease (ERRO! FONTE DE REFERENCIA NAO
ENCONTRADA..ERRO! FONTE DE REFERENCIA NAO ENCONTRADA)).
Determination of distribution of hs-CRP in elderly people is also of interest for the clinician
in screening for inflammatory diseases and monitoring response to therapy. Beside the
available data indicate that gender- or ethnic-specific cutpoints for hs-CRP are not needed
for coronary heart disease risk prediction, this question requires further study using data
from cohorts (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). Additionally, there are few
data regarding hs-PCR values for the oldest population. We used data from the baseline
of the Bambui Cohort Study, Brazil (6) to evaluate hs-CRP distribution in elderly people

from a Brazilian community.
Materials and Methods
The baseline survey of the cohort study comprised 1,606 (92% from the total) residents in

Bambui City (Minas Gerais, Brazil) aged 60 years and over (6). From these, 1,470 had the

hs-CRP measured and were selected for this study. Blood samples were collected after
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12 hours recommended fast and serum samples were stored at —70°C. Measurements
were taken by the CRP immunonephelometric method, Dade-Behring N Latex CRP
particle-enhanced immunoassay on an automatic nephelometer (BNII™, Dade Behring,
Marburg, Germany) traceable to the international reference standard CRM 470 (2). Pre-
analytical factors related to blood collection were described previously (5,9). The
distribution was assessed by gender for all measured hs-CRP values. The analysis was
carried out after excluding subjects with hs-CRP levels >10 mg/L, by using a non-
parametric method with Stata software (2).

Results

From those selected, 188 individuals had PCR values equal or higher than 10 mg/L, and
were excluded from the analysis. Thus, the study population consisted of 1,286 subjects
(501 men, 785 women). The mean age (standard deviation) was 69.1 (7.2) years; 68.7
(7.2) for men and 69.2 (7.3) for women (p=0.213). Women were found to have higher
CRP mean levels (3.62 + 2.58 mg/L) than men (3.39 + 2.56 mg/L) (p<0.001).The
frequency distribution of hs-CRP is presented in Figure 1 and the reference limits for hs-

CRP concentration by gender are presented in Table 1.

Discussion

This is the first population-based study to describe CRP values in Latin American elderly.
Herberth et al (8), in France, Europe, used similar criteria to the present study and
excluded CRP values above 20 mg/dL.We adressed our cutpoint in 20mg/L in according
to literature guidelines indicating limits for persistently or unexplained marked elevation
of hs-CRP (1) Comparing data, the present results are higher, taking into account both
gender. This means that at second quatrtile, hs-Crp values are similar to those of the
European study at third quartile. As the distribution of hs-CRP does not follow a symmetric

bell-shaped curve, the values of the studied population were divided into four equal-sized
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groups (quartiles). This log-Gaussian distribution is comparable those observed in other
younger and elderly populations (8).

Women were found to have higher hs-CRP levels than men in each quartile distribution.
These results are in accord to those from Hutchinson et al (9) in the general adult
populations from Augsburg, Germany, and Glasgow, Scotland and the results obtained by
Wener et al (10) who showed a large difference between the two genders. Otherwise, they
contrast with those obtained by Herberth et al (8), who excluded those on hormone
replacement therapy. Other authors have not observed significant gender differences (4,
11). The literature attributes the higher values in women, probably related to hormone
replacement. The women in our cohort were not undergoing hormone therapy and a

possible association with weight and BMI occurred for both genders(data not show).

Conclusion

This study indicates that significant gender differences exist in the population distribution
of CRP. Further research is needed to determine whether these differences in CRP levels
contribute to differences in cardiovascular outcomes, and if new set of cut points based in
gender or ethnicity should be used clinically in assessing the risk of future cardiovascular

events.
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Figure 1 - hs-CRP values distribution in a population of Brazilian older adults
(The Bambui Cohort Study, Brazil)
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Table 1 - hs-CRP reference limits (mg/L) in a population of Brazilian older adults
(The Bambui Cohort Study, Brazil)

Quartis

Quartil 25%
Quartil 50%
Quartil 75%
Quartil 99%
Mean(SD)

Males
(N=501)
0,17-1,01
1,01 - 2,22
2,22 — 4,33
4,33-10,0
3,03 (2,50)

Females
(N=785)
0,16 — 1,48
1,48 — 2,98
2,98 - 5,35
5,35-10,0
3,62 (2,58)

Total
(N=1286)
0,16 - 1,26
1,26 - 2,73
2,73-5,04
5,04 -10,0
3,39 (2,56)

SD: Standard Deviation. N: number of subjects
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