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RESUMO

Gongalinho GHF. Os efeitos do resveratrol nas sirtuinas, células progenitoras endoteliais
circulantes e marcadores de apoptose em mulheres na pds-menopausa com sindrome
coronariana crénica: um ensaio clinico randomizado [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2026.

Introducio e objetivo: A menopausa ¢ um importante fator de risco cardiovascular nas
mulheres, provavelmente devido ao acentuado declinio de estrégenos. Os estrogenos
afetam processos-chave na aterosclerose, mantendo a integridade endotelial ao inibir a
apoptose endotelial e promover a regeneragdo por meio de células progenitoras
endoteliais (EPC). Os fitoestrégenos, como o resveratrol, tém potencial terapéutico para
a saude cardiovascular das mulheres. O presente estudo teve como objetivo determinar se
o resveratrol modulava os biomarcadores de apoptose circulantes e as EPC em mulheres
na pos-menopausa com doenga arterial coronariana (DAC) cronica. Métodos: Vinte
mulheres na pos-menopausa com DAC crénica foram alocadas em um grupo de
intervengdo que recebeu 1000 mg de resveratrol ou placebo por 90 dias. Foram avaliados
os marcadores circulantes de apoptose (caspases 3 e 9, survivina, clIAP2, XIAP, Bcl-2,
citocromo C, sTNFR2 e S100A12), SIRT]1 e 3, citocinas e EPC. Resultados: No final do
estudo, o grupo do resveratrol apresentou um aumento no cIAP2 sérico (p = 0,018) e Bcl-
2 (p = 0,043) e uma diminui¢do na caspase-9 (B = -7,152, IC 95% = -13,554--0,751) e
no CD34+/KDR+ circulante (B =-0,249, IC 95% =-0,365—-0,133). Além disso, os niveis
de XITAP foram mais baixos do que no grupo placebo (p = 0,047). Nao foram observadas
diferencas significativas para sirtuinas, citocinas, perfil lipidico, glicose e pressao arterial.
Conclusao: O resveratrol aumentou as proteinas anti-apoptoticas em mulheres na pos-
menopausa com DAC cronica, sugerindo um potencial efeito benéfico na homeostase
endotelial, provavelmente ndo relacionado as sirtuinas circulantes. No entanto, o
tratamento com resveratrol reduziu as EPC circulantes, o que pode ser devido a redugao
dos estimulos de mobilizagdo das EPC secundarios ao aumento da sinaliza¢do anti-
apoptdtica endotelial ou devido ao aumento da endotelizacdo das EPC, induzindo a

regeneragao endotelial.

Palavras-chave: Menopausa, Doenca arterial coronariana, Aterosclerose, Sirtuinas,

Células progenitoras endoteliais, Proteinas inibidoras da apoptose, Resveratrol.



ABSTRACT

Gongalinho GHF. The effects of resveratrol on sirtuins, circulating endothelial
progenitor cells, and markers of apoptosis in postmenopausal women with chronic
coronary syndrome: a randomized controlled trial [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2026.

Background & aims: Menopause is an important cardiovascular risk factor in women
likely due to marked estrogen decline. Estrogens affect key processes in atherosclerosis,
maintaining endothelial integrity by inhibiting endothelial apoptosis and promoting
regeneration through endothelial progenitor cells (EPCs). Phytoestrogens, such as
resveratrol, have therapeutic potential for women’s cardiovascular health. The present
study aimed to determine whether resveratrol modulated circulating apoptosis biomarkers
and EPCs in postmenopausal women with chronic coronary heart disease (CHD).
Methods: Twenty postmenopausal women with chronic CHD were allocated to an
intervention group receiving 1000 mg of resveratrol or placebo for 90 days. Circulating
markers of apoptosis (caspases 3 and 9, survivin, cIAP2, XIAP, Bcl-2, cytochrome c,
sTNFR2, and S100A12), SIRT1 and 3, cytokines and EPCs were assessed. Results: At
the end of the study, the resveratrol group showed an increase in serum cIAP2 (p =0.018)
and Bcl-2 (p =0.043), and a decrease in caspase-9 (B =-7.152, 95%CI =-13.554—-0.751)
and in circulating CD34+/KDR+ (B = -0.249, 95%CI = -0.365— -0.133). In addition,
XIAP levels were lower than placebo group (p = 0.047). No significant differences were
observed for sirtuins, cytokines, lipid profile, glucose, and blood pressure. Conclusion:
Resveratrol increased anti-apoptotic proteins in postmenopausal women with chronic
CHD, suggesting a potential beneficial effect on endothelial homeostasis, likely unrelated
to circulating sirtuins. However, resveratrol treatment reduced circulating EPCs, which
could be due to reduction of EPCs mobilization stimuli secondary to increased endothelial
anti-apoptosis signaling or due to increased endothelization of EPCs, inducing endothelial

regeneration.

Keywords: Menopause, Coronary disease, Atherosclerosis, Sirtuins, Endothelial

progenitor cells, Inhibitors of apoptosis proteins, Resveratrol.
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1. INTRODUCAO

1.  Epidemiologia das doencas cardiovasculares nas mulheres

As doencas cardiovasculares (DCV) sao a principal causa de morte em mulheres
brasileiras, com taxas brutas de mortalidade de 183,3/100 mil, superando, assim, as outras
principais taxas de mortalidade, causadas por neoplasias (97,5/100 mil), doencas do
aparelho respiratorio (64,6/100 mil) e doencas endocrinas, nutricionais e metabdlicas
(45,5/100 mil) (1). Dentre as DCV, a doenga isquémica do coracao (DIC) correspondeu
a 34,6% das causas de mortes cardiovasculares entre 2010 e 2019, principalmente em
mulheres a partir dos 60 anos (1). Dados mais recentes mostram que, a DIC ainda ¢ a

principal causa de morte por DCV, seguida por doengas cerebrovasculares (2).

A ocorréncia das DCV aparece cerca de 7 a 10 anos mais tardiamente no sexo
feminino do que no masculino, ¢ é principalmente atribuida a protegdo vascular do
estradiol no periodo fértil (3—6). A menopausa, periodo caracterizado por amenorreia
reducdo nos niveis de estrogenos, estd associada a alteracdes estruturais cardiacas, assim
como aumento da incidéncia ¢ risco de DCV (7). Entretanto, ainda nao esta claro o efeito
causal do declinio de estrogenos e o risco elevado, visto que ensaios clinicos com terapia
de reposicao hormonal no periodo ap6s a menopausa nao mostraram efeito protetor contra
desfechos cardiovasculares (8,9). Esses resultados sugerem que a prote¢ao vascular e na
maior expectativa de vida observada nas mulheres se deve a fatores além dos estrogenos

(10).

Il.  Apoptose e patogénese das doengas cardiovasculares

A apoptose € um processo de morte celular programada regulada e ¢ ativada por
diversos fatores presentes nas doencas cardiovasculares, como o estresse oxidativo,
inflamacdo e o dano ao DNA (11). H4 trés principais vias de sinalizagdo para inducdo da
apoptose: a via extrinseca, que ¢ mediada por receptores de morte celular e seus ligantes
— como Fas/FasL e receptor 1 do fator de necrose tumoral alfa (TNFR1)/TNF-a — e
ativacdo da caspase 8, que ¢ iniciadora da ativacdo das caspases executoras 3, 6 € 7, que
levam a fragmentagdo do DNA e apoptose; a via intrinseca, que envolve disfungdo
mitocondrial, liberacdo do citocromo C para o citosol, onde vai se complexar com o fator
de ativacdo de proteases apoptdticas 1 (APAF-1) e com a pro-caspase 9 para formar o
complexo apoptossoma, levando a ativagdo da iniciadora caspase 9 e subsequentemente

ativacdo das caspases executoras 3, 6 e 7, causando a apoptose; e a via ativada pelo
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estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e ativagao da caspase iniciadora 12, que induz

a apoptose através da caspase 9 (12) (Figura 1).
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Figura 1. Cascata de sinalizacdo de caspases apoptdticas de células de mamiferos. Fonte: Hrdinka e Yabal (12).

O papel da apoptose na patogénese das doengas cardiovasculares ainda nao esta
claro. Entretanto, apoptose de cardiomidcitos estd presente em lesdes cardiacas de
diversos tipos de doencas cardiovasculares (13,14). No infarto agudo do miocardio
(IAM), a morte celular causada por lesdes do processo de isquemia/reperfusdo oriundo
da oclusdo coronariana € o evento central da patogénese, e a apoptose atua intensamente
nesse processo, sendo o principal tipo de morte celular da doenga (15,16). Ja na

insuficiéncia cardiaca, a ocorréncia de apoptose de cardiomidcitos € relativamente menor

(16).

A aterosclerose ¢ caracterizada pelo acimulo de detritos celulares de processos
apoptoticos, de colesterol, e de matriz calcificada que causa estreitamento luminal.
Estimulos inflamatdrios cronicos, juntamente com dislipidemias, resultam em formacao
e crescimento das placas ateromatosas, caracterizadas pela infiltragao lipidica e de células
imunoldgicas que ativam e retroalimentam a sinalizagdo da morte celular programada,
formando o nucleo necroético (17). A eferocitose € um processo de depuracao de células
apoptoticas ou necrdticas através de células fagociticas, evitando que o contetido

intracelular vaze para o tecido circundante e que este cause danos as outras células devido
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a enzimas toxicas e oxidantes e até mesmo ativar uma resposta inflamatéria (17). Este
processo se diferencia da fagocitose pelo fato de ser imunologicamente silencioso e
induzir uma resposta de reparo tecidual (18). No entanto, em lesdes aterosclerdticas mais
avancadas existe uma reducdo da atividade eferocitica, culminando em actimulo de
detritos celulares que ativam sinalizagdo inflamatéria e desencadeiam os processos de
morte celular programada e de aterosclerose (17). A apoptose em lesdes ateroscleroticas
avancadas ocorre no endotélio e em macréfagos e células musculares lisas vasculares
(CMLYV), estas duas ultimas tendo estimulos proliferativos aumentados na aterogénese
(19). O aumento da apoptose de CMLV pode reduzir a estabilidade da placa
aterosclerotica, elevando o risco de eventos cardiovasculares (19). Estudos pré-clinicos
mostraram que alteragdes nas proteinas enddgenas da sinalizagdo apoptotica e que
resultam no aumento de morte celular favorecem complicagdes aterosclerdticas, como a
sindrome coronariana aguda (SCA) (19). Em humanos, a apoptose também tem mostrado
papel importante na determinagdo do tamanho do infarto, extensdo do remodelamento

ventricular esquerdo e desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca apos IAM (20).

O endotélio tem papel essencial na preservacdo da estabilidade intravascular a
inibicao da aterosclerose devido suas fungdes de controlar a tensdo vascular, prevenir
trombose e controlar a resposta inflamatoria (21). A disfuncao endotelial, causada pela
sinergia de diversos fatores de risco que aumentam a exposicao do endotélio a substincias
como particulas de LDL oxidadas, espécies reativas de oxigénio, angiotensina I, TNF-a,
homocisteina, e lipopolissacarideos (LPS), culmina em apoptose das células endoteliais,
que ¢ o primeiro estdgio da doenga aterosclerotica (22-24). O excesso de apoptose da
camada endotelial prejudica a integridade das células endoteliais e promove deposi¢ao
lipidica, levando os monocitos aderirem ao endotélio e subsequentemente a translocagao
de macrofagos para a camada intima, onde absorvem as particulas LDL oxidadas,
agravando o processo aterosclerético (21) (Figura 2). Novos prevengdo e tratamento da

aterosclerose, portanto, podem atuar na inibi¢ao da apoptose do endotélio.
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Figura 2. Efeitos da apoptose na aterosclerose. Existem duas formas diferentes de controle da apoptose: uma é regulada
através das proteinas da familia Bcl-2, e outra é regulada através de receptores de morte celular. Ambas focam na
ativagdo da aterosclerose. Apoptose pode levar a danos das células endoteliais, ¢ o afinamento células musculares lisas
vasculares e apoptose de macrofagos promovem a formagio do niicleo necrdtico de placas aterosclerdticas. Fonte: Ni
etal. (21).

Potenciais alvos terapéuticos t€ém sido estudados para inibi¢do da apoptose no
endotélio. As caspases sdo proteinas chave na sinalizagdo de morte celular. A expressao,
ativacdo e inativagdo das caspases sdo controladas por diversos mecanismos inibidores
ou ativadores. As proteinas inibidoras de apoptose (IAP) tém ganhado destaque na
literatura como potencial alvo terapéutico para alteragdo da sinalizagdo da apoptose
(25,26). Ao todo, foram identificadas 8 IAP nos humanos (27). As IAP mais descritas na
literatura sdo as IAP celulares 1 e 2 (c-IAP1 e c-IAP2), survivina e a XIAP (X-linked
14P). As IAP sdo as unicas proteinas enddgenas capazes de suprimir as atividades tanto

das caspases iniciadoras quanto das efetoras da apoptose (26) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema das vias de sinalizagdo inibidoras da apoptose relevantes para a sobrevivéncia e apoptose das células
tumorais. As linhas tracejadas indicam potenciais eventos degradativos (azul = mediado por ubiquitina, preto = mediado
por caspase). cIAP1, inibidor celular da proteina 1 da apoptose; cIAP2, inibidor celular da proteina 2 da apoptose; ML-
IAP, inibidor do melanoma da proteina da apoptose; NAIP, proteina inibidora da apoptose neuronal; TNF, fator de
necrose tumoral. Fonte: Finlay et al. (28).

As c-IAPI1 e 2 tém a caracteristica de induzir a sobrevivéncia através da via NF-
kB e, desta forma, acabam inibindo a atividade da caspase 8 (26). Além disso, essas IAP
inibem a apoptose pela interacdo direta com as caspases 9, 7 e 3 e pelo aumento da
degradagdo destas através do sistema ubiquitina-proteassoma (26). A XIAP ¢ a IAP que
apresenta maior poténcia em inibir a atividade de caspases via interacdo direta, sistema
ubiquitina-proteassoma e inibi¢do da formacao do apoptossoma (26). A XIAP também se
liga ao receptor de TGF- e aumentando a resposta celular ao fator de crescimento através
da sinalizagao NF-kB e JNK, induzindo a sobrevivéncia celular (27). Além disso, a XIAP
participa de processos necessarios para a expressao de citocinas € quimiocinas pro-
inflamatorias (12). A survivina inibe a sinalizacdo intrinseca e extrinseca de apoptose
através de interacdes cooperativas com outras IAP, ampliando os efeitos bioldgicos destas

(26).
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Pelo fato de as IAP participarem também da resposta inflamatoria, estudos
mostram que a inibi¢do dessas proteinas, principalmente c-IAP1/2 e XIAP reduz a
expressao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatodrias, atenuando a inflamagao (12,29).
Um estudo mostrou que ratos nocaute para o gene de c-IAP2 apresentaram redugdo de
lesdes ateroscleroticas, que coincidiu com aumento de apoptose de macrofagos, tanto em
estagios iniciais como avangados da doenca (30). Também foi encontrada menor
celularidade de macrofagos nas lesdes aterosclerdticas (30). Isso indica que as TAP
participam da fisiopatologia da aterosclerose, ¢ a inibi¢do destas sensibiliza os
macrofagos a apoptose, aumentando a eficiéncia da depuragdo de fagocitos na placa e

consequentemente atenuando a resposta inflamatoria e progressao da doenca (30).

Estudos mostraram que niveis circulantes de marcadores de apoptose se
encontram elevados em individuos com alto risco cardiovascular e sindrome metabolica
(31,32), IAM e angina instavel (33), fungdo ventricular esquerda reduzida (34) e
insuficiéncia cardiaca (35), sugerindo aumento da sinalizagdo pro-apoptdtica nessas
condigdes. Interessantemente, um estudo mostrou que mulheres no periodo pos-
menopausa submetidas a terapia hormonal com 17f-estradiol (E2) e noretisterona tiveram
redugdo dos niveis circulantes de ligante de Fas (FasL), sugerindo uma relaciao entre
estrogenos, apoptose e risco cardiovascular aumentado em mulheres ap6s a menopausa
(36). Portanto, a inibi¢do da apoptose pode ser cardioprotetora e as IAP representam um
potencial alvo terapéutico para tratamento das doencas cardiovasculares em mulheres no

periodo pds-menopausa (11,37,38).

III. O papel das células progenitoras endoteliais nas doengas cardiovasculares

A exposi¢do a diversos fatores de risco cardiovascular resulta em danos estruturais
e funcionais no endotélio, que podem abranger desde alteragdes metabolicas até a
apoptose de células endoteliais. Os vasos afetados perdem capacidade vasodilatadora
devido ao comprometimento da sintese de substincias vasoativas, assim como
apresentam uma rigidez devido a alteragdes estruturais, levando a um estado
vasoconstritor cronico que aumenta o risco de danos a microcirculacao de 6rgaos, reduz
a reserva de fluxo coronariano, e, a longo prazo, eleva a pressao arterial e o risco

cardiovascular (24,39).
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A integridade arterial pode ser restaurada através de mecanismos reparatorios
inerentes, que envolvem replicacdo celular e reposi¢do de células endoteliais
disfuncionais (24). As células endoteliais maduras existentes podem se replicar através
de processos mitoticos, porém com uma capacidade proliferativa muito baixa, visto que
sao células terminalmente diferenciadas. Outro mecanismo que leva ao reparo endotelial
¢ através das células progenitoras endoteliais (EPC) circulantes, que sdo células imaturas
que apresentam capacidade proliferativa alta de se diferenciarem em células endoteliais
maduras funcionais no processo de endotelizacdo quando essas aderem a superficie

lesionada do vaso (24).

As EPC sao definidas como um grupo heterogéneo de células derivadas da medula
Ossea e estdo presentes nas células mononucleares do sangue periférico (PBMC) em
diferentes estagios de diferenciagdo endotelial, tendo efeito de tropismo vascular
envolvido na reparagdo de danos endoteliais (39). As EPC da circulago se encontram em
estagios diferentes de maturagdo, que geralmente sdo divididos em dois grupos: as EPC
iniciais (menos diferenciadas) e tardias (mais bem diferenciadas). As EPC iniciais podem
ser caracterizadas através do fenotipo com formas de fuso, das unidades formadoras de
colonias (UFC), e a presencga de marcadores de superficie como CD31, CD34 e CD133.
Ja as EPC tardias expressam também o receptor 2 do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGFR2) — também chamado de receptor do dominio de inser¢do de quinase
(KDR) — e caderina vascular endotelial (CD144) e apresentam um formato de
paralelepipedo (39,40). Os niveis de maturacao afetam as fungdes desses dois grupos no
reparo vascular: as células menos diferenciadas apresentam uma proliferacao limitada e
sua fungdo estd principalmente a acdo paracrina secretando fatores de crescimento e
citocinas anti-inflamatérias, enquanto as células mais diferenciadas t€ém uma capacidade
proliferativa maior, sdo capazes de produzir 6xido nitrico (NO), de captar LDL acetilada

(LDLac), e formar estruturas capilares em matriz de membrana basal soluvel (39-41).

Em individuos saudaveis, as EPC correspondem a 0,0001-0,01% do total de
células na corrente sanguinea (42). A maioria das EPC se encontram na medula 6ssea
como células-tronco quiescentes, em um microambiente com baixa tensdo de oxigénio e
altos niveis de moléculas quimiotaticas (43). A mobiliza¢ao das células-tronco com
potencial de diferenciagdo em EPC da medula 6ssea ocorre através de estimulos como

hipdxia, trauma, exercicio fisico, estrogeno, ou citocinas (43). A migracao e mobilizacao
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das EPC estao relacionadas com a secrecao de fatores de crescimento como VEGF, fator
1 derivado de células estromais (SDF-1), fator de células-tronco (SCF) e fator 1 de
crescimento simile a insulina (IGF-1), que s3o liberados em resposta a lesdes. Citocinas
que estao associadas a resposta inflamatoria, como TNF-a, fator estimulador de colonias
de granulécitos-macrofagos (GM-CSF), fator estimulador de colonias de granulocitos (G-
CSF), interleucina (IL)-6 e IL-3 também deflagram respostas de recrutamento e
mobilizagdo de EPC, que se incorporam ao endotélio dos locais lesionados (43) (Figura

4).
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Figura 4. Mobilizagdo, recrutamento e incorporagéo e EPC no tecido isquémico. Fonte: Nova-Lamperti et al. (43).

A isquemia, caracteristica principal da DAC, induz a expressao do fator 1
induzivel pela hipoxia (HIF-1) em resposta a hipoxia aguda ou cronica. A ativacdo de
HIF-1 esta associada a respostas protetoras durante a isquemia. O fator de transcrigdo
HIF-1 ¢ um complexo dividido em duas subunidades: HIF-1a e HIF-1p. HIF-1p ¢
expressa de maneira constitutiva, enquanto a expressao de HIF-1a € regulada pela pressao
de oxigénio celular. Em uma situagdo de isquemia, a baixa pressao de oxigénio celular

induz a expressio de HIF-la, que, em células endoteliais, leva a sinalizagdo de

18



sobrevivéncia celular, aumento da expressao de VEGF e da angiogénese, sendo um
importante regulador da fung@o das células endoteliais (43). Em um estudo com modelo
de isquemia de membros foi observado que a regulacdo positiva de HIF-1a em EPC

promoveu diferenciagdo, proliferagao e migragao das células (44).

Estudos epidemioldgicos observacionais mostraram que a quantidade de EPC
circulantes estdo positivamente associadas com fun¢do endotelial mensurada pela
vasodilatacdo mediada por fluxo (FMD) (45) e inversamente associadas com fatores de
risco para DAC (46), e que também sdo preditoras de desfechos cardiovasculares,
mostrando que individuos com menores niveis apresentaram menor sobrevida (47,48).
Em relacdo a individuos saudaveis, menores niveis circulantes de EPC foram observados
em individuos com angina instavel e estavel (49), disfungdo erétil (50), e aterosclerose
(51). Alguns estudos intervencionais mostraram que a infusdo de EPC melhora a reserva
de fluxo coronariano apds IAM (52) e melhora fungdo endotelial apds refeigdo rica em
gordura (53). Um estudo mostrou que mulheres na pos-menopausa ¢ com DAC
apresentaram menores quantidades de EPC circulantes que mulheres na pés-menopausa
e sem a doenga, e que este Ultimo grupo apresentou quantidades maiores que homens
pareados por idade, evidenciando diferencas sexuais € o estado reprodutivo nas EPC
circulantes ¢ de como estas sdo influenciadas pela progressao da DAC (54). Esses
resultados mostram que as EPC sdo biomarcadores emergentes de fungao endotelial e um
possivel fator de risco cardiovascular, corroborando com os resultados de estudos pré-

clinicos.

1V.  Resveratrol, sirtuinas e potencial efeito nas doencgas cardiovasculares

Uma hipdtese que poderia explicar a diferenga do envelhecimento cardiovascular
e expectativa de vida na populacao feminina em relagdo a populagdo masculina € de que
existe um envolvimento diferenciado das sirtuinas nesse grupo. As sirtuinas sdo uma
familia de proteinas desacetiladoras de histona (HDAC) sensiveis a nutrientes e
dependentes de NAD™ (55). Estudos laboratoriais mostraram associagdo da expressdo e
atividade das sirtuinas com maior longevidade, reparo de danos do DNA e envolvidas
com processos fisiopatologicos e fisiologicos, como envelhecimento, resisténcia a
estresse celular, apoptose e inflamacgdo, além da regulagdo da biogénese mitocondrial e
ciclos circadianos (56). No estado de deplecdo energética celular ocorre aumento da

produ¢io de NAD", que catalisa as reagdes das sirtuinas (55). Assim, a restri¢do
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energética da dieta e substancias miméticas de restricao energética aumentam o pool de
NAD", levando a expressdo e ativagdo de sirtuinas, que apresentam diversos efeitos
metabolicos cardioprotetores (57-60). Os efeitos mais estudados em relacdo ao
metabolismo energético se devem principalmente a SIRT1 e SIRT3, as sirtuinas mais

estudadas.

A SIRTI1 fica localizada no nucleo celular, e sua expressao e atividade sao
controladas por diversos estimulos fisiopatologicos, fatores e cofatores de transcrigao e
modificagdes pos-translacionais (Figura 5). Seus efeitos no metabolismo glicidico estao
associados com o aumento da expressdo de receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma tipo gama (PPAR-y), fator de transcricdo que estd diretamente envolvido
com aumento da captacdo de glicose através da sintese de adiponectina e translocagdo do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) para as membranas celulares, aumentando,
entdo, a sensibilidade das células a insulina (56). A SIRT1 também modula o metabolismo
lipidico através do aumento da oxidagao de acidos graxos via ativagdo do PPAR-q, assim
como aumenta o transporte reverso de colesterol através da expressao de ABCAI1 e
ABCG1 e inibigao de LOX-1, restringindo a captagdo de LDL pelos macrofagos na tlinica
intima (56). A desacetilacdo de histonas associadas aos genes FOXOI, FOXO3a e
FOXO4 induzida pela SIRT1 resulta em modulacao do ciclo celular, aumento das defesas
contra espécies reativas de oxigénio pela indugdo da catalase e reducdo da apoptose via
aumento da expressdo de Bcl-2. A sinalizacdo de sobrevivéncia celular também ¢
aumentada pela desacetilagdio da p53. A expressio de SIRT1 também atenua o
encurtamento dos teldmeros, que causa significante reducao do envelhecimento celular

(56).
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Figura 5. Vias de sinalizagdo da SIRT1 no coragdo. SIRT1 modula a oxidagdo de acidos graxos, hipertrofia cardiaca,
apoptose, estresse oxidativo e autofagia através da desatilagdo de NF-«kB, Akt, Forkhead box class O (FoxO) e p53.
Fonte: Matsushima e Sadoshima (56).

A SIRTS3, localizada no interior das mitocondrias, exerce papel importante no
metabolismo energético e na apoptose. A expressao de SIRT3 induz a desacetilagdo de
FOXO3a, elevando a expressdo de catalase e superoxido dismutase (SOD). Através da
ativagdo da proteina mitocondrial ciclofilina D (CypD) pela SIRT3, a permeabilizacdo da
membrana externa da mitocondria ¢ inibida, neutralizando a sinalizagdo intrinseca da
apoptose (56). Outro efeito importante do aumento da atividade de SIRT3 ¢ a regulagao
da sinalizagdo pré-apoptotica através do aumento da expressao de Bcl-2, um importante

inibidor dessa via (56) (Figura 6).
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Figura 6. Vias de sinalizagdo da SIRT3 no coragéo. SIRT3 regula a abertura dos poros de transi¢cdo de permeabilidade
mitocontrial (mPTP), apoptose e sobrevivéncia celular, principalmente através da desacetilagdo de proteinas
mitocondriais, incluindo ciclofilina D (CypD), Ku70, e complexo I, independentemente da transcrigdo. SIRT3 também
desacetila FoxO, levando a regulagdo positiva de superdxido dismutase dependente de manganés (MnSOD) e catalase
e a inibicdo da hipertrofia cardiaca. Fonte: Matsushima e Sadoshima (56).

Evidéncias laboratoriais e clinicas sugerem que as sirtuinas apresentam efeito
cardioprotetor em mulheres, principalmente por compartilhar vias metabodlicas associadas
ao estrogeno. Em um estudo utilizando modelos de isquemia cerebral realizado em ratas
foi demonstrado que o estrogeno induz aumento da expressao e atividade de SIRTI e
AMPK de maneira dose-dependente em neurdnios. A ativagdo destas vias reduziu a
apoptose neuronal induzida pela privacao de oxigénio e glicose. Esses resultados sugerem
que o efeito protetor do estrogeno contra isquemia cerebral ocorre através da via
metabolica de SIRT1 (61). Em um estudo in vivo e in vitro, foi mostrado que SIRT1 é um
importante regulador da prote¢ao de cardiomidcitos mediada por estrogeno na hipertrofia
cardiaca de camundongos (62). Também foi observado que a administra¢do de estrogeno
diminuiu o estresse oxidativo e atividade de caspase-3 de maneira dependente da ativagao
de SIRTI, resultando em redugdo da apoptose de cardiomidcitos. A resposta de
hipertrofia cardiaca também teve uma reducdo substancial apds a ativacdo desta via
metabodlica (62). Considerando a influéncia do estrégeno nas sirtuinas citadas nos

trabalhos acima, um estudo realizado em tecidos cardiacos de doadores de 6rgdos sem
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doengas prévias demonstrou que a expressio de SIRTI, SIRT3 e AMPK em
cardiomidcitos de mulheres jovens em periodo fértil (de 17 a 40 anos) foi maior que em
mulheres mais velhas (de 50 a 68 anos), indicando provavel diminui¢ao da expressao ao
longo do envelhecimento (63). No grupo das mulheres mais velhas, também se observou
maior expressao de citocinas pro-inflamatorias e ativagao de NF-xB, menor expressao de
SOD e catalase, além de aumento de marcadores de disfun¢ao mitocondrial. No entanto,
essas diferengas relacionadas ao envelhecimento e da expressdo de SIRT1 e SIRT3 nao
ocorreram nos homens, sugerindo que as diferencas do risco cardiovascular entre os sexos
possam estar relacionadas com a expressao de sirtuinas no tecido cardiaco (63). Portanto,
as evidéncias sugerem que o envelhecimento e a menopausa se associam a menor
expressdo de SIRTI, resultando em maior risco cardiovascular. No entanto, ainda ha
necessidade de mais estudos para avaliar relagdo causal da expressao e atividade de
sirtuinas com doengas cardiovasculares em homens e mulheres ¢ suas alteragdes com o

envelhecimento e menopausa.

A indugdo de sirtuinas, especialmente a SIRTI, tem sido estudada para
reestabelecimento e manutencdo da funcdo endotelial (64). Evidéncias oriundas de
estudos laboratoriais mostram que a inibi¢do de SIRT1 contribui para a formacgao de
placas de ateroma e células espumosas, € que sua ativacao exerce um efeito de que inibe
a senescéncia das CMLV (65). Além disso, a deficiéncia de SIRT1 em camundongos
induz uma malformagao cardiovascular que reduz a expectativa de vida dos animais (66),
visto que a SIRT1 ¢ indispensavel para a sobrevivéncia de cardiomidcitos por neutralizar
lesdes de isquemia-reperfusao (67), além de retardar a progressao da aterosclerose através

da melhora da fun¢do de células endoteliais (68).

Por ser uma enzima desacetilase dependente de NAD", a SIRTI ¢ capaz de
influenciar a homeostase endotelial através de diversos alvos. A SIRT1 previne a
senescéncia induzida por estresse e disfungdo das células endoteliais através da
desacetilacdo de p53, além de promover a proliferacdo e aumentar a sobrevivéncia das
células através de LKB1 (64). A SIRT1 também contribui para a sobrevivéncia das
células endoteliais através da indugdo da biogénese mitocondrial através da ativacao dos
fatores de transcrigdo co-ativador-la do PPAR-y (PGC-1a), fator respiratdrio nuclear 1
(NRF1) e 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), que acabam inibindo a apoptose

intrinseca (64). A SIRT1 também pode contribuir para melhor fun¢ao endotelial e
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vasodilatagdo através da inibicao do estresse oxidativo e reducdo da resposta inflamatoéria
no endotélio. Em condig¢des in vivo e in vitro, a ativagdo de SIRT1 causa a formacgao de
um complexo com fator de transcricdo Forkhead Box 3 (FOXO3), levando a translocagdo
deste ultimo para o nucleo e a sua ligagao na regido promotora da superéxido dismutase
dependente de manganés (MnSOD), aumentando a expressao deste antioxidante e, por
fim, gerando resisténcia ao estresse oxidativo (69,70). SIRT1 também inibe NF-xB por
desacetilacdo direta da subunidade p65 do fator de transcricdo ou ativando AMPK e
PPARa, que por sua vez também apresentam agdo de inibicdo da via do NF-kB e a
subsequente geragdo de espécies reativas de oxigénio (64). A vasodilatagdo arterial
causada pela geracao de 6xido nitrico (NO) também é modulada por SIRT1, que tem
como um dos alvos de desacetilacdo e fosforilagdo a 6xido nitrico sintase endotelial

(eNOS) (71).

Apesar de as evidéncias mostrarem o efeito da SIRT1 na vasodilata¢ao e fungao
endotelial, a literatura é escassa em relacdo a estudos clinicos na areca. Um estudo
demonstrou que o aumento de SIRT1 sérica por restri¢do energética ndo foi associada ao
FMD, mas foi associado independentemente a maior vasodilatagdo mediada por
nitroglicerina (NMD) em homens e mulheres sem evento cardiovascular prévio,
sugerindo, entdo, uma melhor fun¢do vascular ndo mediada pelo endotélio (72). A
ativagdo simpatica cronica, mensurada pela noradrenalina plasmatica, leva a um estado
vasoconstritivo e € associada independentemente com menor vasodilatagdo mensurada
por FMD, refletindo menor funcao endotelial (73—75). No estudo previamente citado
(72), também foi mostrado que o tratamento com resveratrol (500 mg/dia) aumentou a
concentragdo plasmadtica de SIRT1 de maneira semelhante restricdo energética (dieta de
1000 kcal/dia), e que esse aumento foi associado, em ambos 0s grupos, com uma reducao
de noradrenalina plasmadtica, mas sem associagdes significativas da com FMD. Um outro
estudo avaliou a influéncia de um ativador de SIRT1, SRT2104, na funcao endotelial de
tabagistas. Apesar da melhora do perfil lipidico com a intervencao, refletida por redugdes
de colesterol total, LDL-c e triglicérides, ndo houve diferencgas nos pardmetros de fun¢do

endotelial e vasodilatagdo em relagao ao grupo placebo (76).

A particula de HDL ¢ capaz de restaurar a funcdo endotelial através do aumento
da biodisponibilidade de NO e, consequentemente, aumentar o FMD (77). Um estudo

realizado em mulheres com DAC precoce mostrou que o aumento da concentragao sérica
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de SIRTI1 e reducdo de IMC causada pela restrigdo energética alterou a composi¢ao
lipidica de particulas de HDL, com marcada reducdo de colesterol livre e fosfolipides das
particulas (78). Essa alteracdo da composic¢ao lipidica estd associada com uma melhora
da fluidez da membrana das particulas de HDL e reduz a oxidagdo da lipoproteina,
melhorando sua funcao cardioprotetora (79-81). No entanto, ndo foi avaliada funcao

endotelial nesse estudo.

Essas evidéncias sugerem que o aumento da expressao de SIRT1 estd associada a
melhores parametros cardiometabolicos, porém, a sua influéncia na funcao endotelial
ainda permanece incerta. Existem criticas quanto ao uso de medidas de reatividade
vascular para individuos com risco moderado e baixo, devido a reduzida capacidade

preditiva na preven¢ao primaria, além de ser dependente do observador (82).

Um dos principais ativadores de sirtuinas conhecidos na literatura ¢ o resveratrol.
O resveratrol (3,5,4’-trihidroxi-trans-estilbeno) ¢ uma fitoalexina e polifenol encontrado
naturalmente em uvas, cacau, morango, tomate, amendoim, soja, lipulo, amora,
framboesa e mirtilos (83). O resveratrol tem como principais proteinas alvo a SIRT1 e o
co-ativador-1a do PPAR-y (PGC-1a), causando respostas que levam a melhora da fungao
metabdlica da célula, como melhora da funcdo mitocondrial, reducao do estresse redox,

aumento da sensibilidade a insulina e indu¢do da B-oxidacdo de acidos graxos (84).

Evidéncias também apontam que o resveratrol apresenta importante atividade
anti-inflamatoria (84). Em células T ativadas, o resveratrol diminui a resposta
inflamatoria através da inducdo da apoptose e inibi¢do da secrecdo de TNF-a, IFN-y, IL-
2, IL-9, IL-12, IL-17, proteina-1a inflamatoria de macrofagos (MIP-1a) e proteina-1
quimiotatica de monocitos (MCP-1) (84). O resveratrol também diminui a resposta
inflamatoria através da interacdo com o metabolismo de dcidos graxos poli-insaturados.
Ao se ligar ao sitio ativo da ciclooxigenase-2 (COX-2), o resveratrol impede a ligacao
desta com o acido araquiddonico, causando reducdao da sintese dos metabolitos pro-
inflamatérios do acido graxo como leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas de série
par (84). Além disso, o resveratrol diminui a expressao de COX-2 através da prevengao
da fosforilacao da IxkBa e da MAPK, quinases que regulam os complexos dos fatores de
transcrigdo NF-kB e proteina ativadora 1 (AP-1) (84). Com a inibi¢ao desses fatores de

transcri¢do ocorre a redugao da resposta inflamatoria.
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A homeostase redox ¢ rigorosamente regulada por diversos mecanismos
bioquimicos, e o desbalanco entre oxidagdo e defesa antioxidante ¢ caracteristico da
fisiopatologia das DCV. O estresse redox ¢ o principal responsavel pela morte celular e
pelo comprometimento da funcdo cardiaca durante a lesdo por isquemia e reperfusao
prolongada e posterior remodelamento tecidual (85). Evidéncias experimentais mostram
que o resveratrol atua reduzindo o estresse redox causado pela lesdo por isquemia e
reperfusdo, amenizando as lesdes causadas no tecido cardiaco (85). O efeito
cardioprotetor do resveratrol nas lesdes por isquemia e reperfusao ¢ atribuido a indugao
de sinalizagdo de sobrevivéncia celular através do aumento da expressao de Bcl-2 e Akt,
inibindo a apoptose e lesdo miocardica (86). A resposta de sobrevivéncia celular também
¢ parcialmente atribuida a indugdo da autofagia através da via mTOR (87). Outras
evidéncias apontam que o resveratrol reduz a inflamagao vascular através da inducao da

autofagia (88).

Apesar de os inimeros mecanismos dos potenciais efeitos positivos do resveratrol
na saude cardiometabolica, as evidéncias clinicas ainda sdo inconsistentes. Estudos
mostram que a suplementagdo de resveratrol reduziu pressdo arterial, glicemia,
triglicérides, LDL-c e aumentou HDL-c e sensibilidade a insulina (89). Essas alteragdes
poderiam estar relacionadas ao aumento das expressoes génica e proteica de SIRT1, que

foram resultados de ensaios clinicos prévios (58,59).

O resveratrol também modula a funcao endotelial, visto que aumenta a SIRTI e
esta induz a expressdao da eNOS, aumentando a sintese de NO. O NO, por sua vez, atua
como mensageiro do sistema nervoso central como inibidor da medula ventrolateral
rostral e consequentemente reduz a atividade simpatica, resultando em maior
vasodilatacdo e diminui¢ao do risco cardiometabolico (90). Foi demonstrada uma reducao
de noradrenalina plasmatica com suplementacao de 500 mg de resveratrol por 30 dias em
adultos saudaveis, mas sem alteracdes nos valores de FMD (72). Por outro lado, outros
estudos mostraram eficacia do resveratrol em aumentar a vasodilatagdao da veia safena e
artéria mamaria interna em pacientes que realizaram bypass coronario (91), aumentar a
vasodilatagdo da artéria braquial em idosos com algum grau de intolerancia a glicose (92)
e melhorar parametros de rigidez arterial e estresse oxidativo em pacientes com diabetes

tipo 2 (93).
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Meta-analises utilizando ensaios clinicos mostraram que a suplementacdo de
resveratrol ndo teve efeito nos lipides plasmaticos, pressao arterial e glicemia (94,95),
porém quanto aos pardmetros antropométricos houve beneficios (96,97). Alguns estudos
também mostraram auséncia de efeitos no metabolismo glicidico e até piora do perfil
lipidico (58-60). No entanto, ha diferencas relevantes nos estudos quanto a dose de
resveratrol utilizada, pacientes incluidos no estudo, tempo de seguimento, e
biomarcadores utilizados. Portanto, destaca-se a necessidade de ensaios clinicos mais

robustos para o estudo dos efeitos do resveratrol nas doengas cardiovasculares.

V.  Justificativa do estudo

As mulheres apresentam aumento do risco cardiovascular apés a menopausa,
possivelmente devido ao declinio de estrogenos caracteristico do processo. No entanto, a
terapia de reposicdo hormonal isoladamente ndo reduz o risco, muito provavelmente a
outros mecanismos estarem associados com a menopausa. A literatura mostra que as EPC
se encontram reduzidas em mulheres na pés-menopausa, € que estas apresentam, além
disso, niveis mais elevados de marcadores pro-apoptdticos, sugerindo uma disfun¢do
endotelial associada a menopausa. Além desses marcadores, a literatura aponta que a
expressao de SIRTI1 também declina com o processo. Como estudos apontam que a
SIRT1 também est4d associada com maior fun¢do endotelial e reducao de apoptose, a
restauracdo desse eixo através do ativador de SIRTI resveratrol possa modular a

homeostase endotelial em mulheres na pds-menopausa com DAC estabelecida.
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2. OBJETIVO

O desfecho primario do presente estudo ¢ analisar os efeitos de 90 dias de
suplementagdo didria de 1g de resveratrol sobre a SIRTI e a quantidade de células
progenitoras endoteliais (EPC) circulantes em mulheres com doenga arterial coronaria

cronica no periodo da pés-menopausa.

Além do objetivo principal, o presente estudo tem os seguintes objetivos

secundarios:

I.  Avaliar a associagdo da expressdo proteica de SIRTI e SIRT3 com EPC
circulantes.
II. Avaliar a associagdo de EPC circulantes com IAP.
III.  Avaliar o efeito do resveratrol em marcadores circulantes de inflamagao e funcao
endotelial e a associacdo destes com EPC.
IV.  Avaliar a associagao de EPC circulantes e expressao de IAP, SIRT1, SIRT3 com
marcadores antropométricos (circunferéncia de cintura, indice de massa corporal

e pregas cutaneas), perfil lipidico, glicemia.
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3. METODOLOGIA

1.  Delineamento do estudo

Ensaio clinico randomizado, duplo-cego, paralelo e controlado por placebo, com
intervenc¢do de 90 dias de suplementagdo diaria de 1g trans-resveratrol (resveratrol), em
que foram incluidas mulheres no periodo pés-menopausa e com DAC cronica tratadas na
Unidade Clinica de Coronariopatias Cronicas do InCor-HCFMUSP. As pacientes foram
randomizadas de maneira simples em dois grupos, controle e resveratrol, através de
sequéncias geradas pelo software SPSS versao 20.0 (Figura 7). Apds a triagem, pacientes
com critérios de elegibilidade foram incluidas no estudo apds a aplicagdo do termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Entdo, as participantes tiveram uma consulta nutricional, em que foram realizadas
a avaliagdo nutricional clinica, coleta de sangue para andlises laboratoriais e o
recebimento de orientagdes para tomar duas capsulas contendo 500mg de resveratrol ou
placebo por 90 dias. Apos esse periodo houve a fase final da ultima consulta nutricional

e de coleta de dados, finalizando a intervencao.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), com o numero (CAAE:
61901722.6.0000.0068) e registrado na plataforma Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos (ReBEC), com o cdédigo RBR-7d7cycj, podendo ser encontrado no site
https://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-7d7cyc;j.
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Pacientes triadas
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Pacientes do estudo repostas
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por razdes pessoais
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Grupo Resveratrol e Grupo Controle
(n=7) Avaliagéo final (n=13)

Figura 7. Desenho do estudo.

11 Critérios de inclusdo

Os critérios de inclusdo foram: mulheres na pés-menopausa (mais de um ano de
amenorreia); idade >55 anos; DAC cronica estavel documentada pela
cineangiocoronariografia com pelo menos uma lesdo coronaria com >50% de reducdo do

lamen vascular; e IMC entre 22 e 35 kg/m?.

111 Critérios de exclusdo

Os critérios de exclusdo foram: dislipidemia com TG >500 mg/dL e colesterol
total >300 mg/dL; sindrome coronariana aguda nos ultimos 6 meses antes da inclusdo;
doenca cardiaca congénita; cirurgia nos ultimos 6 meses antes da inclusdo; doenga renal
cronica estagios 3a ou maior (taxa de filtragio glomerular entre 45-59 mL/min/1,73m?),
insuficiéncia hepatica, doengas genéticas, hematologicas, reumaticas, respiratdrias ou
metabolicas clinicamente significantes que possam colocar as pacientes em perigo

durante o estudo.
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1V.  Intervencdo do estudo e avaliacdo nutricional clinica

O resveratrol foi administrado por via oral em dose didria de 1g divididas em 2
capsulas de 500mg, sendo uma administrada na parte da manha e a outra de noite pelo
menos uma hora antes ou depois de qualquer refeicdo e/ou medicamento. O resveratrol
de alta pureza (>98% trans-resveratrol) foi manipulado pela farmécia de manipulagdo
Formularium (Pinheiros, Sao Paulo, SP, Brasil). Como placebo, capsulas contendo amido
foram utilizadas. As pacientes foram orientadas a devolver, na tltima consulta do estudo,
as capsulas que ndo foram utilizadas durante o periodo para calculo de adesdo ao

tratamento.

A avaliagdo nutricional clinica consistiu em anamnese, inquéritos dietéticos,
avaliacdo antropométrica, niveis de atividade fisica, assim como sintomas relatados pelas

participantes apds a intervengao.

a. Anamnese

Para cada paciente foi aplicado um questionario estruturado que abordou as
seguintes variaveis: idade, histéria clinica atual, antecedentes familiares de doengas
cronicas ndo-transmissiveis, uso de medicamentos e de suplementos alimentares e

possiveis sintomas relatados ao final do estudo.

b. Inquéritos dietéticos

A avaliacdo dietética sera realizada pela aplicacdo de um recordatorio alimentar

de 24 h (R24h) de um dia da semana para estimar o consumo habitual.

A energia, os macronutrientes (proteinas, lipides e carboidratos), fibras, acidos
graxos e colesterol da dieta foram analisados utilizando a Tabela de Composi¢do de

Alimentos Tucunduva (98).

c. Antropometria

Os parametros antropométricos que mensurados foram: peso, estatura,

circunferéncia de cintura, circunferéncia de brago, e composi¢do corporal.

A analise de composi¢do corporal foi realizada através de técnicas de plicometria

através do Adipometro Cientifico Classic, com pressdo de 9,8 g/mm?, precisio de 0,5 mm
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e limite maximo de 65 mm (Sanny®, Sdo Bernardo do Campo, Sdo Paulo, Brasil). Foram
coletadas as dobras cutaneas bicipital (DCB), tricipital (DCT), subescapular (DCSE) e
suprailiaca (DCSI) para calculo da soma das 4 dobras e para predi¢ao de gordura corporal
(GC). A predicao da GC sera realizada através do calculo da densidade corporal usando

a equagao de Durnin e Womersley (99) para mulheres abaixo:
D =A—B X log,o(DCT + DCB + DCSE + DCSI) ,

Onde D = densidade corporal, A e B = coeficientes determinados de acordo com idade e

sexo mostrados na tabela abaixo:

Tabela 1. Coeficientes para o calculo da densidade corporal, segundo a equagdo de Durnin

& Womersley (99).
Idade (anos) Coeficiente A Coeficiente B
17a19 1,1549 0,0678
20a29 1,1599 0,0717
30239 1,1423 0,0632
40 a 49 1,3333 0,0612
>50 1,1339 0,0645

A conversdo da estimativa de densidade corporal em porcentagem de GC sera

feito utilizando a seguinte equacao proposta por Siri (100):

)

95
%GC = (T) —45x 100

A circunferéncia de bragco (CB) foi avaliada e também utilizada para estimar a
massa muscular, foi calculada a circunferéncia muscular do brago (CMB) a partir dos

dados de circunferéncia de braco (CB) e dobra cutanea tricipital (DCT) (101).

Também foi avaliada a espessura do musculo adutor do polegar como medida de

reserva proteica (102).
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d. Nivel de atividade fisica

Para avaliacdo do nivel de atividade fisica, foi aplicado o Questionario
Internacional de Atividade Fisica (IPAC) versao curta, que foi validado previamente para
a populagao brasileira (103). Para classificagdo da atividade fisica, foram utilizados um

dos seguintes critérios para cada nivel:

e Muito ativo: atividade fisica vigorosa > 5 dias por semana ¢ > 30 minutos por
sessdo; atividade fisica vigorosa > 3 dias por semana e > 20 minutos por sessio e
atividade moderada e/ou caminhada > 5 dias por semana ¢ > 30 minutos por
sessao.

e Ativo: atividade fisica vigorosa > 3 dias por semana ¢ > 20 minutos por sessio;
atividade moderada ou caminhada > 5 dias por semana e > 30 minutos por sessao;
ou qualquer atividade somada de > 5 dias por semana ¢ > 150 minutos por semana
de caminhada, atividade moderada e atividade vigorosa.

e Irregularmente ativo: tipo A — realiza atividade fisica por pelo menos 10 minutos,
mas ndo atinge critérios de Ativo (5 dias por semana ou 150 minutos por semana);
tipo B —ndo atinge os critérios da categoria A.

e Sedentario: ndo realiza atividades fisicas por pelo menos 10 minutos continuos

durante a semana.

V.  Anadlises laboratoriais

Apbs um jejum de 8 a 12 horas, 60 mL de sangue foram coletados de cada
paciente. O sangue total foi centrifugado a 1000 g durante 15 minutos a 4°C para
separacao do plasma ou soro. Dos 60 mL, 40 mL foram coletados em tubos de heparina
para analises de EPC em citometro de fluxo. Todas as amostras foram distribuidas de

acordo com o nimero de analises € armazenadas a -80°C até o momento das analises.

a. Glicemia e perfil lipidico

As concentragdes de glicose, colesterol total, HDL-c, LDL-c, triglicérides, foram
determinadas por métodos usados em rotina hospitalar do Laboratorio de Andlises

Clinicas do Incor/HC-FMUSP.
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b. Inflamacao e disfungdo endotelial

A determinacdo das concentragdes plasmaticas de proteina C-reativa (PCR) foram
realizadas por métodos de rotina hospitalar do Laboratorio de Analises Clinicas do

Incor/HC-FMUSP.

No soro, também foram avaliados por ensaios imunoenzimaticos, através de kits
ELISA (com seus respectivos codigos de compra), molécula de adesao celular vascular-
1 (VCAM-1) (ab223591), calgranulina C (S100A12) (ab282299), interleucina (IL)-6
(ab178013), IL-1B (ab214025), IL-10 (ab185986), fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
(ab181421), receptor 2 de TNF-o (TNFR2) (ab260061), proteina quimiotatica de
mondcitos-1 (MCP-1) (ab179886), fator estimulador das colonias de granulodcitos e
macrofagos (GM-CSF) (ab100529), metaloproteinases-9 (MMP-9) (ab246539), fator de
células-tronco (SCF) (ab176109), e fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
(RK00023). Todos os kits foram comprados da Abcam (Cambridge, Reino Unido), com
exce¢do do VEGF, que foi comprado da Abclonal (Massachusetts, EUA).

c. Sirtuinas

As concentracdes séricas de SIRT1 (RK04258 Abclonal, Massachusetts, EUA) e
SIRT3 (ab314347, Abcam, Cambridge, Reino Unido) foram avaliadas através do ensaio

imunoenzimatico com kit ELISA.

d. Marcadores de apoptose

Para avaliar marcadores de apoptose e IAP, foram quantificados os parametros
circulantes no soro por meio de ensaios imunoenzimaticos: caspase-3 (ab285337),
caspase-9 (ab119508), c-IAP2 (ab314836), Bcl2 (ab119506), survivina (ab183361),
XIAP (ab155446) e citocromo C (RK00061). Todas foram compradas da Abcam
(Cambridge, Reino Unido), com exce¢do do citocromo C, que foi comprado da Abclonal

(Massachusetts, EUA).

e. Outros marcadores séricos

Também foram avaliados, através de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), os
seguintes marcadores séricos: receptor de produtos de glicacdo avangada (RAGE)

(ab309111), angiopoietina(Ang)-2 (ab99971), norepinefrina (ab287789), adiponectina
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(ab314604) e leptina (ab179884). Todos foram comprados pela Abcam (Cambridge,
Reino Unido).

f- Isolamento e criopreservacgdo de células mononucleares do sangue periférico

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas por
centrifugacdo em gradiente de densidade utilizando Ficoll-Hypaque (Amersham
Bioscience, Sunnyvale, CA, EUA). Apés centrifugacao a 800 x g durante 30 minutos, a
camada de células mononucleares foi recolhida, ressuspedida em solugao salina e lavada
duas vezes. As cé¢lulas foram entdo ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute; Sigma, Missouri, EUA) e criopreservadas a uma concentragdo de 1 x
10¢ células/mL em uma solugdo de congelamento contendo 90% de soro fetal bovino
inativado por calor (FBSi; Imunoquimica, Rio de Janeiro, Brasil) e 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma, Missouri, EUA). As amostras foram armazenadas em

nitrogénio liquido até o uso.

g. Descongelamento celular e andlise de viabilidade

As PBMC criopreservadas foram rapidamente descongeladas em banho-maria a
37 °C e imediatamente transferidas para tubos contendo meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de FBSi. A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de exclusdo com

azul de tripano (Merck Millipore, Massachusetts, EUA).

h. Analise de células progenitoras endoteliais circulantes por citometria de fluxo

As células progenitoras endoteliais (EPC) foram analisadas por citometria de
fluxo utilizando os seguintes anticorpos conjugados com fluorocromo: anti-CD34 PerCP-
Cy5.5 (RUO), anti-KDR/VEGFR-2 PE (clone 89) e anti-CD45 FITC (clone 2D1), todos
obtidos da BD Biosciences (California, EUA). As amostras foram analisadas em um
citometro de fluxo FACSCanto II (Becton & Dickinson), com a aquisicdo de
aproximadamente 400.000 eventos, selecionando células CD45-negativas. A aquisi¢ao e
analise dos dados foram realizadas utilizando o software FlowJo (versdao 10.10; Becton
Dickinson & Company, CA, EUA). As EPC foram definidas como células CD34*/KDR*
dentro de um amplo gating abrangendo populagdes de linfocitos e monocitos, restritas a
fracdo de células CD45" (Figura 8). A viabilidade celular também ser4 avaliada durante

o teste com o kit BD Horizon Fixable Viability Stain 450 (FVS 450).
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O resultado foi expresso como uma porcentagem de células CD34+/KDR+ em

relacdo ao nimero total de leucocitos.

Gating Gating naregiao R4 (Pré) Gating na regido R4 (Pés)

: AR - a1 Qz at Qz

033 0,16 1,10 0,086
— = =
2] ) =1
3 E b
b= a o

© + +

Q o -4
n a [=]
] X x

.-E Q4 Q3 Q4 Q3

7] 98,4 1,16 98,1 0,67

Forward Scatter (FSC) CD34*PERCP-CY5.5 CD34*PERCP-CY5.5

Figura 8. Expresséo superficial de CD34*/KDR*/CD45-de PBMC de um individuo.
VI.  Andlises estatisticas

O célculo do tamanho amostral foi feito usando como base um estudo que avaliou
a quantidade circulante de CD34"/KDR " ap6s intervengdo com estatinas (104). O nimero
de individuos para cada um dos 2 grupos foi de 5 pacientes, totalizando 10 pacientes no

estudo, tendo um poder de teste de 0.800 utilizando um nivel de significancia de p < 0.05.

As andlises estatisticas foram conduzidas através de testes ndo-paramétricos por
causa do pequeno tamanho amostral. As variaveis foram descritas de acordo com medidas
de dispersdo central (mediana e intervalo interquartil (IIQ)) para varidveis continuas e

frequéncia e porcentagem para variaveis categoricas.

As diferengas intragrupos (pré e pos-intervengao) foram avaliadas através do teste
pareado de Wilcoxon, e a comparagdo intergrupos foi realizada através do teste U de
Mann-Whitney para grupos independentes usando as variagdes (deltas — A, ou seja, pos
— pré) dos parametros analisados e as variaveis do tempo basal para verificar diferencas

dos efeitos e diferencas basais entre os grupos.

Para verificar o efeito da intervencao nos desfechos e suas associagdes com
covaridveis, regressoes lineares multiplas foram aplicadas utilizando o método de entrada
forcada para a covaridvel categorica “intervencdo” (0 = placebo, 1 = resveratrol) e o
método stepwise para a modelagem com as outras covariaveis. As varidveis dependentes
utilizadas foram as variagdes (A) das principais varidveis do estudo, como: SIRTI,
SIRT3, CD34'/KDR", cIAP2, Bcl-2, survivina, XIAP, caspase 9, caspase 3 e citocromo

C. Como varidveis independentes, além de todas as varidveis acima listadas, foram
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utilizadas as variaveis: idade; pressoes arteriais sistolica e diastélica; frequéncia cardiaca;
LDL-c; HDL-c; triglicérides; glicose; PCRus; %GC; IL-1B; IL-6; IL-10; TNF-q;
sTNFR2; S100A12; MMP-9; VEGEF; leptina; adiponectina; norepinefrina; GM-CSF;
SCF; MCP-1; angiopoietina 2. O modelo final reportado foi selecionado utilizando como
critérios o melhor R? ajustado sem grandes diferengas para o R%; o maior valor F da
ANOVA; e o limite maximo de 4 varidveis independentes para evitar o overfitting € o

underfitting do modelo.

Posteriormente, foi aplicada uma analise de mediacao causal através do método
Baron & Kenny (105) para verificar se as variaveis dos modelos de regressdo descrito
acima atuam como mediadoras do efeito do resveratrol na variavel de desfecho do estudo.
O efeito direto do resveratrol (c’) € o efeito do resveratrol (varidvel independente, X)
sobre o desfecho (varidvel dependente, Y) obtido em uma regressao linear multivariada
com método de entrada forcada utilizando as covariaveis dos modelos reportados
anteriormente, representado pelo coeficiente B. Assim, o efeito direto é representado pela

seguinte equagao:

c’
Efeito direto = X->Y

O efeito direto (¢’) do resveratrol pode estar sendo mediado por outras varidveis,
chamadas de mediadoras (M). As variaveis mediadoras (M) podem exercer um efeito
sobre o desfecho () e o resveratrol pode modular a varidvel dependente (Y) através de
seu efeito nas varidveis mediadoras (a). Assim, o efeito indireto é representado pela

seguinte equacao:

a b
Efeito indireto =X ->M->Y

O efeito do resveratrol (X) sobre as varidveis mediadoras (M) ¢ representado pelo
a, sendo o coeficiente B de uma regressdo simples com cada varidvel do modelo (se
houver mais de uma possivel mediadora, entdo havera al, a2, etc.). O efeito das possiveis
variaveis mediadoras (M) sobre a variavel dependente Y ¢é representado pelo b, e este € o
coeficiente B das mediadoras (M) obtido na regressao multipla. Para calcular o efeito

indireto do resveratrol, temos a seguinte equagao:
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Efeito indireto = a * b

Para avaliar a significancia do efeito, foi aplicado o teste de Sobel, onde ¢

calculado o valor z, calculado pela seguinte equacao:

B ax*b
Vb2SE? + a%SE}?

VA

Para todas as analises foi utilizado o nivel de significancia bicaudal p < 0,05. As

analises estatisticas foram realizadas através do software SPSS versdo 20.0.
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4. RESULTADOS

Quatrocentas e noventa e oito pacientes do ambulatdrio eram elegiveis para o estudo.
Destas, 455 apresentaram algum critério de inclusdo ou se recusaram a participar do
estudo, e as outras 43 pacientes foram incluidas no estudo apos assinatura do TCLE. No
entanto, 20 pacientes desistiram de participar ou nao responderam mais as tentativas de
contato para marcar a consulta inicial do estudo. Vinte e trés pacientes foram alocadas
para os grupos resveratrol (n = 10) ou placebo (n = 13), porém uma paciente do grupo
resveratrol apresentou uma infecg¢ao grave e veio a 0bito alguns dias depois da primeira
consulta e outras duas abandonaram o estudo ap6s o tratamento. Ao todo, 20 pacientes
terminaram o estudo, sendo 7 do grupo resveratrol e 13 do grupo placebo (Figura 1).

Todas as pacientes apresentaram uma adesao ao tratamento superior a 80%.

A maioria das pacientes apresentaram DAC triarterial e comorbidades em ambos os
grupos (Tabela 2). A dieta e atividade fisica foram mantidas ao longo do estudo (Tabela
3). As caracteristicas basais ndo diferiram entre os grupos, com exce¢do de HDL-c (p =

0,014; ndo mostrado) e S100A12 (p = 0,024; ndo mostrado) (Tabela 4).

Ao final do estudo, observou-se um aumento na frequéncia cardiaca (p = 0,027), bem
como nas proteinas inibidoras da apoptose sérica cIAP2 (p = 0,018) e Bcl-2 (p = 0,043)
no grupo resveratrol. Embora ndo tenha havido reducao estatisticamente significativa no
XIAP (p =0,068) no grupo resveratrol, foi detectada uma diferenca significativa entre os
grupos nas variagdes desse marcador (p = 0,047), indicando que o resveratrol reduziu os
niveis séricos de XIAP significativamente em comparacdo ao grupo placebo. As
variagdes do VEGF sérico também diferiram significativamente entre os grupos (p =
0,029); no entanto, a maioria das medigdes desse marcador estava abaixo do limite de
deteccao, dificultando a interpretagdo do efeito real do resveratrol sobre esse marcador

(Tabela 4).

O efeito do resveratrol nos desfechos ajustado pelas covaridveis através de modelos
de regressao linear multipla foi avaliado (Tabela 5). Nao houve efeito significativo do
resveratrol na SIRT1 (p = 0,395) e SIRT3 séricas (p = 0,158). No entanto, a survivina (p
=0,001) e a norepinefrina foram preditoras significativas de SIRT1, assim como a XIAP
(p < 0,001) e a adiponectina (p = 0,002) foram preditoras significativas de SIRT3. A

interven¢do com resveratrol reduziu significativamente as células CD34"/KDR"*
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circulantes (p < 0,001) quando ajustada para o STNFR2 (p < 0,001), HDL-c (p = 0,002)
e XIAP (p = 0,002). Quanto aos marcadores de apoptose, o resveratrol demonstrou
diminuir a caspase 9 sérica (p = 0,031) quando ajustada para a proteina C reativa (p <
0,001), TNF-a (p <0,001) e idade (p = 0,001). J& o efeito do resveratrol na cIAP2 perdeu
a significancia estatistica quando ajustado por Bcl-2 (p = 0,816), assim como a Bcl-2,
quando ajustado por S100A12, cIAP2 e MCP-1 (p = 0,991). Nao houve efeito
significativo sobre os outros marcadores. Também ndo foram observados efeitos de

mediacao estatisticamente significativos em nenhum resultado (Tabela 6).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas das participantes.

Placebo (n =13)

Resveratrol (n =7)

Varidveis Frequéncia % Frequéncia %
Caracteristicas clinicas

Classificagdo da DAC

Uniarterial 1 7,7 0 0,0
Biarterial 1 7,7 0 0,0
Triarterial 11 84,6 7 100,0
Consumo de dlcool 1 7,7 1 14,3
Tabagismo

Tabagista 3 23,1 2 28,6
Ex-tabagista 2 15,4 2 429
Comorbidades

Doenga renal cronica 1 7,7 1 14,3
Artrite reumatéide 1 7,7 0 0,0
Diabetes melito tipo 1 1 7,7 0 0,0
Diabetes melito tipo 2 3 23,1 2 28,6
Insuficiéncia cardiaca 1 7,7 2 28,6
Lupus eritematoso sistémico 0 0,0 1 14,3
Acidente vascular encefalico 1 7,7 1 14,3
Medicacdes

Bloqueadores dos canais de cdlcio

Amlodipino 8 61,5 6 85,7
Agentes antiplaquetarios

AAS 12 92,3 7 100,0
Clopidogrel 13 100,0 7 100,0
Beta-bloqueadores

Carvedilol 3 23,1 1 14,3
Atenolol 9 69,2 5 71,4
Metoprolol 1 7,7 0 0,0
Inibidores da ECA

Enalapril 3 23,1 3 42,9
BRA

Losartan 9 69,2 3 42,9
Estatinas

Atorvastatin 13 100,0 7 100,0
Diuréticos

Hidroclorothiazida 4 30,8 2 28,6
Clortalidona 1 7,7 0 0,0
Furosemida 1 7,7 1 14,3
Espironolactona 2 15,4 0 0,0
Hipoglicemiantes

Metformina 6 46,2 5 71,4
Glicazida 5 38,5 5 71,4
Insulina 3 23,1 0 0,0
Dapagliflozina 2 15,4 3 42,9
Vasodilatores

Propranolol 1 7,7 1 14,3
Dinitrato de isossorbida 4 30,8 1 14,3
Mononitrato de isossorbida 3 23,1 1 14,3
Antilipémicos

Ezetimiba 2 15,4 0 0,0
Agonistas alfa-1-adrenérgicos

Clonidina 1 7,7 0 0,0
Inibidores da bomba de protons

Omeprazol 9 69,2 4 57,1
Outras medicagoes

Metotrexato 1 7,7 0 0,0
Colchicina 1 7,7 0 0,0
Bromazepam 1 7,7 0 0,0
Anmitriptilina 1 7,7 0 0,0
Sertralina 1 7,7 0 0,0
Domperidona 1 7,7 0 0,0
Gabapentina 1 7,7 0 0,0
Paroxetina 1 7,7 0 0,0
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Tabela 3. Caracteristicas nutricionais basais e pos-tratamento.

Placebo (n =13)

Resveratrol (n =7)

e%

Variaveis Basal Pos-intervencio Basal Pos-intervencio A
Mediana 11Q Mediana 11Q p Mediana 11Q Mediana 11Q p p

Consumo alimentar

Energia, kcal/d 1446,0 1124,0 1636,5 1149,0 8370 1704, 0,241 16250 14550 2161,0 1625,0 1257.0 1648.0 0465  0.688

Proteinas, %kcal 15,2 12,6 18,9 16,7 9.8 27,6 0,333 16,2 10,0 27,2 18,0 9.2 24.4 1.000  0.630

Carbohidratos, %kcal 58,1 49,0 64,8 51,7 46,5 66,9 0878 476 40,2 67,2 58,6 51.9 70.6 0.144 0335

Fibras, g 10,4 77 12,7 10,4 8,3 19,8 0,646 16,0 9,7 24,6 153 12.3 18.8 1.000  0.840

Lipides, %kcal 28,4 22,7 36,6 25,5 20,9 295 0203 31,0 23,9 05 28,0 23.0 28.5 0273 0810

Acidos Braxos g3 79 11,4 75 6,1 94 0,333 10,7 8,8 14,1 9,5 8.5 12.2 0273 0.748

s'aturados, Yokcal

Acidos graxos

monoinsaturados, 8,8 54 11,0 6,5 3.2 8,7 0,037 10,0 59 16,9 76 59 10.0 0.144  0.748

Yokcal

Acidos graxos

polinsaturados, Sskeal 5,1 2,9 78 3,6 1.9 6.2 0,074 58 36 6.2 3,7 2.2 56 0.273 1.000

Acidos - graxos frans, | 0,0 04 0,0 0,0 0,3 0398 0,1 0,0 0,7 0,1 0.0 0.5 0715  0.648

%kcal

Antropometria

IMC, kg/m? 30,4 26,1 322 30,0 26,7 33,3 0239 26,0 20,1 27,7 25,5 20.2 27.9 0396 0219

Soma das dobras 4, , 66,5 105,5 91,0 81,5 113,0 0,421 73,0 41,0 87,0 70,0 48.0 77.0 0499 0284

cutaneas, mm

grl;ggni‘:flem‘a de 300 28,0 32,5 29,0 283 332 0937 280 25,0 32,3 26,0 24.8 29.0 0.061 0.054

Circunferéncia de 940 84,5 105,5 99,0 91,3 111,0 0,117 82,0 74,0 96,0 82,0 775 99.0 0343  0.578

cintura, cm

Circunferéncia 2.4 21,6 24,7 21,8 20,5 24,6 0382 21,3 20,1 24,4 20,7 19.7 233 0236  0.578

muscular do brago, cm

lﬁa“a livre de gordura, 45 40,3 48,7 42,4 40,3 472 0,859 40,0 36,7 40,5 40,2 36.3 41.1 0866  0.781

Massa de gordura, kg~ 22,9 19,5 29,5 22,7 21,1 29,5 0255 203 12,9 214 18,5 13.5 20.6 0612 0250

Gordura corporal, % 35,5 31,2 37,5 35,5 34,0 38,5 0421 325 24,8 34,9 31,9 26.9 332 1.000 0250

Atividade fisica*

Se,,jema”‘” frequéncia 53,8 7,0 53,8 N/A 5,0 71,4 5,0 71,4 N/A N/A
0

frregularmente ativo, 15,4 2,0 15,4 N/A 1,0 14,3 1,0 14,3 N/A N/A

frequéncia e %

Ativo, frequéncia e % 4,0 30,8 40 30,8 N/A 1,0 143 1,0 14,3 N/A N/A

Muito ativo, frequéneia 0,0 0,0 0,0 N/A 0,0 0,0 0,0 0,0 N/A N/A

42



Tabela 4. Marcadores nos periodos basal e pos-intervengao.

Placebo (n =13)

Resveratrol (n =7)

Variaveis Basal Pés-intervencio Basal Pos-intervencio A
Mediana 11Q Mediana 11Q p Mediana 11Q Mediana 11Q p p
Idade, anos 69,0 62,0 71,0 N/A N/A N/A 72,0 70,0 75,0 N/A N/A N/A N/A
Fatores de risco
PA sistolica, mmHg 136,0 121,5 142,0 132,0 120,0 153,0 0,609 130,0 126,0 142,0 124,0 117,0 140,0 0,310 0,088
PA diastolica, mmHg 73,0 69,0 82,5 76,0 66,5 83,5 0,929 75,0 68,0 78,0 68,0 50,0 80,0 0,075 0,103
Frequéncia cardiaca, bpm 64,0 60,5 70,5 64,0 60,5 70,5 0,824 67,0 51,0 73,0 72,0 60,0 78,0 0,027 0,051
Colesterol total, mg/dL 149,0 130,0 200,0 156,0 139,0 195,5 0,600 131,0 121,0 150,0 143,0 125,0 151,0 0,352 0,606
LDL-c, mg/dL 79,0 59,5 107,5 87,0 63,0 110,0 0,861 72,0 50,0 80,0 69,0 58,0 96,0 0,735 0,937
HDL-c, mg/dL 42,0 39,0 48,0 42,0 38,5 49,0 0,937 32,0 31,0 40,0 32,0 28,0 38,0 0,141 0,211
Triglicérides, mg/dL 152,0 93,5 213,0 131,0 99,0 241,0 0,278 138,0 97,0 192,0 183,0 101,0 205,0 0,091 0,552
Glicose, mg/dL 116,0 107,0 142,0 108,0 85,5 124,0 0,530 107,0 90,0 147,0 118,0 86,0 150,0 0,735 0,606
Metabolismo
Sirtuina 1, ng/mL 0,0013 0,0012 0,0129 0,0012 0,0012 0,0012 0,208  0,0012 0,0012 0,0039 0,0012 0,0012 0,0040 0,180 0,075
Sirtuina 3, ng/mL 1,1 0,9 4,0 1,1 0,8 4.4 0,152 0,9 0,8 1,1 1,0 0,7 1,4 0,735 0,219
sRAGE, pg/mL 839,7 5773 1146,2 924,7 767,6 12150 0,064 8414 462,6 970,9 706,6 569,0 1280,0 0,735 0,219
Leptina, ng/mL 46,6 33 63,7 40,6 4,0 48,9 0972 35 1.4 11,4 2,2 1,5 2,5 0,063 0,143
Adiponectina, ug/mL 7,2 6,1 11,9 7.4 6,3 11,8 0,600 9,9 8,6 13,5 9,7 7,6 11,9 0,091 0,104
Fungdo endotelial e inflamagio
CD34'/KDR", % 0,19 0,18 0,33 0,24 0,16 0,30 0,254 0,27 0,20 0,34 0,16 0,08 0,27 0,144 0,177
GM-CSF, pg/mL 0,76 0,60 2,79 0,92 0,63 2,53 0,600 0,75 0,71 1,08 0,62 0,49 1,01 0,176 0,452
MMP-9, ng/mL 16,14 9,04 30,28 18,21 9,43 24,46 0,701 10,16 5,45 41,30 13,63 9,02 39,58 0,499 0,322
VEGF, pg/mL 0,85 0,85 1,45 0,85 0,85 0,85 0,273 0,85 0,85 4,88 0,85 0,85 106,40 0,109 0,029
VCAM-1, ng/mL 80,28 71,87 102,62 80,28 72,64 102,62 0,972 102,62 71,57 102,62 78,71 72,25 102,62 0,753 0,751
Norepinefrina, pg/mL 1256,60 1079,05 1526,80 1351,00 1148,40 1560,10 0,422 1315,40 1189,60 1627,30 1283,40 1199,80 1689,40 0,398 0,405
PCRus, mg/L 1,3 0,8 2,1 1,2 0,8 44 0,350 1,7 0,7 2,9 1,6 0,9 1,8 0,735 0,405
IL-1B, pg/mL 10,1 33 12,8 14,3 8,7 453 0,249 12,7 1,4 19,9 10,3 8,4 24,5 0,735 0,663
IL-6, pg/mL 0,4 0,2 5,5 1,6 0,2 44 0,721 7,1 0,2 13,2 10,1 0,2 25,8 0,138 0,188
IL-10, pg/mL 6,1 3,1 83 1,2 0,0 6,5 0,101 7,6 2,6 9,1 3,0 0,9 7,0 0,866 0,721
TNF-a, pg/mL 19,1 13,2 27,2 22,4 15,6 32,2 0,422 26,6 14,2 37,7 39,0 20,9 49,4 0,128 0,362
MCP-1, pg/mL 93,77 82,87 122,25 100,20 89,44 119,90 0,972 76,45 69,91 105,10 102,60 76,94 118,40 0,499 0,452
Apoptose
Caspase 3, ng/mL 2,27 1,05 2,96 2,44 1,26 4,71 0,463 2,13 1,31 3,51 1,55 1,41 2,00 0,499 0,285
Caspase 9, ng/mL 0,97 0,72 2,50 1,18 0,34 2,55 0916 2,64 1,80 3,81 1,79 0,09 5,60 1,000 0,905
Survivin, pg/mL 50,00 36,00 116,50 31,00 22,00 48,50 0,075 45,00 11,00 72,00 32,00 22,00 79,00 0,866 0,143
clAP2, ng/mL 1,49 0,77 1,99 1,18 091 2,01 0,382 1,44 1,00 1,73 1,54 1,02 2,29 0,018 0,552
XIAP, ng/mL 0,23 0,04 5,56 0,62 0,04 10,05 0214 0,57 0,04 4,82 0,04 0,04 0,05 0,068 0,047
Bcl-2, ng/mL 0,85 0,23 2,63 0,85 0,16 1,76 0,859 0,64 0,33 1,35 1,95 0,52 3,06 0,043 0,062
Citocromo C, pg/mL 3,94 2,00 64,59 2,00 2,00 47,84 0,859 2,00 2,00 46,25 2,00 2,00 32,63 1,000 0,713
sTNFR2, ng/mL 6,56 5,53 7,92 6,55 5,23 8,00 1,000 6,10 4,50 7,86 6,24 4,17 8,00 0,116 0,321
S100A12, pg/mL 1380,80 1018,40 2733,50 856,00 769,44 1565,20 0,087 870,40 751,12 1112,80 900,80 739,28 1384,80 0,612 0,191
Mobilizagdo de células progenitoras
Angiopoietina 2, pg/mL 228,10 202,50 318,60 277,00 207,10 395,15 0,249 301,70 272,90 394,90 332,70 254,30 391,10 0,866 0,322
SCF, pg/mL 1654 135,6 194,1 148,9 116,9 2139 0,861 140,8 116,9 195,0 163,1 120,2 2132 0,310 0,251
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Tabela 5. Efeitos do resveratrol nas sirtuinas, EPC e marcadores de apoptose circulantes.

0,

Modelos (A das variaveis) R? ajustado B SE P 5% I1C

Menor Maior
Sirtuina 1, ng/mL 0,739
Resveratrol 0,00200 0,00300 0,395 -0,003 0,008
Norepinefrina, pg/mL 0,00002 0,00000 0,000 0,000 0,000
Survivina, pg/mL 0,00002 0,00000 0,001 0,000 0,000
Sirtuina 3, ng/mL 0,786
Resveratrol -0,557 0,375 0,158 -1,355 0,242
XIAP, ng/mL -0,143 0,020 0,000 -0,185 -0,101
Adiponectina, ug/mL -0,388 0,103 0,002  -0,607 -0,169
CD34"/KDR*, % 0,994
Resveratrol -0,249 0,054 0,000 -0,365 -0,133
sTNFR2, ng/mL 0,143 0,004 0,000 0,135 0,151
HDL-c, mg/dL -0,030 0,008 0,002 -0,046 -0,013
XIAP, ng/mL -0,011 0,003 0,002 -0,017 -0,005
clAP2, ng/mL 0,371
Resveratrol -0,042 0,176 0,816 -0,414 0,331
Bcl-2, ng/mL 0,216 0,063 0,003 0,083 0,348
Bcel-2, ng/mL 0,746
Resveratrol -0,004 0,367 0,991 -0,786 0,778
S100A12, pg/mL 0,001 0,000 0,001 0,000 0,001
clAP2, ng/mL 1,549 0,403 0,002 0,689 2,409
MCP-1, pg/mL 0,014 0,005 0,012 0,003 0,024
Survivina, pg/mL 0,834
Resveratrol -34,575 53,403 0,527 -148,401 79,251
IL-1B, pg/mL -4,.815 0,528 0,000 -5,939 -3,690
Leptina, ng/mL -3,270 0,986 0,005 -5,372 -1,168
Angiopoietina 2, pg/mL -0,659 0,223 0,010 -1,135 -0,183
XIAP, ng/mL 0,818
Resveratrol -3,968 1,888 0,053 -7,992 0,055
Sirtuina 3, ng/mL -5,476 0,641 0,000 -6,842 4,110
Adiponectina, ug/mL -1,880 0,599 0,007 -3,157 -0,603
GM-CSF, pg/mL 2,081 0,879 0,032 0,207 3,956
Caspase 9, ng/mL 0,787
Resveratrol -7,152 3,003 0,031 -13,554 -0,751
Proteina C-reativa, mg/L 8,320 1,007 0,000 6,175 10,465
TNF-a, pg/mL 0,321 0,052 0,000 0,211 0,432
idade, anos 1,033 0,255 0,001 0,489 1,577
Caspase 3, ng/mL 0,021
Resveratrol -1,225 1,031 0,250 -3,390 0,941
Citocromo C, pg/mL 0,424
Resveratrol 18,913 18,663 0,326 -20,650 58,477
Gordura corporal, % 14,789 4,497 0,005 5,256 24,321
Sirtuina 1, ng/mL -2041,741 902,627 0,038 -3955,224 -128,257
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Tabela 6. Analise de mediag@o.

Efeito Efeito 7 de
Modelos (A das variaveis)  direto a SE. b SE» indireto Sobel )4

() (a*b)
Sirtuina 1, ng/mL
Resveratrol 0,002 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Norepinefrina, pg/mL 117,941 207,562  0,000016 0,000 0,001848 0,547 0,585
Survivina, pg/mL 108,630 126,715  0,000019 0,000 0,002013 0,789 0,430
Sirtuina 3, ng/mL
Resveratrol -0,557 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
XIAP, ng/mL -5,893 3,992 -0,143 0,019 0,843 1,449 0,147
Adiponectina, pg/mL 1,172 0,764  -0,388 0,100 0,455 1423 0,154
CD34*/KDR*, %
Resveratrol -0,249 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
sTNFR2, ng/mL 2,732 4,301 0,143 0,004 0,391 0,635 0,525
HDL-c, mg/dL 2,516 2,025 -0,030 0,007 0,075 1242 0214
XIAP, ng/mL -5,893 3,992 -0,011 0,003 0,065 1369 0,171
cIAP2, ng/mL
Resveratrol -0,042 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Bel-2, ng/mL 1,090 0610 0,216 0,063 0,235 1,585 0,113
Bcel-2, ng/mL
Resveratrol -0,004 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
S100A12, pg/mL 1023,896 604,395 0,001 0,000 1,024 1,670 0,095
cIAP2, ng/mL 0,193 0,206 1,549 0,403 0,299 0910 0,363
MCP-1, pg/mL 17,264 16,485 0,014 0,005 0,242 0981 0,327
Survivina, pg/mL
Resveratrol 34575 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
IL-1B, pg/mL 22,802 24843  -4,815 0,528 109,792 0913 0,361
Leptina, ng/mL 6,995 12,419  -3,270 0,986 22,874 0,555 0,579
Angiopoietina 2, pg/mL -16,007 59,426  -0,659 0,223 10,549 0,268 0,789
XIAP, ng/mL
Resveratrol -3,968 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Sirtuina 3, ng/mL 0,740 0,698 5,476 0,641 4,052 41,052 0,298
Adiponectina, pg/mL -1,172 0,764  -1,880 0,599 2,203 1378 0,168
GM-CSF, pg/mL -0,037 0,484 2,081 0,879 0,077 0,076 0,939
Caspase 9, ng/mL
Resveratrol 7,152 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Proteina C-reativa, mg/L -0,885 0,852 8,320 1,007 7,363 -1,031 0,303
TNF-o, pg/mL 28,819 16,510 0,321 0,052 9,251 1,779 0,075
idade, anos N/A N/A 1,033 0,255 N/A N/A N/A
Caspase 3, ng/mL
Resveratrol -1,225 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Citocromo C, pg/mL
Resveratrol 18,913 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Gordura corporal, % -0,854 0,919 14,789 4497  -12,630 0,894 0,371
Sirtuina 1, ng/mL 0,006 0,005 -2041,741 902,627  -12,250 -1,060 0,289
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5. DISCUSSAO

Esse foi o primeiro estudo que avaliou os efeitos do resveratrol em multiplos
biomarcadores de apoptose circulantes e EPC para o tratamento da DAC em mulheres na
pés-menopausa em um contexto de pesquisa clinica. O principal achado do estudo foi que
o resveratrol aumentou a concentracdo de biomarcadores anti-apoptoticos (Bcl-2 e
cIAP2) e reduziu a concentragao de caspase 9 e as EPC circulantes em mulheres na pos-

menopausa com DAC.

L Marcadores de apoptose

Em estagios avancados da aterosclerose, a inflamagao e a apoptose das células
endoteliais e CMLYV contribuem para o aumento do risco de ruptura da placa (17). Foi
demonstrado anteriormente que a capa fibrosa e o ntcleo necrético das artérias carotidas
de placas de pacientes sintomaticos apresentavam maior expressao de caspase 3 e
menores quantidades de CMLV em compara¢iao com pacientes assintomaticos, sugerindo
que o aumento da apoptose leva ao aumento da gravidade da aterosclerose (38). Além
disso, os resultados do mesmo estudo mostraram que as placas de pacientes sintomaticos
apresentavam maior expressao de cIAP2, XIAP e survivina, sugerindo um mecanismo de
defesa para estabilizar a placa e prevenir eventos coronarios agudos, uma vez que essas
proteinas inibem a atividade das caspases 3, 7 € 9 (38). Estudos em modelos animais
mostraram que a superexpressao das proteinas anti-apoptoticas cIAP2 e Bcl-2 protegeu o
tecido cardiaco contra lesdes de I/R e inibiu a apoptose de cardiomiocitos, reduzindo
tamanho do infarto e tendo uma melhor recuperacao apos a oclusao da artéria coronéaria
(106,107). Além disso, a apoptose induzida pelo [AM ¢ caracterizada pela reducdao da
expressdo de Bcl-2 e pelo aumento da expressao de Bax, demonstrando a importancia do
Bcl-2 na protecdo contra lesdes cardiacas (15). A homeostase endotelial também ¢ afetada
pelas IAP e pelo Bcl-2. Foi demonstrado que as células endoteliais submetidas a hipoxia
aumentaram a expressao cIAP2 devido ao estresse, impedindo a apoptose, € que a
utilizagdo de um agonista para aumentar a expressdo da proteina levou a diminui¢ao da
atividade da caspase 3 e a sobrevivéncia das células endoteliais (108,109). O Bcl-2 tem
um efeito anti-apoptdtico nas células endoteliais devido aos seus mecanismos de inibi¢ao
da liberagao do citocromo C, de aumento da expressdo de survivina e os proprios efeitos

antioxidantes da Bcl-2 (110-113). A XIAP e a survivina também tém sido implicados na
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inibicdo da apoptose nas células endoteliais, indicando um potencial efeito protetor

vascular (112,114-116).

O presente estudo mostrou que o tratamento com resveratrol em mulheres na pos-
menopausa com DAC aumentou as concentragdes séricas de duas proteinas inibidoras da
apoptose, cIAP2 e Bcl-2, sugerindo um impacto cardioprotetor. Além disso, essas duas
proteinas circulantes foram associadas entre si na analise multivariada, sugerindo uma
conexao fisiologica entre as concentragdes séricas de ambas. Além disso, MCP-1 e
S100A12, marcadores de disfuncdao endotelial e dano celular, respectivamente, foram
preditores significativos do aumento de Bcl-2 no presente estudo, indicando que o
aumento nos niveis de marcadores anti-apoptdticos poderia ser um mecanismo de defesa
que contribui para manter a homeostase endotelial (110-113). Também ¢ importante
observar que, no presente estudo, houve redug@o na caspase 9 sérica no grupo resveratrol,
sugerindo, juntamente com o aumento dos niveis de cIAP2 e Bcl-2, um efeito antia-
poptotico sistémico. Além disso, a idade e biomarcadores inflamatorios, como CRP e
TNF-a, foram preditores significativos da caspase 9 sérica, embora a interven¢do ndo
tenha afetado significativamente essas moléculas relacionadas a inflamacdo. Isso indica
que a resposta inflamatdria aumenta a sinalizagdo na via intrinseca da apoptose e que a
suplementagdo com altas doses de resveratrol pode regular negativamente essa via em
mulheres com CAD, o que poderia ser cardioprotetor. Estudos laboratoriais prévios
mostraram que o resveratrol reduziu a apoptose das células endoteliais (117-122). Ao
diminuir a sinalizacdo da apoptose, o resveratrol tem demonstrado reduzir os danos
causados pela isquemia-reperfusao no tecido cardiaco e diminuir a formagdo de detritos
apoptoticos, facilitando e aumentando a eferocitose (123). Apesar dos resultados do
presente estudo, ndo foram encontrados estudos clinicos anteriores que avaliassem os
efeitos do resveratrol nos marcadores circulantes de apoptose, com excecao de um que
mostrou que o resveratrol reduziu a citoqueratina-18 M30 — um marcador de apoptose
hepatocelular — em pacientes com doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA), e
que também foi associado a reducdo da ecogenicidade do tecido hepético, sugerindo um
melhor resultado clinico (124). Outros estudos mostraram que o aumento dos
biomarcadores de apoptose circulantes, como Fas e seu ligante FasL, estava associado a
grupos de fatores de risco cardiometabolicos (32), strain ventricular esquerdo prejudicado
(34), IAM e angina pectoris (33) e aumento do risco cardiovascular (31), indicando que

a redu¢do de biomarcadores pro-apoptoéticos, ou mesmo o aumento de biomarcadores
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antiapoptoticos, poderia estar associada a reducao do risco. Por outro lado, o presente

estudo ndo avaliou o Fas e o FasL circulantes.

Os mecanismos pelos quais o resveratrol inibe a apoptose sdo a ativa¢ao da via
AMPK/SIRT1/PGC-1a (117), o aumento das atividades da SOD2 e do contetido de
glutationa (GSH) (118,120,125), a regulag@o dos niveis de espécies reativas de oxigénio
mitocondriais pela ativacao da SIRT3 (120) e a inibicao da ativagao do NF-«B, atividade
da NAPDH oxidase e consequente inibi¢ao da producdo de espécies reativas de oxigénio
(122). Embora tenha sido demonstrado anteriormente que o resveratrol inibe a caspase 3
(125), no presente estudo nao foi observado nenhum efeito nos niveis séricos. Além disso,
ndo foi observado nenhum efeito no citocromo C circulante, um marcador relatado de
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial que ¢ desencadeado pela via
intrinseca da apoptose (126). Ainda assim, a caspase 3 efetora ¢ ativada pelo
apoptossoma, que ¢ um complexo formado pelo citocromo C, pelo fator 1 ativador de
protease apoptotica (APAF-1) e pela caspase 9 iniciadora, cuja redugdo pode afetar a
formag¢do do complexo (126). Outro achado relevante foi a reducao do XIAP no grupo do
resveratrol. Dados da literatura sugerem uma interagao entre IAPs, pois um mecanismo
compensatorio de regulacdo positiva do cIAP2 foi encontrado em camundongos com
deficiéncia de XIAP (127), o que poderia explicar a redu¢do do XIAP concomitantemente
com um aumento do cIAP2 encontrado no presente estudo. Além disso, a afinidade
farmacoldgica do resveratrol pelas IAP pode diferir, sugerindo uma maior seletividade

para o cIAP2 e o Bcl-2 (128).

11 Células progenitoras endoteliais circulantes

A modulacdo da apoptose das células endoteliais pode afetar células-chave da
homeostase endotelial, como as EPC. Apds ajustes estatisticos, os resultados do estudo
mostraram que a intervengdo com resveratrol reduziu significativamente os niveis de
EPC. Este foi um resultado inesperado, uma vez que niveis mais elevados de EPC
circulantes tém sido associados a uma melhor funcdo endotelial (45) e os dados na
literatura sugerem que o resveratrol melhora as fungdes endotelial e vascular (72,91—
93,129). No entanto, ¢ relevante considerar diversos fenotipos de EPC para interpretagao.
Quando isoladas pela primeira vez de PBMC por Asahara et al., as EPC foram
identificadas como CD34"/KDR" e descritas como células imaturas circulantes relevantes

na angiogénese poOs-natal ou no reparo vascular por meio do recrutamento de EPC
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circulantes e subsequente reendotelizagdo (130). No entanto, ainda se discute se as EPC
circulantes ou locais do tecido s@o as principais participantes da regenera¢ao vascular e
quais proteinas de superficie devem ser usadas para classificar as EPC (131). Apesar
disso, diversos estudos mostraram que ntimeros mais elevados de EPC circulantes tém

sido associados a uma melhor funcao endotelial e menor risco cardiovascular (45-48).

A protecdo cardiovascular encontrada em mulheres no periodo fértil tem sido
atribuida aos efeitos do estrogénio no recrutamento ¢ na fun¢do das EPC, incluindo
aumento da proliferagdo, angiogénese e sintese de NO (132,133). Estudos mostram que
mulheres na pés-menopausa apresentam mais EPC que homens, e que a quantidade se
encontra reduzida em mulheres com DAC (54). Por outro lado, foi demonstrado que a
quantidade de EPC aumentam acentuadamente apds o infarto agudo do miocéardio (IAM),
embora ndo atinjam a mesma quantidade que em individuos saudaveis (134). Outro
estudo mostrou que as EPC circulantes eram mais elevadas em individuos com DAC
selecionados para revascularizagdo de acordo com a gravidade da doenga (135). Como
mencionado anteriormente, a contagem de EPC aumenta com a gravidade da doenca,
possivelmente como um mecanismo de reparo desencadeado por danos endoteliais.
Assim, considerando que no presente estudo a maioria dos participantes tinha DAC tri-
arterial, € plausivel que uma reducdo na disfun¢do e nos danos endoteliais cause uma
diminui¢do na mobilizacdo das EPC, levando a uma reducdo na contagem circulante. No

entanto, ndo se observou diferencgas significativas no marcador de mobilizacao SCF.

Considerando os resultados relatados sobre biomarcadores de apoptose, esperava-
se um aumento na contagem de EPC devido a inibi¢do da apoptose. Entretanto, outras
interpretagdes também sdo possiveis. Os corpos apoptdticos das células endoteliais e as
alarminas secretadas pelas células mortas induzem a proliferacdo, mobilizagao e
recrutamento das EPC, e a inibi¢do da apoptose nas células endoteliais maduras poderia
diminuir a sinalizacdo de mobilizagdo das EPC, reduzindo consequentemente sua
contagem circulante, conforme relatado anteriormente (136,137). Apesar disso, nos
resultados do presente estudo, os niveis circulantes de S100A12 e seu receptor solavel
sRAGE, respectivamente uma alarmina e um receptor soluvel, ndo se alteraram com a
intervengdo do resveratrol. Uma explicacdo alternativa para a reducdo das EPC
circulantes apds o tratamento com resveratrol ¢ a ocorréncia de um aumento da

endotelizagdo para reparacdo endotelial, uma vez que se demonstrou que o polifenol
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aumenta a proliferagdo, adesao e migracao das EPC de forma dependente da dose (138).
A hipétese de que a contagem de EPC muda devido a mobilizagdo para tecidos
danificados para endotelizagdo também foi sugerida em um estudo que mostrou que
pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e disfuncdo endotelial
reduziram as EPC circulantes apos o tratamento com exercicios, bem como melhoraram
a func¢do endotelial, marcada pelo aumento do indice de hiperemia reativa (139). Outro
estudo mostrou que a histerectomia em ratas resultou em um aumento nas EPC
circulantes, sugerindo que a remoc¢ao do orgdo-alvo impediu que as EPC circulantes
fossem recrutadas para locais de regeneragdo/remodelagdo endometrial, aumentando

assim sua contagem circulante (133).

III.  Forcas e limitacoes do estudo

O presente estudo tem limitagcdes. Primeiramente, foram avaliados apenas
biomarcadores circulantes, o que dificulta a compreensdo dos efeitos intracelulares da
intervengdo. No entanto, esta abordagem reflete alteracdes sistémicas, em vez de
alteragdes em células especificas. Estudos anteriores também mostraram alteragdes em
biomarcadores circulantes comuns, como a SIRT1 (60,72,78,140). Segundamente, o
presente estudo ndo avaliou a dilatacio mediada pelo fluxo para refletir a funcao
endotelial devido a impraticabilidade e ao alto custo do projeto, mas foram medidos
biomarcadores circulantes da fun¢do endotelial. Por fim, embora quantidades maiores de
EPC estejam associadas a maior cardioprotecdo, isso ndo implica necessariamente maior
reparo endotelial, uma vez que a adesdao ao local lesionado leva a uma redugdo nos
numeros circulantes (139), o que foi observado no presente estudo, dificultando tirar
conclusdes sobre o efeito do resveratrol na homeostase endotelial no contexto da DAC.
Entretanto, uma forca do estudo ¢ que varios biomarcadores relacionados a inflamagao,
apoptose, funcdo endotelial e mecanismos de acdo do resveratrol foram analisados. No
entanto, estudos futuros devem avaliar como as EPC se comportam na DAC juntamente

com marcadores da fun¢do endotelial e estresse oxidativo.
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6. CONCLUSOES

Os principais resultados do estudo mostraram que o resveratrol aumentou as
proteinas anti-apoptoticas em mulheres na pés-menopausa com DAC crdnica, sugerindo
um potencial efeito benéfico na homeostase endotelial, provavelmente nao relacionado
com a SIRT1 e a SIRT3 circulantes. No entanto, o tratamento com resveratrol reduziu as
EPC circulantes, o que pode ser devido a reducao dos estimulos de mobilizacdo das EPC
secundarios ao aumento da sinalizagdo anti-apoptotica endotelial ou devido ao aumento

da endotelizacdo das EPC, induzindo a regeneracao endotelial.
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