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RESUMO

MORAIS, T.L. Efeitos da estimulagéo elétrica transcutédnea do nervo vago sobre marcadores
autonémicos, hemodinamicos, metabdlicos e inflamatérios em pacientes com Sindrome
Metabélica. Tese de Doutorado. Sdo Paulo: Programa de Pés-Graduacdo Doutorado em medicina,
Universidade Nove de Julho (UNINOVE), 2020.

INTRODUCAO: A Sindrome Metabdlica (SM) consiste no agrupamento das
condicdes: obesidade central, niveis aumentados de glicose, dislipidemia (aumento
de triglicerideos e baixos niveis de HDL-colesterol) e aumento da presséo arterial,
sendo a inflamacédo crénica o principal elemento fisiopatolégico comum. Na ultima
década, inumeros estudos demonstraram que a estimulacdo parassimpatica (vagal
ou colinérgica) pode reduzir de forma reflexa a resposta inflamatéria em diferentes
cenarios. Esse reconhecimento levou a proposi¢ao do termo “reflexo colinérgico anti-
inflamatoério” para esse mecanismo. A ativagéo do reflexo anti-inflamatério pode ser
obtida por estimulacdo vagal direta ou com uso de farmacos. Drogas
anticolinesterasicas podem ser eficazes, mas alternativas de menor custo e com
menos efeitos colaterais merecem investigacdo, em especial a estimulacao elétrica
transcutanea do nervo vago (EETNV). OBJETIVO: investigar os efeitos agudos
(ap6s 1 sessdo de 30 minutos) e crbnicos (apés 8 sessdes) da EETNV nos
componentes da modulacdo autonbmica cardiovascular e em parametros
hemodindmicos, e na fase cronica, também em variaveis metabdlicas e
inflamatdrias, em portadores de SM. METODOS: Estudo prospectivo, aberto,
randomizado 2:1 (respectivamente, grupo tratamento, GT e grupo controle, GC), em
pacientes de ambos 0s sexos, com idade entre 18-60 anos, que preenchiam o0s
critérios para SM. Todos os pacientes foram amplamente avaliados para se
excluirem condicbes que pudessem interferir no estado inflamatério, e também
gravidez. Trinta pacientes foram incluidos e randomizados; 20 no GT receberam
EETNV utilizando um dispositivo NEMOS® uma vez por semana durante oito
semanas, por 30 minutos; 10 pacientes incluidos no GC foram avaliados no inicio do
estudo e apdés 2 meses de acompanhamento. A regido estimulada foi a cymba
conchae da orelha esquerda. O estimulo elétrico constou de uma largura de pulso
de 500ms e uma frequéncia de estimulacdo de 25 Hz. As variaveis analisadas
foram: dados antropométricos, pressdo arterial sistélica (PAS), diastolica (PAD),
meédia (PAM), frequéncia cardiaca (FC), débito cardiaco (DC), resisténcia periférica
total (RPT), avaliadas batimento-a-batimento com o Finomiter®. A VFC foi analisada
no dominio do tempo (VARR e RMSSD) e da frequéncia por meio da andlise
espectral (avaliacdo dos componentes LF%, HF%, LF(nu), HF(nu) e razdo LF/HF).
As amostras de sangue foram coletadas para andlise bioquimicas e quantificacao de
marcadores celulares endoteliais, mondcitos (Citometria de fluxo — FACS) e
quantificacdo de citocinas (ELISA). ESTATISTICA: A andlise dos resultados foi
realizada com o programa IBM SPSS (Stastistical Package for the Social Science)
20.0. A normalidade dos dados foi testada com o teste de Kolmogorov-Smirnov (KS).
Foi aplicado o teste t Student para analisar amostras pareadas e nao pareadas.
Utilizamos o teste ANOVA de medidas repetidas para andlise entre 0s grupos,
seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes se p < 0,05. Os dados paramétricos foram
apresentados em média e desvio padrao. RESULTADOS: Apdés uma unica sessao
de EETNV o GT apresentou: uma reducéo significativa na FC de consultorio (72 £ 7



vs 69 + 8; p=0,022) e obtida batimento-a-batimento (70 + 8 vs 67 + 8; p=0,011); e
uma melhora no balango simpato vagal, caracterizada pelo aumento significativo do
componente HF(nu) (50 £ 13 vs 55 + 15; p=0,035) e reducdo do componente LF(nu)
(50 £ 13 vs 45 + 15; p=0,040) e do balan¢co autonémico LF/HF (1,4 £ 0,9 vs 1,1+ 0,7,
p=0,010). Na avaliacdo crbnica, comparando-se 0os momentos basal e apdés 8
semanas, houve significativa diferenga no comportamento das seguintes variaveis
entre os GT e GC (interacdo com p<0,05). No GT houve reducéo significativa nas
medidas de consultério e batimento-a-batimento, respectivamente, da PAS (137 £ 21
vs 121 + 11; p=0,001 e 138 + 20 vs 127 + 14; p=0,017), da PAD (81 + 10 vs 77 * 8§;
p=0,012e 78 £ 8vs 74 + 7; p=0,031) eda FC (72 + 7 vs 68 £ 8; p=0,024 e 70 £ 8 vs
66 + 8; p=0,009). Ocorreu aumento significativo do componente HF% (34 = 14 vs 43
+ 19; p=0,026) e HF(nu) (50 = 13 vs 60 + 15; p=0,008), reducao significativa do
componente LF% (32 = 7 vs 26 + 8; p=0,025) e LF(nu) (50 = 13 vs 40 + 15; p=0,008),
e da razdo LF/HF (1,4 £ 0,9 vs 0,8 = 0,6; p=0,026), além de reducdo do componente
LF (%) da VPA (36 = 13 vs 28 + 13; p=0,013); evidenciou-se aumento no percentuais
médios de CD14% (24 + 17 vs 52 + 17; p=0,049), CD31% (42 + 19 vs 63 * 14;
p=0,035) e CD309% (1,2 + 0,9 vs 2,4 £ 1,0; p=0,045), e reducdo significativa de
CD16% (27 + 11 vs 13 £ 5; p=0,003), indicando uma modulagdo em células imunes
e endoteliais circulantes. Nenhuma variacdo significativa foi observada comparando-
se os dois momentos de andlise no GC (p>0,05). Os valores médios de citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a e IL-6) e a relacéo linfocito/neutrofilos ndo apresentaram
variagfes significativas (p<0,05). Porém, houve reducgdo significativa nos valores de
triglicerideos (141 + 38 vs 124 + 32; p=0,014) no GT. CONCLUSAO: A EETNV
aguda foi capaz de modular parametros hemodinamicos e autonémicos de pacientes
com SM, e uma sessdo semanal de EETNV, por um periodo de 8 semanas
acentuou as alteracbes descritas e também promoveu o recrutamento de células
imunes circulantes periféricas (mondcitos classicos e ndo classicos) e endoteliais
(circulantes e progenitoras) nesses pacientes.

Palavras chaves: Sindrome metabdlica; Estimulacéo elétrica; Nervo vago.



ABSTRACT

MORAIS, TL. Effects of Electric Transcutaneous Vagus Nerve Stimulation on Autonomic,
Hemodynamic, Metabolic and Inflammatory Markers in Patients with Metabolic Syndrome.
Thesis. Sao Paulo:Post-Graduation Program in Medicine, Universidade Nove de Julho (UNINOVE),
2020.

INTRODUCTION: Metabolic Syndrome (MetS) is a cluster of conditions: central
obesity, augmented glucose levels, dyslipidemia (elevated triglycerides, low HDL-C)
and high blood pressure; chronic inflammation is the main physiopathological
component. In the last decade, many studies have demonstrated that vagal,
cholinergic parasympathetic stimulation reduces the inflammatory response is
different scenarios. This knowledge led to the proposition of the concept of the
“cholinergic anti-inflammatory reflex” as a mechanism. Activation of this anti-
inflammatory reflex can be acquired pharmacologically or by direct vagal stimulation.
Although anticholinesterase agents may be effective, less expensive alternatives
with fewer side effects are worth investigating, especially transcutaneous electrical
stimulation of the vagus nerve (TESVN). OBJECTIVE: to investigate the acute (after
1 single 30-minute session) and chronic (after 8 sessions) effects of TESVN on the
components of cardiovascular autonomic modulation and hemodynamic parameters,
and in the chronic phase, also on metabolic and inflammatory variables, in patients
with MetS. METHODS: This is a prospective, open, randomized 2:1 (treatment group
and control group, respectively) interventional clinical study, with both sexes included
and aged 18 - 60 years, who present MetS criteria. All patients were formally
evaluated to exclude different conditions playing a role in the inflammatory state,
pregnancy included. A total of 30 patients were included and randomized; 20 patients
(treatment group, TG) received 30-minute TESVN (NEMOS®device) once a week for
8 weeks;10 patients (control group, CG) were evaluated at the beginning of the study
and after 2 months. The region stimulated was the cymba conchae of the left ear.
The electrical stimulus consisted of a pulse width of 500ms and a stimulation
frequency of 25 Hz. The variables analyzed were anthropometric data, systolic blood
pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), mean arterial pressure (MAP), heart
rate (HR), cardiac output (CO), total peripheral resistance, beat-to-beat evaluated
with Finomiter®. Heart Rate Variability (HRV) was analyzed in the time domain
(SDRR - Standard deviation of RR intervals and RMSSD- Root mean square of
successive RR interval differences) and in the frequency domain spectral analysis (
components LF%, HF%, LF (nu), HF (nu) and LF / HF ratio). Blood samples were
collected for biochemical analysis and quantification of endothelial cell markers,
monocytes (flow cytometry - FACS) and cytokine quantification (ELISA).
STATISTICS: The results were analyzed using the IBM SPSS program (Stastistical
Package for the Social Science) 20.0. The normality of the data was tested with the
Kolmogorov-Smirnov (KS) test. The Student t test was applied to analyze paired and
unpaired samples. For the between groups analysis, the ANOVA test of repeated
measures, followed by the Bonferroni post hoc test were used. The differences were
considered statistically significant if p < 0.05. Parametric data were presented as
mean and standard deviation. RESULTS: after one single session of TESVN the TG
showed a decreased HR both in the consultation measurement (72 £ 7 vs 69 + 8;
p=0,022) and in the beat-by-beat measurement (70 £ 8 vs 67 £ 8; p=0,011); a better
sympathovagal balance characterized by an augmented HF (nu) (50 £ 13 vs 55 + 15;
p=0,035) and by a reduced LF(nu) (50 £ 13 vs 45 £ 15; p=0,040) along with a



reduced LF/HF (1,4 + 0,9 vs 1,1+ 0,7; p=0,010). In the chronic evaluation, comparing
the basal versus the after 8 weeks moments, there was a significant difference in the
behavior of the following variables between the TG and CG (interaction p <0.05). In
the TG, a reduction in consultation and beat-by-beat measurements of, respectively:
SBP (137 + 21 vs 121 + 11; p=0,001 and 138 + 20 vs 127 + 14; p=0,017), DBP(81 £
10 vs 77 = 8; p=0,012 and 78 £ 8 vs 74 = 7; p=0,031) and HR (72 £ 7 vs 68 % 8;
p=0,024 and 70 + 8 vs 66 + 8; p=0,009). An augmented HF% (34 + 14 vs 43 + 19;
p=0,026) and HF(nu) (50 + 13 vs 60 + 15; p=0,008), a decreased LF% (32 + 7 vs 26
* 8; p=0,025) and LF(nu) (50 £ 13 vs 40 + 15; p=0,008), and a reduction in the LF/HF
ratio (1,4 £ 0,9 vs 0,8 + 0,6; p=0,026), besides a reduction in the LF (%) [Blood
Pressure Variability] (36 + 13 vs 28 = 13; p=0,013); there was an increase in the
average percentages of CD14% (24 £ 17 vs 52 + 17; p = 0.049), CD31% (42 £ 19 vs
63 + 14; p = 0.035) and CD309% (1.2 + 0.9 vs 2.4 + 1.0; p = 0.045), and significant
reduction of CD16% (27 + 11 vs 13 + 5; p = 0.003), indicating a modulation in
circulating immune and endothelial cells. No significant variation was observed when
comparing the two moments of analysis in the CG (p> 0.05). The mean values of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a and IL-6) and the lymphocyte / neutrophil ratio did not
show significant variations (p <0.05). There was a significant reduction in triglyceride
values (141 + 38 vs 124 + 32; p = 0.014) in the TG. CONCLUSION: Acute TESVN
modulated hemodynamic and autonomic parameters of patients with MS, and a
weekly session of TESVN, for a period of 8 weeks, accentuated the changes
described, also promoting the recruitment of peripheral circulating immune (classic
and non-classic monocytes) and endothelial (circulating and progenitor) cells in these
patients.

Keywords: Metabolic syndrome; Electrical stimulation; Vagus nerve.
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VLDL - Very Low-density Lipoprotein

VLF — Very Low Frequency
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1. INTRODUCAO

1.1 — Definicdo e caracterizagdo da Sindrome Metabolica

A Sindrome Metabdlica (SM) tem sido alvo de muitos estudos nos ultimos
anos. Foi descrita no final da década de 1980 por Reaven como Sindrome X, e em
1991 esse termo foi substituido por Sindrome de Resisténcia a Insulina. No entanto,
somente na década de 1990, recebeu a denominacdo atual (1). A SM ¢é
caracterizada pelo agrupamento de diversas anormalidades, tais como a obesidade,
dislipidemia, hiperglicemia e a hipertensédo arterial e estd independentemente
associada ao Diabetes Mellitus tipo Il (DM2) e as Doencas Cardiovasculares (DCV).
Sugere-se que a resisténcia a insulina (RI) possa ser o elo entre as alteracfes
presentes na SM, podendo estar relacionada ao aumento da deposi¢cao de gordura

visceral (2).

Desde entdo, varias definicbes de SM surgiram ao longo dos anos,
apresentando algumas variacfes com relacdo aos critérios e valores de referéncia
dos parametros metabdlicos envolvidos na sindrome e, atualmente, existem pelo
menos 7 critérios: Organizacdo Mundial da Saude (OMS), European Group for the
study of Insulin Resistance (EGIR), National Cholesterol Education Program’s Adult
Treatment Panel Il (NCEP: ATP Ill) original, American Association of Clinical
Endocrinologists (AACE), NCEP-ATP Il modificada, International Diabetes
Federation (IDF) e American Heart Association and the National Heart Lung and

Blood Institute (AHA/NHBLI)(3).

Em 1999, com o propésito de introduzir a investigacdo da SM na pratica
clinica, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu os critérios de seu

diagnéstico. Novamente houve destague para a investigagcdo da RI, apontada na
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definicdo da OMS como o principal fator de risco para a SM. Tanto a obesidade
visceral quanto a corporal, medida pelo indice de massa corporal (IMC), também

foram propostas como componentes diagndsticos (3).

O National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel 11l (NCEP:
ATP Ill) lancou a definicdo de SM que até entdo tem sido a mais aceita e utilizada na
pratica clinica. Segundo esta, o individuo € diagnosticado como portador de SM se

tiver trés ou mais dos seguintes fatores (Tabela 1) (2).

Tabela 1 — Critérios para diagnostico da SM segundo ATP Ill revisado
(Presenca de 3 ou mais dos seguintes fatores)

PARAMETROS NUMERO DE ALTERACOES 2 3 DE:

Glicose = 100 mg/dL

HDL — colesterol Homens: < 40 mg/dL
Mulheres: < 50 mg/dL

Triglicérides = 150 mg/dL

Obesidade Circunferéncia abdominal (CA) = 102 cm para homens
ou = 88 cm para mulheres

Hipertenséo arterial =130 x 85 mmHg

Adaptado de Grundy et al, 2005 (2).

A existéncia de multiplas definicbes para o diagndstico da SM tem dificultado
a determinacdo de suas taxas de frequéncia, bem como a comparacdo desses
valores entre os estudos existentes (4). Por isso, alguns trabalhos tiveram como

objetivo a comparacgéo da frequéncia de SM por diferentes diretrizes (5,6).

A prevaléncia de SM tem aumentado para proporcées epidémicas nos
Estados Unidos da América (EUA), em paises urbanizados e em paises em
desenvolvimento (7). Como exemplo, a SM afeta mais de 50 milhdes de americanos
(8). Apesar de um mecanismo fisiopatologico unificador subjacente a SM ainda nao
ter sido determinado, a adiposidade abdominal (obesidade), a Rl e a inflamacé&o

parecem centrais para SM e para os componentes individuais. Além disso, pensa-
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se que o estado pré-inflamatério associado a SM é um possivel mecanismo para as

consequéncias adversas da desordem (7,9,10).

A abordagem terapéutica da SM inclui mudancas no estilo de vida como
exercicios fisicos e dieta, que podem ser benéficos. Em muitos casos, no entanto,
as modificacdes no estilo de vida ndo sédo possiveis ou séo dificeis de manter pelos
pacientes, especialmente com o passar da idade e o aumento da morbidade, que

impedem tais abordagens (11).

As opcdes farmacologicas para tratamento da SM sao limitadas quanto ao
controle dos componentes individuais. Entretanto, mais do que tratar cada
componente da SM separadamente, seria altamente benéfico e menos dispendioso
se uma unica medicacédo, atuando num mecanismo fisiopatolégico comum, pudesse

ser usada no tratamento dessa complexa desordem (11).

Aspectos fisiopatolégicos da SM

Vérios fatores genéticos e ambientais intervém na SM, tornando a sua
patogénese bastante complexa e ndo muito clara (12). A fisiopatologia da SM pode
ter trés hipotéticos aspectos clinicos. Uma combinacdo de excessos alimentares,
inatividade fisica, genética e outros fatores que interagem para produzir um estado
de desregulacdo metabdlica que leva a resisténcia a insulina, deposicao lipidica,

obesidade e outras disfuncées celulares (13).

7

A obesidade, sobretudo a abdominal, é importante, uma vez que o tecido
adiposo secreta substancias que podem favorecer o aparecimento de um estado
pro-inflamatoério, de resisténcia a insulina e provocar danos ao endotélio. Sao
gerados acidos graxos livres (AGL) néo esterificados, que aumentam no plasma e

promovem o aumento da gliconeogénese. Como consequéncia do aumento dos
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AGL, o figado vai aumentar a producdo de triglicérides e secrecdo de VLDL,

resultando numa reducéo de HDL-colesterol e aumento de LDL-colesterol (14).

O aumento das células adiposas e a infiltracdo dos macrofagos no tecido
adiposo causam secrecao de citocinas pro-inflamatorias que geram a resisténcia a
insulina (Figura 1). A insulina promove a captacao de glicose no musculo, gordura, e
células do figado e pode influenciar a lipdlise e a producdo de glicose por

hepatocitos (15).

Com a deposicao de tecido adiposo, ha a estimulagédo da utilizacdo de AGL
como fonte de energia em vez da glicose. O aumento da produgéo de glicose e a
sua nao utilizacdo por parte do corpo como fonte de energia vai gerar uma
hiperglicemia; o pancreas passa a produzir mais insulina para manter a glicemia
basal em niveis normais, provocando uma hiperinsulinemia . Como consequéncia da
hiperglicemia e hiperinsulinemia, pode ainda haver um aumento da reabsorgéo de
sédio e da atividade do sistema nervoso simpatico, contribuindo para o
desenvolvimento de hipertensao arterial (14). As consequéncias da RI por uma
utilizacdo ineficaz da glicose e dos &cidos graxos leva ao desenvolvimento do

Diabetes Mellitus tipo 1l (16)



25
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) Figura 1 - Fisiopatologia da Sindrome metabdlica. Legendas: M1: Macrofago tipo 2; AGL:
Acido Graxo livre; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral-alfa; IL-6: Interleucina 6; IL-10: Interleucina 10;
RBP4: Proteina Ligadora de Retinol 4 (16)

A hiperinsulinemia e os marcadores inflamatérios como as citocinas
desempenham um papel importante no desenvolvimento do perfil anormal de
lipidios, hipertensdo e disfuncdo endotelial vascular, que pode levar ao

desenvolvimento de doenca cardiovascular aterosclerotica (16).

A SM também pode estar presente na origem da doenca cardiaca coronaria
através de varios mecanismos, como aumento da trombogenicidade do sangue
circulante. Neste caso pode dever-se ao aumento do ativador do plasminogénio tipo

1 (PAI-1) e dos niveis de adipocinas, o que provoca uma disfun¢do endotelial. Pode
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também aumentar o risco de desenvolver problemas cardiovasculares, através do
aumento da rigidez arterial. O estresse oxidativo tem também sido associado a

diversos componentes da SM (15).

Obesidade e inflamacgao na Sindrome metabdlica

A origem desse conceito apoia-se no fato de que o nivel circulante de muitas
citocinas e proteinas de fase aguda associadas a inflamacéo apresenta-se elevado

em pacientes obesos (17,18).

Durante décadas, o tecido adiposo foi considerado como um 6rgdo com papel
crucial apenas na regulacdo da homeostase dos acidos graxos do organismo. Em
periodos de abundéancia de calorias, os AGL sdo armazenados na forma de
triacilglicerol através da sua esterificacdo com glicerol e, em tempos de escassez de

energia, estes sao liberados de volta para a circulagdo (19).

Foi com a descoberta da leptina, horménio regulador da ingestdao de
alimentos e do balanco energético, e a confirmacdo da secrecdo de proteinas
envolvidas na regulacdo do metabolismo, como o TNF-alfa, identificada como um
regulador negativo da transducao do sinal de insulina, que o tecido adiposo branco
(TAB) passou a ser considerado um 6rgao secretor (19). Sabe-se hoje que o tecido
adiposo possui, aléem da capacidade de regulacdo do armazenamento e da
distribuicdo de gordura, comunicacdo com o sistema nervoso central e o trato
gastrintestinal, desempenhando importante papel na resposta inflamatéria em

condi¢des tanto autdcrinas quanto paracrinas ou endocrinas (20).
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Atualmente, mais de cinquenta produtos derivados dos adipdcitos ja foram
isolados e caracterizados. Nesse sentido, estudos experimentais mostraram que
ratos obesos aumentam ndo apenas os niveis de TNF-a, mas também de outras
adipocinas pro-inflamatorias incluindo as interleucinas 6 e 1-B, quimiocina ligante CC
2 (CCL2), entre outras (19). Em contrapartida, ratos obesos diminuem os niveis de

adipocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 (20).

A localizacdo da gordura corporal também tem implicacdes significativas para
0S riscos a saude, sendo que riscos maiores estdo associados a obesidade
abdominal. Este aumento € infindo, podendo ultrapassar a capacidade de
suprimento de sangue para estas células, com a possibilidade de interacdo com
monaocitos atraidos a partir da medula 6ssea (20). Estudos recentes mostram que a
hipertrofia dos adipdcitos, isto é, o aumento do volume da célula adiposa, decorrente
do acumulo excessivo de triacilgliceroéis, € altamente correlata com a obesidade e
acarreta uma infiltracdo e ativacdo de macrofagos no tecido adiposo. Isso, por sua

vez, culmina no aumento do processo inflamatério crénico de baixa intensidade (20).

A hipertrofia dos adipécitos, especialmente os viscerais, que sao mais ativos,
esta relacionada com a resisténcia ao efeito antilipolitico da insulina e aumento da
acdo das catecolaminas. Isso se deve ao aumento da expressao de beta-
adrenoreceptores (beta-3) e a diminuicdo da expressdo de alfa-2-adrenoreceptor,
aumentando o fluxo dos acidos graxos nédo esterificados para o figado, via sistema
porta, culminando em maior producédo de glicose hepatica, reducdo da degradacao
de Apolipoproteina B e aumento da producdo de triacilglicerois. Todas essas
alteracOes descritas (alteracdo nos mecanismos de sintese e oxidacao de lipidios,
bem como sua funcado secretéria) séo fatores que indicam o envolvimento do tecido

adiposo com a fisiopatologia da SM (21).



28

A hipertrofia dos adipdcitos induz a infiltragdo de macrofagos e alteracao do
fendtipo do tipo M2 para M1 proé-inflamatério, resultando em um aumento da
inflamacdo com producdo aumentada de adipocinas pro-inflamatérias, como TNF-
alfa e IL-6. Isso é acompanhado por um aumento da liberacdo de &cidos graxos
livres e desregulacdo da secrecdo de leptina, adiponectina, resistina e proteina
ligante de retinol (RBP4). Juntas, essas substancias derivadas dos adipdcitos e
macrofagos podem agir de forma paracrina ou autdcrina, agravando a inflamacéo do

tecido adiposo (21) (Figura 2).

Infiltragdo de macroéfagos no TAB por quimiotaxia
e por diferenciacéo de pré-adipécitos

— Expressdo de genes inflamatérios

Elevacao de marcadores inflamatérios
(TNF-a, IL-6, PCR, MCP-1, Leptina,
Resistina) e Diminuigao da adiponectina

| |
G | Baixo grau de inflamagéo crénica |
[ |
Co-morbidades da obesidade
Resisténcia insulinica
Diabetes Mellitus Tipo 2
Hiperlipidemia

Peso Normal Obesidade por hiperplasia e/ou Hipertensao arterial

hipertrofia de adipécitos Aterogénese

Figura 2 — Esquema simplificado da inflamacdo do TAB na obesidade e seus efeitos. Legendas:
TNF-a: Fator de Necrose tumoral alfa; PCR: Proteina C Reativa; MCP-1:
Proteina-1 Quimiotatica de mondcitos 1; TAB: Tecido Adiposo Branco (22)

Em nivel sistémico, a secrecéo alterada de adipocinas pode levar ao aumento
na ingestdo alimentar e a reducdo do gasto energético através de acdes no
hipotalamo. Além disso, a sensibilidade a insulina diminui no musculo e no figado
através do aumento ectdépico da deposicdo de lipidios associado ao

desenvolvimento da inflamacao cronica de baixa intensidade, na obesidade (21).

Vale destacar que dentre as citocinas, o TNF-a e a IL-6 sdo as mais

estudadas e diretamente apontadas como desencadeadoras das respostas pro-
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inflamatorias (23). Outro fato importante de destaque, é que o TNF- a é produzido
tanto por adipdcitos, quanto macrofagos infiltrados no tecido adiposo e, que apesar
das concentragcbes do TNF serem maiores ao nivel tecidual (24), seus niveis
sistémicos também séo capazes de representar um estado inflamatério. Outro ponto
importante € que o TNF-a € mais secretado pelo tecido adiposo visceral quando
comparado ao tecido subcutaneo (25), e esta envolvido na producédo e na liberacao

de outras citocinas pré-inflamatérias, como a IL-6.

A IL-6 é uma citocina pro-inflamatéria associada com obesidade, Rl e
hiperinsulinemia na SM. Pode ser considerada como citocina enddcrina e é
secretada tanto por adipécitos como por macrofagos do tecido adiposo e seus niveis
circulantes aumentam conforme o nivel de adiposidade corporal (26). A secrecdo da
IL-6 € de 2 a 3 vezes maior nos depdsitos de gordura visceral do que nos
subcutaneos (27). Pesquisadores demonstram que niveis de IL-6 estdo aumentados
em hipertensos e em individuos com RI (28,29). JA em individuos magros, a
liberacdo de IL-6 desempenha importantes a¢des benéficas na regulacdo do balanco

energético (30).

A IL-1B, é outra interleucina que esta relacionada a SM, que também
apresenta uma acédo pro-inflamatéria e esta envolvida no processo de aterogénese.
Essa interleucina também mantém intima relacdo com os niveis de TNF-a e a IL-6 e,
num complexo de ag¢des conjuntas, tais citocinas sdo capazes de manter o estado
inflamatorio e levar a resisténcia periférica dos tecidos a insulina (31). A IL-13
também estimula a producdo de IL-6 por células musculares lisas e aumenta a
expressao de macrofagos, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o
fator de crescimento de fibroblastos (FGF), que se associam ao processo

inflamatorio e de aterogénese (32).
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Com relacédo as alteracbes metabdlicas e estado inflamatério na SM, alguns
estudos vém demonstrando que os niveis de interleucina 10 (IL-10), reconhecida
como citocina com ac¢fes anti-inflamatérias por inibir a sintese de citocinas proé-
inflamatorias e outros fatores de lesdo endotelial, podem estar reduzidos na SM (33,

34).

Além das citocinas liberadas pelos adipocitos e células do sistema
imunoldgico infiltradas do tecido adiposo, substancias denominadas “adipocinas’
modulam a funcdo do sistema imune de forma a prolongar ou amenizar estado

inflamatorio caracteristico da SM (35).

Mesmo sendo classificada como peptideo hormonal envolvido com a
regulacdo do metabolismo energético, a leptina favorece a producdo de citocinas
inflamatérias como a Proteina C Reativa (PCR), IL-6 e outros marcadores
produzidos por mondcitos e macréfagos, e aumenta a adeséo e atividade fagocitaria.
Além disso, a expressédo da leptina é aumentada em resposta a hipéxia, favorecendo
as propriedades de quimiotaxia dos macréfagos no TAB. Acredita-se, entdo, que a
leptina, dentre outros papéis desempenhados no organismo (reproducéo,
angiogénese, osteogénese, controle da pressdo sanguinea), contribua para o

quadro de inflamagéo cronica associado a obesidade e a SM (36).

Os adipdcitos também produzem e liberam a adipocina denominada de
adiponectina, cujos efeitos sobre o metabolismo da glicose e citocinas proé-
inflamatorias s@o contrarios aos da leptina. A adiponectina exerce efeitos anti-
inflamatorios protetores benéficos para manutencédo da sensibilidade dos tecidos a
insulina e contra a lesdo vascular. No entanto, apesar de ser produzida pelos

adipacitos, sua liberacdo esta reduzida na obesidade visceral (37).
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Estudo publicado em 2001, demonstrou que o TNF-a € um importante inibidor
da adiponectina e que niveis dessa adipocina estdo reduzidos no Diabetes Mellitus
tipo 2 (DM2) (38) e outro estudo em modelo animal (39), demonstrou que 0s niveis
de adiponectina se correlacionaram fortemente com a sensibilidade a insulina pois,

guanto maiores os niveis de adiponectina, menor a RI.

Resisténcia a insulina associada a obesidade

Cerca de 55% dos casos de DM2 sédo atribuidos a obesidade (40), devido a
uma relacdo direta entre o excesso de tecido adiposo e a inflamacgéao sistémica com
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e metabdlicas (41). Excesso de peso
€ considerado um fator de risco para o desenvolvimento de RI (42), uma disfuncéo
metabdlica que causa diminuicdo da captacdo de glicose nos tecidos (musculo,
figado, tecido adiposo) resultando num estado hiperglicémico e, consequentemente,

DM2 (43, 44).

A insulina é um hormonio anabdlico secretado pelas células-beta do
pancreas, sua sintese sendo estimulada pelo aumento da glicose sanguinea ap6s
refeicdes. Suas funcdes metabdlicas além da captacéo de glicose, incluem aumento
da sintese de proteinas, acidos graxos e glicogénio, reduzindo a producao hepatica

de glicose, lipolise e protedlise (45).

Os mecanismos para o desenvolvimento da RI relacionados a obesidade s&o
caracterizados por alteracbes em etapas especificas na sinalizacéo da insulina (46).
Além do excesso de glicose, o excesso de AGL também afeta diretamente o

metabolismo celular, influenciando no desenvolvimento da RI; os AGL circulantes
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ativam proteinas de membrana plasmatica denominados TLR-4 (toll-like receptors 4)
desencadeando a ativacdo de vias inflamatérias que vao interferir na captacdo de

glicose pela sinalizacéo da insulina (47, 48, 49).

Estudos em humanos obesos e que apresentam RI, mostram que um
tratamento farmacologico que inibe TNFa diminui inflamacdo sistémica e
consequentemente melhora a sensibilidade a insulina (50,51). O mecanismo em que
TNFa induz o desenvolvimento de RI € o da ligacdo de TNFa aos seus receptores
na membrana plasmatica TNFR1 e TNFR2 (52); também o exercicio fisico possui
efeitos anti-inflamatorios por suprimir proteinas que causam prejuizos na captacao
de glicose, contribuindo para melhorar a sensibilidade a insulina, como mostram

estudos recentes (52, 53).

1.2 - Inflamacéo, disfuncéo endotelial e doenca cardiovascular.

Atualmente, as Doencas Cardiovasculares (DCV) atingem mais de 83,6
milhBes de americanos, sendo estimados gastos publicos por volta de 300 bilhdes
de délares ao ano. No Brasil, as DCV estéo entre as principais causas de morte. Em
2007, a mortalidade atribuivel a essas doencas foi em torno de 250 por 100 mil
pessoas, maior do que nos EUA, de 179 por 100 mil. Um dos fatores de risco para o
desenvolvimento de DCV é a SM, que provoca disfuncao endotelial, levando a leséo

vascular e aparecimento de placas ateromatosas (2).

O endotélio € uma camada que reveste a parte interna dos vasos sanguineos,
sendo um extenso tecido celular que recobre toda a malha vascular, desde grandes

veias e artérias até pequenos vasos, arteriolas e capilares. Contribui para a
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homeostase vascular e possui mdiltiplas funcbes enddcrinas, autécrinas e
paracrinas; € responsavel pela sintese de substancias vasoconstritoras e
vasodilatadoras (54). O endotélio regula o fluxo e o tbnus vascular pela liberacdo de
vasodilatadores como o6xido nitrico (NO) e prostaciclina (PGI2) e vasoconstritores
como endotelina e fator ativador de plaquetas (PAF). A regulacédo do tdnus vascular
ocorre especialmente em resposta a estimulacdo mecéanica promovida pelas forcas
pulsatil e da pressado de arrasto hemodinamico da corrente sanguinea. A falta de NO
nos vasos aterosclerdticos associa-se a maior proliferacdo de células musculares

lisas e adesdo de mondcitos ao endotélio (55).

Agressbes ao endotélio geram respostas inflamatoérias locais e sistémicas,
aumentando a disfuncdo endotelial e/ou lesdo endotelial, criando um ciclo vicioso
qgue leva ao enrijecimento da parede vascular, formacdo da placa aterosclerotica,
proliferacdo de camada muscular lisa e inflamacdo local. A deteccdo dessas

alteracdes pode ser um marcador precoce de risco para DCV (56).

Estados inflamatérios (ex. presenca de fatores de risco classico para DCV,
como aumentos de LDL, glicemia, presséo arterial, tabagismo) “ativam” as células
endoteliais, mudando seu fendtipo de comportamento e determinando desbalanco
nas respostas de vaso reatividade, hemostasia, inflamacéo e proliferacdo celular.
Mais recentemente, verificou-se que este estado inflamatério cronico caracteristico
da aterosclerose ndo apenas causa disfuncdo endotelial, como também reduz a
mobilizacdo de células progenitoras endoteliais (CPEs), impedindo o
desenvolvimento de vasos colaterais para regibes isquémicas e dificultando a

propria reparacao do endotélio vascular (57).

Durante muito tempo, acreditou-se que a regeneracdo vascular ocorresse

exclusivamente pela proliferacdo de células endoteliais maduras, residentes na
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parede dos vasos, um processo que é conhecido por angiogénese. Porém, em
estudo publicado na Science, em 1997, foi realizado o isolamento de CPEs do
sangue periférico utilizando o anticorpo anti-CD34 conjugado a esferas magnéticas.
ApoOs cultivo, foi observado que essas células migravam da medula O0ssea para
areas de isquemia, podendo se diferenciar em um fendtipo endotelial; comprovou-
se, assim, a formacdo de novos vasos sanguineos por meio do recrutamento de
células progenitoras provenientes da medula d&ssea, processo chamado

vasculogénese (58). (Figura 3).
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Figura 3 - Sequéncia de eventos no processo da angiogénese (59). Legendas: CEs:
Células endoteliais; CPEs: Células progenitoras endoteliais; MO: Medula 6ssea.

As CPEs séo células derivadas da medula Ossea com caracteristicas
similares a células-tronco, porém através de hormdénios de crescimento especifico
para endotélio, s6 podem se diferenciar em células endoteliais. CPEs podem ser
recrutadas através de varios estimulos como citocinas, farmacos como estatinas,
estrogenos, eritropoietina, atividade fisica, dentre outros, e tem papel fundamental
na manutencao na integridade do endotélio (60). As CPEs podem ser identificadas e
caracterizadas por técnicas sensiveis como citometria de fluxo, por meio da

expressao dos marcadores de superficie celular CD34, CD309 (KDR) e CD133, e a
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combinacdo de pelo menos dois deles define CPE (61). Apds diferenciacdo em
células endoteliais maduras, elas deixam de expressar o CD133 e expressam
marcadores como CD51, CD105, CD146, CD144, dentre outros, sendo também
necessaria a utilizacdo de pelo menos dois marcadores para caracterizar a célula

endotelial diferenciada (62).

O recrutamento de CPEs, principalmente a partir da medula dssea, €
fundamental para a reconstituicio e homeostase vascular. A mensuracdo dessas
células no sangue periférico pode ser considerada um preditor de risco e extenséo
da aterosclerose, pois individuos com reduzido numero de CPEs na corrente
sanguinea possuem maior risco para desenvolver disfuncdo endotelial, uma vez que
ocorre comprometimento da vasculogénese (63). A relacdo entre doenca
cardiovascular e reducédo na capacidade migratéria de CPE vem sendo descrita ha
alguns anos. Estudo desenvolvido por Werner et al. (2005), mostraram que o
namero de eventos cardiovasculares avaliados em um ano foi inversamente
proporcional ao numero de CPEs, em pacientes com doenca arterial coronaria (208).
Além disso, fatores de risco cardiovascular como diabetes, idade, tabagismo,
sedentarismo e uremia estdo negativamente relacionados com os niveis de CPE.
Ha vérios trabalhos mostrando a importancia da atividade fisica no recrutamento de
CPEs. Estudos demonstraram que em homens idosos a atividade fisica aumentou a
capacidade de regeneracdo vascular por meio de CPEs e promoveu melhora da

funcdo endotelial. (64).

Outros biomarcadores, que quando associados as CPEs podem ser
considerados uteis como marcadores de DCV, por estarem diretamente
relacionados a homeostase endotelial, sdo as microparticulas (MPs) e as células

endoteliais circulantes (CECs) (64,65).
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O termo microparticulas (MP) € utilizado para descrever pequenas vesiculas
liberadas por diferentes tipos celulares (células endoteliais, plaquetas e mondcitos)
apos ativacdo ou apoptose (Figura 4), contendo material celular como proteinas,
MRNA, lipoproteinas e debris, que sdo importantes para a identificacdo no sangue
periférico através da identificacdo de antigenos presentes na superficie, por métodos
especificos como citometria de fluxo (64). As microparticulas endoteliais (MPES)
representam uma menor populacdo de MP presentes no plasma, porém tém sido
associadas a DCV, especialmente a disfuncdo endotelial (66). Ha trabalhos
mostrando a importancia das MPEs na proliferacdo e diferenciacdo de CPEs, que
sdo fundamentais na regeneracdo vascular (67), indicando uma possivel funcéo

protetora relacionada a regeneracao, reparo e protecdo vascular (68).

Alguns estudos mostraram que portadores de SM possuem aumento nos
niveis de MP comparados a individuos saudaveis e que elas estdo relacionadas a
disfuncdo endotelial, por diminuicdo na expressdo de Oxido Nitrico Sintase
endotelial (eNOS) e aumento da liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
(69). Em conclusdo, o aumento de MPs esta diretamente relacionado a disfungéo
endotelial e, consequentemente, com a progressao da aterosclerose. Assim, a
relacdo MP/CPE pode indicar o grau de desequilibrio entre dano endotelial e

capacidade de reparo (64).
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Figura 4 - Processo de substituicdo de células endoteliais (64). Legendas: CPE: Célula
progenitora endotelial; MPE: microparticula edotelial; CE: Célula endotelial; TNF-alfa: Fator de
necrose tumoral alfa; LPS: Lipopolissacarideo.

As células endoteliais circulantes (CECs) comp8&em uma populacéo de células
ndo hematopoiéticas raras, presentes no sangue periférico. A precisdo de sua
identificacdo requer o emprego de um método sensivel e especifico. Os métodos
atualmente utilizados para a identificacdo das CECs sao a citometria de fluxo e a
separacdo imunomagnética. As células endoteliais presentes na circulacdo podem
ser oriundas da parede vascular (CECs) ou da medula 6ssea, denominadas CPEs. A
diferenciacdo entre CPEs e CECs pode ser feita pela andlise funcional e/ou
fenotipica, por marcadores de membrana (70,71). Outra questao importante reside
na identificacdo da origem anatbmica. O marcador CD36 é utilizado para determinar
se a CEC é oriunda da micro ou macro circulagdo. Quando positivo, indica a origem
da microcirculagéo, como descrito na anemia falciforme e em pacientes com cancer.
Nas doencas isquémicas coronarianas esse marcador foi negativo, sugerindo que as
CECs sao de origem dos grandes vasos, ou seja, macro circulacao (69, 71).

Devido ao numero das CECs ser muito baixo em individuos normais, numeros
elevados representam um marcador ndo invasivo para documentar alteracbes

endoteliais em uma base quantitativa (71).
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Portanto, a literatura evidencia claramente que as CECs podem ser
consideradas marcadores para avaliar a lesdo endotelial mural, além de representar
uma oportunidade para estudar o fenétipo e as fung¢des do endotélio, e explorar suas

alteracodes.

Mondcitos classicos, intermediarios e ndo classicos na inflamacao

Mondcitos sdo leucdcitos circulantes que sdo atores-chave na homeostase e
imunidade dos tecidos. Eles sdo formados na medula 6ssea e entram continuamente
na circulacdo sanguinea, onde contribuem com 4% da populacédo total de leucécitos
em camundongos e 10% em humanos (72). No sangue periférico humano, trés
subpopulacdes funcionalmente diferentes de mondcitos foram identificadas e
caracterizadas com base na expressao dos marcadores de superficie CD14 e CD16
(72). A principal subpopulagdo de mondcitos, responsavel por aproximadamente
90% da populacao total de mondcitos, expressam altos niveis de marcadores CD14
e nenhum de CD16 (CD14** CD16"), e essas células sdo chamadas de mondcitos
classicos. Os mondcitos que expressam CD16 podem ser ainda divididos em duas
subpopulagdes distintas: mondcitos intermediarios que expressam niveis
relativamente altos de CD14 e alguns CD16 (CD14**CD16*) e mondcitos nao
classicos que expressam baixos niveis de CD14 e altos niveis de CD16 (CD14*

CD16**) (73) (Figura 5).
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Figura 5 - A origem e diferenciagdo dos mondcitos do sangue periférico. Produgdo na medula
0ssea (esquerda) e na corrente saguinea (média) em resposta a diferentes sinais
microambientais(72).

Embora as subpopulacdes de mondcitos sejam funcionalmente diferentes, o
agrupamento hierarquico e o perfil de expressdo génica mostraram que as
subpopulacdes representam estagios em uma sequéncia de desenvolvimento, com
monacitos classicos diferenciando-se em mondcitos intermediarios e ndo classicos
(74,75). Uma das fun¢Bes mais conhecidas dos mondcitos €, no entanto, como um
reservatério sistémico de células precursoras para a renovagdo de varias
populagBes de macréfagos teciduais, células dendriticas (CDs) e osteoclastos
(76,77). (Figura 5). No estado estacionéario, a funcdo precursora esta associada
principalmente aos mondcitos classicos; a questdo de se o0s mondcitos
intermediarios e ndo classicos puderem funcionar como precursores de células

imunes na homeostase ainda nédo esta clara (77).

Os mondécitos sdo recrutados sequencialmente para locais de inflamacéao
como parte da resposta imune protetora do hospedeiro. Em resposta ao interferon
produzido por célula natural killer (NK) (IFN-y), os mondcitos se diferenciam
localmente em macréfagos inflamatérios e CDs e substituem eficientemente os
fagocitos mononucleares residentes (72). O trafego da subpopulagdo de mondcitos €

controlado por diferentes mecanismos e pelo menos duas fases sequenciais de
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recrutamento de mondcitos para locais de inflamacéo foram identificadas (78). De
forma semelhante ao que acontece no IAM, mondcitos classicos também sé&o
recrutados em estados inflamatorios como inflamacédo da gordura perivascular e

inflamacé&o da gordura visceral abdominal (72).

Propriedades funcionais de subpopula¢gfes de mondécitos humanos

Os mondcitos classicos (CD14**CD16°) expressam niveis elevados de CCR2
e CD62L (L-selectina), e baixos niveis de CX3CR1. Sua principal funcdo é a
fagocitose. Exibem alta atividade de peroxidase e produzem altos niveis de IL-10 e
baixos niveis de TNF-a em resposta ao LPS (79). A analise do perfil de expressao
génica indica que os mondcitos classicos humanos expressam preferencialmente
genes envolvidos na angiogénese, na cicatrizacdo de feridas e na coagulacao.
Mondcitos humanos intermediarios (CD14**CD16") exibem funcéo inflamatéria. Essa
subpopulacdo possui baixa atividade de peroxidase, porém, maior capacidade de
produzir e liberar IL-18 e TNFa em resposta a produtos microbianos, por exemplo:

LPS, principal endotoxina das bactérias Gram Negativas (79).

Os mondcitos nao classicos (CD14*CD16**) humanos, patrulham a parede do
vaso e migram para o tecido pela interacdo de um par de moléculas expressas
CX3CR1 / CCL3. Essas subpopulagbes de mondcitos liberam IL-1B e TNFa em
resposta ao DNA, particulas de RNA, implicando o papel patolégico em doencas

autoimunes, como a artrite reumatoide (80).

Nas DCV humanas e nas condi¢des inflamatorias, o0 niumero de mondcitos

inflamatorios intermediarios (CD14**CD16%) esta aumentado. No entanto, a
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alteracdo do numero de mondcitos ndo classicos (CD14*CD16**) é inconsistente.
Por exemplo, esta aumentado (CD14*CD16**) na doenca renal cronica (DRC),
aneurismas da aorta abdominal (AAA), sepse, hepatite B, infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e tuberculose, mas diminuido na insuficiéncia
cardiaca congestiva e no acidente vascular cerebral (80). Quanto a SM, num
elegante estudo recente, foi demonstrado pela primeira vez que reducdes nos niveis
de HDL-colesterol contribuem para um aumento significante na subpopulacdo de
monaocitos ndo classicos (CD14+CD16++) ao mesmo tempo em que diminuem a
porcentagem de mondcito classicos (CD14++CD16-) em pacientes com a sindrome
e in vitro, quando estimulados com LPS. Além disso, um HDL-colesterol reduzido
induziu um aumento nos niveis de producdo de IL-1B por mondcitos humanos
estimulados por LPS e associou-se a um aumento da IL-1p em pacientes com SM.
Afirmam os autores que estes achados déo suporte a nocédo de que a disfuncéo
metabdlica tem um papel pivd na resposta sistémica inflamatéria mediada por

mudancas dindmicas nas subpopula¢c6es monocitarias (81).

Alguns estudos enfatizam o papel inflamatério dos mondcitos ndo classicos
(CD14+CD16++) devido a producao de citocinas inflamatérias. No entanto, muita
atencdo tem sido focada nas alteragcbes do numero de mondcitos intermediarios
(CD14++CD16+) em pacientes com doencas inflamatorias (79). Como o aumento
do numero de mondcitos intermediarios (CD14++ CD16+) esta, de maneira

consistente, associado a doencas inflamatoérias agudas e crénicas em humanos, isto

faz dessa subpopulacdo um biomarcador para essas doencas (79).

O papel dos mondcitos como precursores de varias células imunes maduras

esta bem estabelecido. A medida que nossa compreensio da heterogeneidade de
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monaocitos melhora, seu papel intrigante como células precursoras esta se tornando
cada vez mais importante, e o direcionamento de subpopulacdes especificas de
monaocitos para controlar a diferenciacdo e a funcdo das células imunes derivadas
de mondcitos surge como uma abordagem terapéutica atraente. O papel putativo
dos mondcitos classicos, intermediarios e ndo classicos como células precursoras
distintas durante a inflamacé&o é de particular interesse para a pesquisa imunolégica,
mas nosso conhecimento é limitado e varios aspectos importantes ainda séo
desconhecidos. Isso se deve em parte ao fato de os dados coletados até agora
consistirem principalmente em observacgdes in vitro e, infelizmente, poucos estudos
investigaram a correlacdo entre uma populacdo precursora afetada e o
desenvolvimento de células imunes a jusante ndo convencional durante a
inflamacdo. A definicAo das distintas diferenciacbes nas subpopulacdes de
monaocitos em diferentes condi¢cdes inflamatérias permitirh um direcionamento mais
preciso das células imunoldgicas e proporcionara uma melhor compreensdo da

fisiopatologia da inflamacgéao (72).

1.3 — Reflexo colinérgico inflamatério

O conhecimento dos mecanismos homeostaticos pelos quais o sistema
nervoso controla a funcdo dos o6rgdos foi originalmente aplicado aos sistemas

cardiovascular, gastrointestinal, musculoesquelético e outros sistemas do corpo (82).

Sabe-se atualmente que diversos estimulos provenientes do sistema nervoso
central (SNC) e periférico (SNP) podem modular a acdo de células do sistema
imunologico, bem como a liberagdo de substancias envolvidas na resposta

imunoldgica (82).
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No sentido homeostatico, 0 SNC e o sistema imunolégico (Sl) interagem na
resposta do organismo para enfrentar mecanismos estressores, entendidos aqui
como fatores patologicos. Quando a interacdo € equilibrada, a homeostase é

mantida; quando desajustada, ha comprometimento na homeostase (82).

Os efeitos da estimulacdo simpéatica sobre a resposta imune e inflamacao séao
bem compreendidos. Ja é claro que a adrenalina (secretada pela medula adrenal) e
noradrenalina (secretada pelos axénios de terminacfes simpaticas e pela medula
adrenal) modulam producdo e liberacdo de citocinas, e assim a resposta
inflamatoria, por meio de receptores adrenérgicos acoplados a proteina G,
denominados receptores a1, a2, B1, B2 e B3 adrenérgicos nas células imunes (83).
Além disso, hd acumulada evidéncia de que os tecidos linfoides sdo amplamente
inervados por terminais simpaticos, 0 que explica que a estimulacdo

descompensada mantenha ou aumente o estado inflamatorio (83).

Recentemente descobriu-se que a estimulacao parassimpatica vagal também
pode modular a resposta inflamatéria e, suprimindo a liberacdo de citocinas pro-

inflamatdrias, controlar ou até mesmo inibir a inflamacao (84).

Essa nova funcdo da via parassimpatica mediada pelo nervo vago, é
denominada de “Via Anti-inflamatéria colinérgica” (85). O conceito sobre essa via
teve inicio ha quase 20 anos com o grupo de Tracey e cols., que investigavam 0s
efeitos supressivos de uma droga, denominada CNI-1493, sobre a inflamacéo
induzida pela aplicagdo de um agente irritante na pata de ratos. Nesse estudo, a
administracdo intraventricular cerebral (IVC) da CNI-1493 suprimiu a resposta
inflamatoria de forma mais eficiente que a administracao sistémica da droga (86). Os
mesmos pesquisadores comprovaram que tais efeitos dependiam da acdo do nervo

vago, pois com a vagotomia os efeitos anti-inflamatérios ndo ocorriam.
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Em um modelo de endotoxemia letal, também em ratos, a estimulacao elétrica
da via eferente vagal, mimetizou os efeitos da injecdo IVC da CNI-1493. Como
efeitos anti-inflamatérios ocorreram: diminuicdo dos niveis séricos e hepéaticos de
TNF-a, atenuacdo do desenvolvimento de hipotensdao severa e choque sistémico
nos animais expostos a endotoxina, com aumento da sobrevida dos mesmos (87).
Em outros estudos do mesmo grupo, a eletroestimulacdo desta via vagal também
resultou em reducado significante nos niveis sistémicos de TNF- a e atenuou o
desenvolvimento do estado de choque em ratos submetidos a lesdo cardiaca de
isquemia-reperfusdo, que € outro modelo de inflamacéo sistémica (88,89). Tais
resultados comprovaram que os efeitos da estimulacdo vagal eferente apresentavam
acao imunomodulatéria de carater sistémico. Essa via vagal eferente é chamada de

Via Anti-inflamatdria Colinérgica.

Os estudos citados sobre a Via Anti-inflamatoéria Colinérgica comumente
acessam o componente inflamatoério pelos niveis da citocina TNF- a, por ser

considerado um mediador necesséario e suficiente de resposta inflamatoria (90,91).

Estudos que seguiram o paradigma da Via Anti-inflamatéria Colinérgica foram
elucidando outros componentes dessa via. Wang et al. (2003) demonstraram que 0s
efeitos periféricos da estimulacdo eferente vagal dependiam de receptores
nicotinicos de acetilcolina do tipo a7 (a7 nAChR) (92). Pavlov et al. (2006)
mostraram que antagonistas muscarinicos ndo eram capazes de suprimir com a
mesma eficacia os efeitos anti-inflamatérios, e que apenas o bloqueio central dos

receptores muscarinicos surtia efeito parcial sobre a via (93).

Em conjunto, esses dados demonstraram: 1. Que a acetilcolina era o principal
neurotransmissor envolvido, por isso o nome “Via Anti-inflamatéria Colinérgica”; 2.

Que os efeitos da estimulagdo vagal se davam preferencialmente pela via
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colinérgica mediada por receptores nicotinicos do tipo a7nAChR; 3. Que receptores

muscarinicos sdo mediadores centrais desta via anti-inflamatoria (93).

Assim, apo0s as primeiras descricdes da via Anti-inflamatéria Colinérgica,
Tracey (2002) propds um sistema que funcionava como um mecanismo complexo
em resposta a estimulos periféricos inflamatérios com os seguintes componentes: 0
estimulo inflamatério, especialmente o TNF- a, capaz de acionar a via aferente vagal
até os nucleos vagais no SNC, e uma via eferente vagal inibitéria da resposta
inflamatoria, atuando em células do sistema imune, em especial nos macrofagos

(84).

Nesse modelo, a estimulacdo vagal (parassimpatica), com liberacdo de
acetilcolina, foi capaz de inibir a liberacdo de TNF- a, IL-1, IL-6 e IL-8 de macrofagos
ativados com lipopolissacarideo (LPS) (mimetizando um estado inflamatério), sem
afetar a producgéo de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 (84,87). Além disso,
os sinais aferentes vagais também podem ser retransmitidos a areas do SNC como
a formacao reticular bulbar, locus ceruleus e hipotalamo, causando liberacdo de

ACTH (horménio adrenocorticotréfico) e inibindo o funcionamento de células imunes.

No reflexo inflamatério (Figura 6), um circuito neural, produtos moleculares
exdgenos e endogenos da inflamacdo ativam potenciais de acdo aferentes que
viajam através do nervo vago ao ndcleo do trato solitario (NTS), que retransmite os
sinais neuronais para outros ndcleos cerebrais localizados no hipotalamo e tronco
cerebral. Sinais eferentes viajam do nucleo ambiguo e do nucleo motor dorsal para o
nervo vago eferente, que termina nos ganglios celiacos. A estimulacdo do nervo
vago ativa os neurdnios esplénicos adrenérgicos no ganglio celiaco, que viajam para
0 baco e terminam em estruturas parecidas com sinapses adjacentes as células T. A

noradrenalina liberada dos neurdnios esplénicos (terminac¢des simpaticas) se liga ao



46

receptor adrenérgico 2 expresso na superficie da membrana de um subgrupo de
células T sintetizadoras de acetilcolina. A estimulacdo de células T aumenta
significativamente a capacidade dessas células para produzir acetilcolina. As células
T produtoras de acetilcolina também sédo encontradas nos linfonodos e nas placas

de Peyer (82).

A acetilcolina liberada por essas células T esplénicas liga-se a receptores
nicotinicos de acetilcolina do tipo a7 (a7nAChR) expressos na superficie da
membrana de macrofagos produtores de citocinas. Assim, a transducéo de sinal do
a7nAChR suprime a sintese e a liberacdo de TNF, IL-1, IL-18 e outras citocinas,

funcionando como uma potente via anti-inflamatéria (82).

- Vagal nerve stimulation © Acetylcholine (ACh)
N Cytokines © Norepinephrine (NE)
Eicosanoids
DAMPs
PAMPs

Macrophage

a7nAChR
©
o O
©

T cell TNF

Cel/irailci ggnglion IL-1

IL-18
Vagus S o@\ o® 03 18
nerve / Adrenergic " B2AR

~———  splenic neuron

Figura 6 — Reflexo inflamatério (82). Legendas: DAMPs: Padrdes moleculares associados a
danos; DAMPs: Padr6es moleculares associados a patégenos; ACh: Acetilcolina; NE: Norepinefrina;
B2AR: Receptor de Adrenalina Beta 2; a7nAChR: Receptor de acetilcolina alfa 7 nicotinico; TNF:
Fator de necrose tumoral; IL 1 -18: Interleucina 1 — 18; HMGB1: High Mobility Group Box Protein 1
(Proteina 1 da caixa de grupo de alta mobilidade).

Este novo paradigma comporta uma interacdo entre neurociéncia e
imunologia: mostra que passos especificos da imunidade sdo modulados por
circuitos neurais distintos, que sinalizam através de mecanismos moleculares
definidos. Consequentemente, é razoavel propor que vias neurais adicionais serao
identificadas e mapeadas. Isto pode ser conseguido a partir de uma abordagem de
cima para baixo ou de baixo para cima, porque os reflexos exigem tanto os sinais

aferentes da interagdo do sistema imune com o sistema nervoso, quanto mensagens
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eferentes para o sistema imune a partir do sistema nervoso. O mapeamento desses
circuitos anatomofuncionais pode fornecer informacdes importantes sobre a rede de
compartilhamento de informacdes entre dois elaborados sistemas de defesa e

memoria altamente evoluidos (82).

Estimulagéo colinérgica e SM

Estudos recentes tém evidenciado a ligacdo entre SNA e inflamacédo. Na
altima década, o grupo de Tracey e cols., vem contribuindo para a compreensao de
gque a resposta inflamatéria, em diferentes situacbes, € modulada pelo SNA
(86,87,89). Nesse cenario, o nervo vago tem um papel de destaque, como
importante mediador de respostas anti-inflamatoérias. Varios estudos experimentais
demonstraram que a estimulacdo direta ou indireta do vago reduz a resposta
inflamatoria em situacfes sépticas ou assépticas (84,94,95). Além disso, 0 uso de
drogas que atuam na via colinérgica (como ex., 0s anticolinesterasicos) tem efeito
em modelos animais de doenca cardiovascular e em situacdes que mimetizam a SM

(96,97,98).

Estudos pré-clinicos e clinicos identificaram uma inflamacao cronica de baixo
grau, manifestada pelo aumento dos niveis plasméaticos de TNF-a e outras citocinas
pré-inflamatérias e niveis alterados de adipocinas (como leptina e adiponectina) e
resisténcia a insulina, como componentes importantes de mecanismos
fisiopatoldgicos subjacentes a SM. O desequilibrio do SNA, com aumento de indices

de atividade simpdética e diminuicdo da atividade do nervo vago, também foram

observadas nessa condicdo clinica (23,99). Sendo assim, foi estabelecida uma
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conexdo positiva entre inflamacéo, disfuncdo autonémica e o desenvolvimento de
DCV em portadores de SM (99). Portanto, os seguintes desafios propostos sao:
reduzir a inflamacgéo croénica, reduzir a resisténcia a insulina e melhorar a funcao
autonémica (100). Recentemente, avaliamos o mesmo conceito da estimulacao
vagal com uso de farmaco em portadores de SM. Pudemos demonstrar que o
conceito de aumento da atividade vagal associada a reducdo de marcadores
inflamatorios pode ser detectado em humanos. Além disso, houve impacto da

reducado da inflamacao sobre o metabolismo da glicose (98).

A estimulacdo do nervo vago e ativacao do reflexo anti-inflamatério tém sido
exploradas com sucesso em estudos clinicos de distarbios caracterizados por
inflamacdo associada a sepse e situacdes assépticas, como desregulacéo
metabdlica, doenca inflamatoria intestinal, e DCV (insuficiéncia cardiaca e infarto
agudo do miocardio, IAM) (101). Como destacado, nosso grupo, utilizando um
inibidor de acetilcolinesterase (Galantamina) de acdo central aprovada para o
tratamento sintomatico da doenca de Alzheimer, demonstrou que o aumento da
atividade vagal melhora componentes importantes da patogénese da SM. Este foi o
primeiro estudo em humanos com SM que demonstrou uma redu¢do nos niveis
plasmaticos de moléculas proé-inflamatérias (TNF-a e leptina) e aumento das
moléculas anti-inflamatdrias (adiponectina e IL-10) em comparacdo com 0 grupo
placebo. A Galantamina também reduziu significativamente os valores de insulina
plasmatica e HOMA-IR, e alterou a VFC (98). O uso de drogas anticolinesterasicas
pode ser eficaz, mas alternativas de uso mais facil, de menor custo e poucos ou

nenhum efeito colateral, como a estimulacéo elétrica vagal, merecem investigacéo.

1.4. Estimulagdo do nervo vago
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A estimulacao elétrica direta do nervo vago em humanos é usada ha anos em
portadores de epilepsia e depressédo. A indicacdo vem se expandindo para pacientes
em condicbes de inflamacéo crbénica, como portadores de insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) e artrite reumatoide (AR). Os resultados tém-se mostrado

promissores (102,104).

No século XIX o neurologista norte-americano James Corning, foi o primeiro
a introduzir a ideia da estimulagdo do nervo vago no tratamento de doencas.
Inicialmente ele utilizou um dispositivo semelhante a uma forquilha (Figura 7),
conectado a fios elétricos, que por meio destes conduzia uma correte elétrica
continua até o pescoco do paciente com diagndstico de epilepsia, na tentativa de
reduzir o fluxo sanguineo cerebral e a frequéncia cardiaca (94). O autor chamou de
eletrizacdo de nervos simpaticos e pneumogastricos com a compressao bilateral das
carodtidas. Acreditava-se que a epilepsia era causada por fluxo sanguineo cerebral
excessivo e que sua reducdo possibilitaria o tratamento. Apesar da falta de efeito

clinico, Corning introduziu a hip6tese de estimulacao do nervo vago (ENV) (94).

vagos cervicais (105). A: Forquilha; B: Posicionamento da forquilha no pescoco.
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Anos depois, surgiram varios outros estudos experimentais com modelos
animais onde aplicaram a técnica e demonstraram a potencial propriedade

antiepiléptica da ENV (106,107).

Apoés 0 sucesso em varios estudos utilizando modelos animais, o interesse foi
deslocado para as potenciais aplicacdes desta técnica em humanos. Assim, na
década de 90, um estudo piloto demonstrou uma reducao significativa das crises
convulsivas de pacientes epilépticos, considerados clinicamente intrataveis, por meio
da estimulacdo do nervo vago (103). Alguns anos depois, um estudo multicéntrico,
randomizado e duplo cego, apresentou resultados semelhantes, quando evidenciou
uma reducdo significativa na frequéncia de convulsdes apds 14 semanas de
eletroestimulacdo do nervo vago em 67 pacientes com convulsdes parciais

refratarias (108).

Assim, a agéncia norte-americana responsavel pela regulamentacdo de
alimentos e medicamentos (FDA - Food and Drug Administration), no ano de 1997,
aprovou e recomendou a implantacdo do dispositivo de estimulagédo do nervo vago
cervical esquerdo, para o tratamento da epilepsia refrataria. Oito anos depois, essa
mesma agéncia aprovou o uso do dispositivo de estimulagcéo direta do nervo vago
para o tratamento da depressdo cronica resistente ao tratamento farmacoldgico

(109,110,111,112).

No método de estimulacdo direta do nervo vago, um pequeno gerador de
estimulos elétricos, movido a bateria, € implantado subcutaneamente na parede
toracica e fornece um fio unidirecional que se conecta a eletrodos que envolvem o
nervo vago na regido do pescoco. O gerador envia uma corrente elétrica

intermitente, estimulando o vago de acordo com protocolos (intensidade, amplitude

de corrente, intervalo) pré-estabelecidos. Esses estimulos percorrem o nervo vago
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em direcdo ao SNC; chegam ao tronco cerebral e atingem areas importantes,
incluindo o nucleo do trato solitario (NTS), nucleo bilateral trigeminal (NBT), nacleos
da rafe, locus-coeruleus (LC), area parabraquial contralateral, amigdala e nucleo
accumbens. As interacbes entre esses nucleos, que fornecem estimulos
noradrenérgicos e serotonérgicos, sao potencialmente relevantes para explicar os
mecanismos de acao da eletroestimulacdo nas doencas neurolégicas descritas (109,

110).

A partir do conhecimento da existéncia de inervacdo parassimpatica para o
coracao, a ideia de utilizar a eletroestimulacdo para regular a funcdo cardiaca foi
também estudada. Em modelo animal foi possivel demonstrar que a
eletroestimulacdo vagal do coracdo € capaz de prevenir a fibrilacdo ventricular e
morte subita em cdes com infarto agudo do miocardio. Estudos posteriores
permitiram detectar melhora significativa na funcdo cardiaca e nos sintomas da
insuficiéncia cardiaca apos a eletroestimulacdo do nervo vago em modelos

experimentais de disfuncéo ventricular (113,114,115,116,117,118).

Apbs todos estes resultados positivos e favoraveis utilizando animais, foram
iniciados estudos em humanos, avaliando-se a eficacia e seguranca do método de
eletroestimulacdo do nervo vago em pacientes com insuficiéncia cardiaca. Os
resultados do primeiro estudo demostraram que a eletroestimulacdo vagal melhorou
a capacidade funcional dos pacientes de acordo com a classificagdo da New York
Heart Association (NYHA) (119). Os dados de estudos clinicos em portadores de
ICC séo controversos, dependendo de varios fatores. A estimulacdo do nervo vago
do estudo de Resultados da Terapia Cardiaca Neural para Insuficiéncia Cardiaca
(NECTAR-HF) falhou em demonstrar um efeito significativo nas medidas primarias e

secundarias de remodelacdo cardiaca e capacidade funcional em pacientes com
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insuficiéncia cardiaca sintomatica, mas as medidas de qualidade de vida mostraram
melhora significativa. Quando o ANTHEM-HF e o NECTAR-HF foram comparados,
foram observadas melhoras superiores a linha de base no ANTHEM - HF no desvio
padrdo em intervalos R - R normais (94 + 26 a 111 £ 50 vs. 146 £ 48 a 130 + 52 ms;
P <0,001), fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (32 +7 a37 +0,4vs.31+6 a 33
* 6; P <0,05) e questionario de Minnesota (escore médio (40 £ 14a 21 +10vs. 44 +
22 a 36 + 21; P <0,002). Quando comparado com o INOVATE - HF, foi observada
uma melhora maior na distancia de caminhada de 6 minutos no ANTHEM - HF (287
+ 66 a346 £ 78 vs. 304 £ 111 a 334 £ 111 m; P <0,04). Nesta andlise de post-hoc,
foram observadas diferencas na demografia dos pacientes e podem ter causado
respostas diferenciais nos sintomas e funcdes observados em associagcdo com a
ENV. Estudos adicionais estdo em andamento em um estudo controlado

randomizado com essas consideracdes em mente (120,121).

Apesar dos resultados positivos obtidos com o método invasivo, podem
ocorrer possiveis complicacdes poés-cirdrgicas como lesdo do nervo, rouquidao,
infeccdo e dispneia; a vida util do dispositivo também é limitada (122). Diante do
exposto, verificou-se a necessidade de um novo método de eletroestimulagdo do
nervo vago de uma forma néo invasiva, sendo assim, foi desenvolvido um aparelho
de estimulacao elétrica transcutanea do nervo vago (EETNV) para estimulagéo vagal

(123,124).

A EETNV consiste na aplicagcdo de estimulos elétricos com eletrodos
modificados de superficie, para passar uma corrente elétrica através da pele ou por

meio de eletroacupuntura (125,126) em locais muito especificos.
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O nervo vago é considerado um nervo profundo, de dificil acesso (Figura 8).
No entanto, o ramo auricular do nervo vago (RANV) (Figura 9) pode ser acessado
em locais como o tragus, a concha e a cymba conchae (Figura 10), para a

estimulacao periférica do nervo vago (127).

Nicleo do trato
solitario

Nicleo

dorsal do
l B nervo

@ . Nicleo

o ambiguo

Ramo auricular do
nervo vago
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HUB
D www kenhub.com

Figura 8 — Mapeamento do Ramo Auricular no Nervo Vago. Adaptado: Fonte:
https://www.kenhub.com/pt/library/anatomia/nervo-vago. Acesso: 24/10/2019
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NERVO AUBICULOTEMSORAL

Ramo auricular do nervo
vago

MEEVO AUBCULAR MasOe

|
Figura 9 — Ramo auricular do nervo vago. Adaptado:Fonte: Neves (2011, p.14).

Figura 10 — Areas de distribuicdo do ramo auricular do nervo vago onde é
possivel a eletroestimulacao (area destacada). T — Tragus; CyC - Cymba Conchae;
C — Concha. (127).

Independentemente da técnica de estimulacdo, a maioria dos estudos com
estimulacdo elétrica ndo invasiva do nervo vago surgiram a partir dos resultados
positivos da eletroestimulacdo invasiva em distarbios neurolégicos e psiquiatricos.

Porém, considerando-se o efeito benéfico da estimulacdo vagal sobre a modulacéo
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da inflamacao sistémica (efeito anti-inflamatério) em doencas sistémicas infeciosas
(sepses) e nao infecciosas (artrite reumatoide), h4 um interesse crescente em
investigar se a EETNV poderia ter efeitos benéficos na reducdo da resposta

inflamatoria em outros modelos, como DCV e metabdlicas (128)

Em um estudo com caes anestesiados, a estimulacdo cronica de baixa
amplitude do tragus reverteu o remodelamento atrial e inibiu a inducéo de fibrilacao

atrial, provocada previamente por 3 horas de estimulacao atrial rapida (128).

Outro estudo subsequente, utilizando EETNV em cées conscientes com
infarto cicatrizado do miocérdio, demonstrou uma melhora da funcdo cardiaca,
reducgéo da fibrose e atenuagéo do remodelamento ventricular esquerdo (129).

Também foi possivel observar em humanos efeitos cardiacos benéficos apés
a EETNV. Os estudos de maior relevancia clinica foram realizados em pacientes
com doenca arterial coronariana (DAC) e angina que foram submetidos a cirurgia de
revascularizacdo do miocéardio. Foi realizada eletroacupuntura para estimular as
terminagcbes do nervo vago, localizadas na concha de ambas as orelhas, por 15
minutos, durante 10 dias consecutivos. Observou-se uma reducdo da incidéncia de
angina, melhora na evolucdo clinica no pés-operatério, e reducao do tempo de
tratamento com drogas vasodilatadoras (130,131).

Em outro estudo, também com pacientes com DAC, realizou-se a EETNV
auricular com corrente elétrica de baixa frequéncia através de eletrodos
posicionados na superficie interna do tragus por 10 dias. Neste estudo pode-se
observar que quase 2/3 dos pacientes apresentaram uma reducdo significativa na
intensidade dos ataques de angina, além de uma diminuic¢ao significativa no balanco

simpato-vagal (relacéo LF/HF) para o coracéo (132).
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Estudo publicado recentemente demonstrou o potencial efeito terapéutico da
EETNV em individuos com fibrilac&o atrial paroxistica. Pacientes foram submetidos a
EETNV de baixa amplitude, continuamente por 1 hora, e tiveram uma diminuicao da
duracdo da fibrilacdo atrial e reducdo significativa das concentracfes séricas de
citocinas inflamatérias num periodo de seguimento de uma hora (133).

O efeito da estimulacio do RANV pode ir além da estimulacdo
parassimpatica. De fato, em um recente estudo de Clancy e cols. (127), observou-se
que a estimulacdo elétrica dessa regidao também pode influenciar a atividade do
sistema nervoso simpatico. Em individuos saudaveis, sem histérico de doenca
cardiovascular (DCV), a EETNV auricular na superficie do tragus melhorou
significantemente a VFC (balango simpato-vagal para o coracdo), bem como reduziu
consideravelmente a atividade simpdatica periférica, aferida com a técnica de
microneurografia do nervo fibular (127).

Estudo realizado por Yakunina N. e cols (2016) em individuos saudaveis,
utilizando Ressonancia Magnética funcional (RMf) para comparar os efeitos da
EETNV auricular em quatro locais diferentes da orelha esquerda (Figura 11) e
identificar a localizagdo mais eficaz para a terapia com eletroestimulacao
transcuténea, concluiram que a regido Cymba Conchae (C) pode ser a localizacao
mais adequada para a terapia com eletroestimulagdo transcutanea, quando
comparada ao Meato Acustico Externo (B) e Face Interna do Tragus (A), porgue a
estimulacdo nesse local resultou na ativacdo mais forte da via aferente vagal no
tronco encefalico (Figura 12). A estimulacdo no Lobo da Orelha (D), que é
reconhecida por ser relativamente livre de inervagédo vagal, foi realizada como uma

estimulagdo simulada (134).
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Reference
electrodes

Active
electrodes

Figura 11 — Aparelho e eletrodos personalizados compativeis para RM utilizado no estudo e locais de
estimulacdo. A: Superficie interna do tragus; B: Meato acustico externo; C: Cymba conchae; D: Lobo
da orelha (134).

n<0.05, uncorrected

Figura 12 — Mapas de ativacdo para os eletrodos A, B, C e D (134). Legendas: NTS: Nucleo do
trato solitario; LC: Locus coeruleus.

Em outro estudo publicado recentemente (em 2019), foram avaliadas as
respostas autondémicas cardiacas e periféricas ao estresse ortostatico durante a
EETNV auricular em individuos saudaveis. Este estudo demonstrou que a EETNV
auricular reduz a FC e regula a modulacdo autondmica cardiaca e periférica, a
modulacdo simpatica direcionada ao coracao e aos vasos, respectivamente. Assim,

esses achados sugerem que a avaliagdo da resposta do sistema nervoso autbnomo
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ao estresse ortostatico durante a EETNV auricular pode ser recomendada
principalmente na triagem de possiveis eventos cardiovasculares adversos (135).

Os parametros programaveis utilizados nos aparelhos de estimulacao
transcutanea do nervo vago, como a intensidade de estimulacdo (mA), a largura de
pulso (duracéo do pulso elétrico, ms), a frequéncia de pulso (Hz), e a relagdo on/off
do ciclo de estimulo (medido em segundos ou minutos) sédo ajustados para otimizar
eficacia e tolerabilidade, porém ainda € um assunto a ser debatido (136).

Pesquisadores relatam a escassez de dados na literatura que possam definir
parametros de forma mais precisa, dados apontam que a estimulacdo de baixa
frequéncia (entre 0,5 e 10 Hz) ativa o sistema simpatico, ao passo que frequéncias
mais altas (20-25 Hz) seriam mais adequadas para a ativacdo vagal. Também
debatem que manter a largura de pulso entre 200-500 ms, demonstra ser um limite
razoavel (137).

Como as fibras eferentes do nervo vago modulam a funcdo cardiovascular,
existe uma preocupacao quanto ao uso terapéutico da estimulacéo vagal em relagéao
a seguranca cardiaca, ja que os ramos eferentes vagais localizados no lado direito
sdo pensados em estimular diretamente areas cardiacas. A fim de evitar os efeitos
cardiacos secundarios, a colocacdo do eletrodo invasivo € realizada no lado
esquerdo para o tratamento de doencgas do SNC (138,139). Enquanto isso, a EETNV
estimula as fibras aferentes do nervo vago, enviando estimulos ao NTS para
integracdo da informacdo e, em seguida, serem projetados a superficie do coracéo
através dos nervos vagais eferentes bilaterais (140).

Considerando o exposto, estudos que investiguem o impacto da EETNV
auricular em condicdes clinicas caracterizadas por um processo inflamatério crénico,

como exemplo, em portadores de SM, podem trazer importantes informacdes quanto
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ao papel da estimulacdo vagal na modulacdo da inflamacdo dessas doencas, bem
como ampliar a capacidade de abordagem terapéutica de forma minimamente

invasiva e de baixo custo no tratamento desses pacientes.

1.5 — Hipotese do estudo

A hipétese do nosso estudo é que por meio da EETNV auricular em pacientes
com diagnéstico de SM, alcancaremos agudamente (apés uma unica sessédo de EE)
uma melhora significativa nos paramentos hemodinamicos e autondmicos. E de que,
cronicamente (apés 8 sessbes, 1 vez por semana, durante 30 minutos, por 8
semanas) verificaremos uma melhora nos mesmos parametros, além de outros,
como: perfil metabdlico, marcadores inflamatorios sistémicos (citocinas), e
mobilizacdo de células endoteliais (progenitoras, circulantes e microparticulas) e

imunes (mondcitos classicos, CD14* e nao classicos, CD16).
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2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da EETNV auricular sobre
marcadores autondmicos, hemodinamicos, metabdlicos, inflamatérios e de células

endoteliais em pacientes com SM.

2.2 — Objetivos especificos

A) Avaliar em um grupo de pacientes portadores de SM, os efeitos de uma Unica

sessdao (agudo) (30 minutos) de EETNV auricular sobre:

e Parametros hemodinamicos — registro da pressao arterial sistolica (PAS) e
pressdo arterial diastolica (PAD), frequéncia cardiaca (FC), débito cardiaco

(DC) e resisténcia periférica total (RPT).

e Parametros autonémicos — variabilidade da frequéncia cardiaca nos dominios
do tempo de da frequéncia, balanco simpato-vagal e variabilidade da presséo

arterial.

B) Avaliar os efeitos de uma série de sessoées, efeito crbnico, (1 x por semana — 30
minutos cada, durante um total de 8 semanas) da EETNV auricular em pacientes

portadores de SM.

e Parametros hemodinamicos — registro da pressao arterial sistolica (PAS) e
pressdo arterial diastolica (PAD), frequéncia cardiaca (FC), débito cardiaco

(DC) e resisténcia periférica total (RPT).
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Parametros autonémicos — variabilidade da frequéncia cardiaca nos dominios
do tempo e da frequéncia, balanco simpato-vagal e variabilidade da presséo

arterial

Parametros metabdlicos — niveis séricos de glicose, insulina, colesterol total e

fragbes (HDL-c, LDL-c), calculo do indice HOMA

Parametros inflamatorios — relacdo neutrofilos / linfécitos e mondcitos
(classicos e nao classicos) do sangue periférico; dosagem de PCR, e de

citocinas pro-inflamatorias (TNF-alfa, IL-6)

Células endoteliais — Células progenitoras endoteliais (CPE); Células

endoteliais circulantes (CEC) e Microparticulas (MP).
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Caracteristicas do estudo

Trata-se de um estudo randomizado 2:1, com um total de 30 pacientes. Para
o calculo amostral do estudo de intervencédo, consideramos obter uma diferenca de
20% entre os grupos nas variaveis %LF e LF/HF (balanco autonémico). Esperando
um erro de 5% e intervalo de confianca de 95%. O nimero de pacientes para cada
grupo foi de 20 para o GT e de 10 para o GC. O calculo amostral foi baseado em

estudos ja realizados do proprio grupo de pesquisa, utilizando as mesmas variaveis.

Considerando-se a necessidade de implementar a nova técnica no nosso
servico, optamos por incluir um maior nimero de individuos no GT para ter um poder
de efeito da estimulacdo e detectar eventuais desconfortos, tolerabilidade, efeitos

adversos, em uma populacdo muito especifica de estudo.
Método de randomizacéao

A randomizacéo foi realizada por meio de sorteio de cartdes ja previamente

identificados (10 cartdes GC e 20 cartdes GT).

3.2. Pacientes

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos, com idade de 18 a 60 anos (0
que exclui menores de idade), da cidade de Sao Paulo, que apresentaram 0s
criterios de inclusdo descritos abaixo. Os voluntarios foram recrutados do
Ambulatério de Pesquisa de Sindrome Metabolica da Universidade Nove de Julho —
UNINOVE. Os interessados em participar do estudo foram submetidos a uma

entrevista pelo pesquisador responsavel, e os que preencheram os critérios de
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selecéo foram entdo convidados a participar do estudo. Todos os individuos foram
admitidos no estudo apos lerem e assinarem o TCLE aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Nove de Julho sob numero 2.621.640 e disponivel
para acesso na Plataforma Brasil sob nimero 83127318.0.0000.5511 e Registro

Brasileiro de Ensaios Clinicos (REBEC) - REQ: RBR-7thswq
3.3 — Critérios de Selecéo

A avaliacao inicial foi realizada no ambulatério da Universidade Nove de Julho
— UNINOVE. Os pacientes foram submetidos a um completo exame clinico e fisico,
onde dois especialistas (médicos) vinculados ao projeto verificaram se havia alguma

contraindicacao especifica para a inclusdo no presente estudo.

Critérios de Inclusao

Os individuos elegidos preencheram todos os critérios listados abaixo:

e Diagnéstico de SM baseado nos critérios recentemente estabelecidos
(NCEP: ATP Il - 2015) - trés achados anormais de cinco qualificam

uma pessoa para o diagndstico de SM

v/ Aumento circunferencial da cintura (= 102cm em homens, =

88cm em mulheres)
v/ Aumento de triglicérides (= 150 mg/dL)

v/ HDL-c reduzido (£ 40mg/dL mol/L em homens, < 50mg/dL em

mulheres)

v Pressado arterial aumentada (sistélica = 130 e/ou diastolica =

85mm Hg)
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v/ Glicemia de jejum elevada (= 100mg/dL).

e Declaracdo pelo paciente de peso e dieta estaveis por pelo menos 6

meses até a entrada no estudo
e Funcao renal normal
e Funcao tireoidiana normal

e Apto a declarar consentimento por escrito e cumprimento com as

tributacdes do estudo durante a duracdo do estudo

Critérios de Excluséao

Os individuos ndo eram elegiveis para participar do estudo caso
apresentassem qualquer um dos critérios de excluséo listados abaixo:
e Em uso de insulina ou com HbAl1c > 8,0;

e Niveis de triglicérides = 400mg/dL ou em uso de medicacdo redutora

de lipideos;

e Niveis séricos de alanina transaminase (AST) elou aspartato

transaminase (ALT) >200U/L

e Pressao sistélica em repouso = 160 mm Hg; Pressao diastélica em

repouso 2100 mm Hg;

e Em uso de anti-hipertensivos que interferissem (beta bloqueadores)

com a VFC,;
e Antecedentes de doencas cronicas debilitantes

e (gestacao
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e Voluntarios que apresentarem: qualquer neoplasia em atividade; lesao
cutanea e/ou déficit de sensibilidade do pavilhdo auricular esquerdo;
estar em tratamento com radioterapia e/ou quimioterapia e
imunossupressores, pacientes com doencas infeciosas crénicas

(incluindo hepatites, SIDA.)
3.4 - METODOS
Anamnese e exame fisico

A anamnese e o0 exame fisico dos envolvidos no estudo seguiram a
normatizacao universal e convencional, de uso corrente, conforme a pratica médica

contemporanea.

Foi realizado antes de cada sessdo de EE um exame fisico minucioso do
pavilhdo auricular esquerdo para descartar qualquer foco de infeccdo ou leséo

cutanea e/ou perda da sensibilidade da pele, o que cancelaria o procedimento.
Avaliacdo antropométrica

A avaliacdo antropométrica consta dos seguintes itens: Circunferéncia
abdominal (cm) — passando na altura da cicatriz umbilical, utilizando uma fita métrica
metalica de marca Sanny. Estatura (m) — medida pelo estadidbmetro de marca
Sanny. Massa corporal total (kg) — balanca Filizola. indice de massa corporal (IMC) —
peso(kg)/estatura?(m). Para determinacdo da classificacdo do IMC foi adotada a

classificagdo do NCHS. CDC (2000).
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Exames laboratoriais

Uma puncéo venosa (aproximadamente 20 ml) foi realizada para retirada de
uma amostra de sangue para dosagem dos exames pertinentes ao estudo. O
processamento das amostras foi realizado de acordo com método padronizado e de

rotina no laboratério de analises clinicas, e especifico para cada substancia:

Proteina C-reativa (PCR), Perfil lipidico (colesterol total), Lipoproteinas de alta
densidade (HDL-colesterol), Lipoproteinas de baixa densidade (LDL), Triglicérides,
Testes de funcdo tireoidiana (THS e T4 livre), Funcéo hepatica (TGO e TGP), glicose
e insulina em jejum. Mulheres com potencial para engravidar fizeram teste de

gravidez.

A dosagem de citocinas (TNF-a, IL-6) foi realizada através de ensaios
imunoenzimaticos (Quantikine HS ELISA - High Sensitivity), utilizando-se Kits

comerciais (R&D Systems a biotechne brand).
Citometria de fluxo

O sangue dos pacientes foi coletado em tubo com EDTA, entédo transferido
100uL para tubos de citometria de acordo com os grupos de anticorpos anti-CD14
(mondcito Classico); anti-CD16 (Mondcito ndo classico); anti-CD31 (Célula endotelial
circulante); anti-CD144 (Microparticulas) e anti-CD309 (Célula progenitora
endotelial). Foi pipetado 2uL dos anticorpos em seus respectivos grupos e incubado,
no escuro e a 4°C, por 30 minutos. Apos a incubacao, foi feito a lise de heméacias de
acordo com o protocolo do reagente BD FACS Brand Lysing Solution (N° Catalogo
349202), seguido por centrifugacao a 2.500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi

desprezado e o pellet ressuspendido em 2mL de BSA, centrifugado novamente por
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2.500 rpm durante 10 minutos para o processo de lavagem. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet final ressuspendido em 200uL de BSA. Observe na tabela 2 a

descricédo dos anticorpos utilizados.

Tabela 2 - Descricdo dos anticorpos utilizados na marcacdo das células
endoteliais e células imune.

Painel  Marcador Concentracéo Fluorocromo Fabricante/Catalogo
Tubo 1 S6 células - - -

Tubo 2 CD3 2uL PerCP BD - 347344
Tubo 2 CD31 2uL PE BD — 555446
Tubo 2 CD144 2 uL APC BD — 561567
Tubo 3 CD309 2 UL PE BD - 560494
Tubo 4 CDi14 2 uL FITC BD — 560996
Tubo 4 CD16 2 UL APC CY7 BD - 557831

Para a caracterizacdo do anticorpo CD309* (intracelular), apos a lise celular e
centrifugacéo foi pipetado 1mL de PermWash, em seguida o anticorpo (Catalogo BD
— 560494) foi incubado no escuro por 30 minutos a 4°C. ApGs a incubacgédo foi
realizada centrifugacao a 2.500 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado
e adicionado 1mL de CytoFix, incubado por 10 minutos. Apds a incubacao, foi feita
centrifugacéo a 2.500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
final ressuspendido em 200uL de BSA. O marcador de CD3* foi utilizado para a
formacao dos Gates da citometria, para a identificacdo das células endoteliais uma

vez que possuem um tamanho muito parecido com os linfécitos.

Para a andlise no citometro BD Accuri C6, foram adquiridos 1x10°
eventos/células para cada paciente e condicdo de marcacdo com 0s anticorpos.
Abaixo a Figura 13 demonstra um exemplo de como foram realizadas as marcagoes

e detecgOes dos respectivos anticorpos para caracterizagéo das células endoteliais.
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Figura 13 — Gates utilizados para marcacéao de células endoteliais (Células progenitoras endoteliais e
Células Endoteliais circulantes). (A) - Gate na populacdo de linfdcitos. Linfécitos e células endoteliais
possuem tamanho parecido, por isso utilizamos esse gate como primeira etapa na caracterizacéo. (B)
- Gréfico do tipo dot plot Anexina V x CD31*. Foi realizado um gate na dupla marcacgéo. (C) - Gréfico
do tipo dot plot CD31* x CD144* para a analise de MPE. As microparticulas de origem endotelial
expressaram marcadores CD31*CD144*. Fonte: Préprio (2019).

Registro da curva de presséo arterial batimento a batimento e das variaveis

hemodinamicas.

Os registros das variaveis hemodinamicas, pressao arterial sistélica (PAS),
diastélica (PAD), média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), débito cardiaco (DC) e
resisténcia periférica total (RPT) foram efetuados de maneira continua e néao
invasiva, batimento a batimento, com o monitor de pressao Finomiter® (Figura 14)

(141).

Figura 14: Monitorizacdo dos pardmetros hemodindmicos com o monitor Finometer® Finometer,
FMS, Finapres Medical System, Holland) (141).
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O equipamento utilizado tem como principio basico a técnica de
fotopletismografia digital, gerando curvas de presséo arterial derivadas da pulsacéo
da artéria digital, colocando-se um manguito de pressado circundando a falange
meédia do segundo dedo da méo esquerda (Figura 15), conforme descrito por Penaz

e desenvolvido por Wesseling (141).

3 i -] .;". £ =
Figura 15: Manguito de presséo circundando a falange média do segundo dedo da méo
esquerda, com o principio basico da técnica de fotopletismografia digital, gerando curvas de
presséo arterial derivadas da pulsacado da artéria digital.

O equipamento é provido de um programa (Software BeatScope®) capaz de
gerar os dados de Presséao Arterial Sistdlica, Presséo Arterial Média, Pressao Arterial
Diastolica, Débito Cardiaco e Resisténcia Periférica Total (PAS, PAM, PAD, DC e
RPT) tendo como base valores derivados da curva de pressao arterial e informacdes
sobre idade, sexo, peso e altura (Figura 16). Ainda que esses valores sejam
indiretos, existem informacbes na literatura sobre a validagdo do método com
medidas diretas e invasivas, tendo boa acuracia e valores sobreponiveis a curva de

pressao da artéria braquial (141).
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Figura 16: Tela do Finometer® durante um exame em tempo real, mostrando acima, a
direita, os valores de DC, e FC e abaixo, a direita, a PAS e a PAD. No centro, destacado em
vermelho, observa-se a curva de PA apds calibracao.

Andalise da VFC e da PAS

Variabilidade no Dominio do Tempo: A série temporal da FC foi obtida por
meio da determinacdo do intervalo de pulso (IP) do sinal da PA, e analisada no
dominio do tempo por meio da analise da variancia do intervalo dos batimentos

normais (NN).

Variabilidade no Dominio da Frequéncia (Analise Espectral). Inicialmente foi
realizada a edicdo manual dos sinais através da deteccdo dos eventos sistélicos
(pico) do sinal da PAS batimento a batimento. O intervalo de pulso (IP) foi
estimado pelo intervalo entre sistoles consecutivas. Apds inspecdo visual de
todas as séries obtidas foi realizada a regularizacdo da periodicidade por
interpolacdo spline cubica (fi=250 Hz) e, apos isto, a reducdo do numero de
pontos por decimacdo (18 vezes). Em seguida cada batimento cardiaco foi
identificado através da utilizacdo de algoritmo através do programa Matlab MT
(método de Welch), que realizou a detec¢do automatica dos eventos sistolicos da
onda de pressao, gerando o resultado da analise espectral com as respectivas
faixas de interesse. A poténcia espectral foi integrada em trés faixas de
frequéncia de interesse (HF, LF, VLF) e foi realizada a razdo entre duas delas

(LF/HF) para se avaliar o balanco autonémico. O componente LF da VPA foi
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utilizado como uma representacdo da modulacdo simpatica do tdnus vascular
(142).

e Frequéncias altas (HF) entre 0,4 e 0,15 Hz — Parassimpatico

e Frequéncias baixas (LF) entre 0,15-0,40 Hz — Simpatico

e Frequéncias muito baixas (VLF) menores que 0,04 Hz.

e Balango autondmico: LF/HF

Os componentes da variabilidade da FC no dominio da frequéncia foram analisados
e apresentados em valores absolutos (abs), porcentagem (%) e na sua forma

normalizada (nu); ou seja:
e LF absoluto (ms?)
e HF absoluto (ms?)
e LF % = 100*LF/ (LF + HF)
o HF % = 100*HF/ (LF + HF)
e LF nu= poténcia de LF / (poténcia total ms? —VLF) x 100

e HF nu= poténcia de HF / (poténcia total ms? —VLF) x 100

e LF/HF=relacdo LF ms?/ HF ms?

Protocolo de Estimulacéo Elétrica Transcutanea do Nervo Vago Auricular

A EETNV foi realizada utilizando um dispositivo (NEMOS®; Cerbomed,
Erlangen, Alemanha) (Figura 17A), que estimula a cymba conchae, por ser uma
regido que apresenta uma maior capacidade de estimulacdo do nervo vago de forma
transcutanea, porque a estimulacéo desta localizac&o resulta na ativacdo mais forte
da via aferente vagal no tronco encefalico (134). O estimulo elétrico tem uma largura

de pulso de 500ms; frequéncia de estimulacédo de 25 Hz e amplitude em miliAmpére
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(mA) que varia de 0.1 a 5.0 mA. A estimulacao foi realizada na orelha esquerda de

todos os pacientes (143).

Figura 17 — A) Dispositivo NEMOS®. B) Eletrodo posicionado cymba conchae (ramo auricular nevo
vago) (135)

Durante a EETNV, o eletrodo foi posicionado na cymba conchae (Figura 17B).
O periodo de estimulacdo foi de 30 minutos ciclicos (30 segundos, On e 30
segundos, Off). Nos pacientes do GT, o eletrodo foi ligado e a amplitude foi sendo
aumentada ( 0.1 - 6.0 mA) até que o sujeito identificasse o estimulo de maneira
confortavel e receberam uma sessédo por semana por 8 semanas (135). No GC os

pacientes ndo receberam nenhum tipo de tratamento.
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3.5 - Sequéncia do estudo

Triagem geral
Avalia¢do clinica inicial
+
Exames |aboratoriais

confirmatorios

Confirmagao dos critérios de
inclusdo e exclusao

* Avaliagdo antropométrica

* Coleta de sangue para
dosagem de citocinas (TNF-a,
IL-6) e quantificagdo de células
imunes (monocitos) e células
endoteliais (CECs, CPEs e MPs)
do sangue periférico.
*Finomiter (avaliagdo
hemodindmica e de VFC)

sess3o0 sessdo sessdo sessdo sessdo sessdo sess30 sess3o
30'EE 30'EE 30 EE 30'EE 30 EE 30’'EE 30’EE AVFF
GT

Efeito cronico: apos 8 sessoes EE (1 vez por semana)

Efeito agudo: apds 12 sessdo

Finomiter: Avaliagdo
hemodinamica e de VFC.

2 meses

—"

GC
Nao receberam nenhum tino de tratamento

Avaliagdo antropométrica; Coleta de sangue para dosagem de citocinas (TNF-o, IL-6) e
quantificagdo de células imunes (monacitos) e células endoteliais (CECs, CPEs e MPs) do
sangue periférico.

*FINOMITER: Avaliagdo hemodinamica e de VFC.
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3.6 - Analise Estatistica

A andlise dos resultados foi realizada com o programa GraphPad Prism 8
(2019). A normalidade dos dados foi testada com o teste de Kolmogorov-Smirnov
(KS). O teste t Student foi aplicado para analisar amostras pareadas.

Utilizamos o teste ANOVA de medidas repetidas para analise entre os grupos,
seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes se p<0,05. Os dados paramétricos foram apresentados

em média e desvio padréo.
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4. RESULTADOS

Os resultados deste estudo serdo apresentados segundo a sequéncia dos

objetos propostos
Selecdo dos participantes e caracterizacdo da amostra

No periodo de maio a dezembro de 2018, foi realizada uma busca ativa de
potenciais participantes em mutires realizados em centros comunitarios na cidade
de Sao Paulo (fase de screening). Inicialmente foram avaliados 100 voluntérios,
destes 52 foram excluidos por apresentarem critérios de exclusdo, e 48
potencialmente elegiveis realizaram exames laboratoriais de confirmacao. Destes 14
nao preencheram no minimo 3 dos 5 critérios de SM. Trinta e quatro pacientes foram
selecionados, porém, gquatro abandonaram o protocolo na fase inicial restando
apenas 30. Os 30 que permaneceram no protocolo foram randomizados em dois

grupos conforme descrito no fluxograma do estudo abaixo.



4.1. Fluxograma do estudo

Excluidos (n =52)

Triagem Geral

Apresentaram  critérios de
N=100

exclusdo: tabagismo (17);
diagnostico prévio de
hipotirecidismo (12); uso de
drogas anti-hipertensivas pB-
bloqueadoras (Atenolol ou
propranolol) (10); tratamento
com imunossupressor (4) e em

Pacientes potencialmente elegiveis
(n =48) uso de insulina (9).

Exames laboratoriais de confirmacdo

N&o preencheram no minimo 3
dos 5 critérios de SM

(n=14)
Selecionados
(Preencheram no minimo 3 dos 5 critérios de SM)
(n=34)
n=4
Abandonaram o protocolo
apos terem recebido
diagnostico de SM
(n = 30)

Randomizacdo (2:1)

|

Avaliagdo clinica e antropom étrica; Finomiter (avaliagdo hemodinamica e VFC) e coleta de sangue para
avaliar perfil inflamatdrio (TNF-a, IL-6 e IL-10}), células imunes (Mondcitos CD14+ e CD16+) e células
endoteliais (MP. CPE e CEC).

Grupo tratamento Grupo controle
(n=20) (n=10)

Avaliagdo Hemodinamica e de VFC, ap6s 1 sessdo de EE (30
mintos) — Fase aguda. N3 o receberam nenhum tipo
de tratamento

Receberam mais 7 sessdes de EE, uma vez por semana
durante 8 semanas, por 30 minuto cada.

Avaliagdo clinica e antropom étrica; Finomiter (avaliagdo hemodindmica e VFC) e coleta de sangue para avaliar
perfil inflamatdrio (TNF-a, IL-6 e IL-10), células imunes (Mondcitos CD14+ e CD16+) e células endoteliais (MP,
CPE e CEC).
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O conjunto de todos os componentes que preenchem os critérios de SM de
acordo com os critérios do ATP Il (2015) esteve presente somente em 5 pacientes
(16,6%). Os demais pacientes apresentaram 3 ou 4 componentes da SM, em

combinacgdes variadas.

De forma individual, a “circunferéncia abdominal (CA) aumentada” foi o unico
componente que esteve presente nos 30 pacientes (prevaléncia de 100%). O
segundo fator mais prevalente foi a “PA elevada” presente em 25 pacientes (83,3%),
seguido de “HDL-colesterol baixo” em 22 (73,3%), “glicemia elevada” 15 (50%) e

“triglicerideos elevados” em 8 (26,6%) dos pacientes.

Nenhum paciente apresentou efeitos adversos ao método de EETNV auricular

ou desistiu do protocolo em andamento.

Apresentamos, na Tabela 3, os dados iniciais obtidos no momento de
inclusdo no estudo, o perfil antropométrico, clinico e laboratorial que sédo resultados
cruciais para diagnéstico de SM. Tais resultados, portanto, referem-se aos
pacientes incluidos no GT (n=20) e no GC (n=10). A média das idades do GT foi de
43 £ 9 anos (7 homens e 13 mulheres), e do GC foi de 46 = 10 anos (3 homens e 7

mulheres). Os grupos sdo comparaveis nessas variaveis.
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Tabela 3 — Perfil antropométrico, clinico e laboratorial dos pacientes do GT e GC no momento

dainclusdo (momento basal).

GT (n=20) GC (n=10) P
(Média/DP) (Média/DP)
Sexo (M/F) 7/13 3/7 0,093
Idade 43+9 46 + 10 0,473
Peso (Kg) 105 + 18 104 + 22 0,960
CA (cm) 119+ 12 122 + 13 0,544
CC (cm) 42 +5 40 + 4 0,477
IMC (Kg/m2) 37+5 37+6 0,854
PAS (mmHg) 137+ 21 135+ 21 0,844
PAD (mmHgQ) 81+10 80+ 10 0,719
FC (bpm) 72+7 74 + 10 0,659
Glicose (mg/dL) 100 + 14 105 + 17 0,875
Colesterol total (mg/dL) 197 £ 42 201 +£49 0,832
HDL-c (mg/dL) 46 + 10 48 £ 12 0,611
LDL-c (mg/dL) 123+ 39 125+ 43 0,946
Triglicérides (mg/dL) 141 + 38 130 £ 42 0,936
TGO (U/L) 23+9 24+8 0,791
TGP (U/L) 25+7 28 + 14 0,520
TSH (ulu/mL) 23+1,6 22+1,0 0,822
T4 livre (ulU/mL 1,1+0,2 1,1+£0,2 0,697
Insulina (mUl/mL) 17+7 157 0,438
PCR (mg/dL) 0,6+0,3 0,6+0,4 0,916
HOMA-IR 42+17 3,7+£2,0 0,754

*p<0,05 = estatisticamente significante. Valores expressos em média e desvio padrdo. M:masculino;
F: feminino; CA: Circunferéncia abdominal; CC: Circunferéncia cervical, IMC: indice de massa
corporea; PAS: Pressdo arterial sistélica; PAD; Pressao arterial diastélica; FC: Frequéncia cardiaca;
HDL: High Density Lipoproteins; LDL: Low Density Lipoproteins; TGO: Transaminase glutamico
oxalacética; TGP: Transaminase glutdmico-piravica; TSH: Thyroid-stimulating hormone; T4: Tiroxina,

PCR: Proteina C Reativa; HOMA-IR: Index Homeostatic Model Assessment. Test t Student.

Os valores médios da circunferéncia abdominal (CA); indice de Massa

Corpérea (IMC) e Circunferéncia da cervical dos dois grupos sdo semelhantes,

ambos acima do normal.

Pela classificagdo do IMC os pacientes de ambos os

grupos apresentam Obesidade Grau Il. A PAS e PAD aferidas no consultorio dos
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dois grupos sdo semelhantes, e em ambos estdo acima do normal. Com relagcéo ao
perfil laboratorial podemos observar que ndo houve diferencas no perfil metabdlico,
lipidico, enddcrino e de inflamacéo entre os grupos no momento basal (p>0,05). Os

grupos sao comparaveis para estas variaveis no mesmo momento.

A tabela 4 apresenta a comparacao das meédias (basal e ap6s 30 minutos de
EE) das medidas de PAS, PAD e FC de consultério e parametros hemodinamicos
(batimento-a-batimento) dos pacientes do GT na fase aguda do tratamento.
Observamos que ndo houve diferencas significantes nas médias das medidas de
PAS e PAD de consultério e batimento-a-batimento quando comparadas ao
momento basal (p>0,05). No entanto, a FC de consultério (Figura 18) e a FC
batimento-a-batimento (Figura 19) apresentaram uma reducdo de aproximadamente
3 batimentos por minuto apés 30 minutos de EE quando comparadas ao momento
basal (p=0,022 e p=0,011, respectivamente). As demais variaveis dos parametros
hemodinamicos (DC e RPT) ndo apresentaram variacdes significantes nas médias

(p>0,05).

Tabela 4 — Comparacdo das médias das medidas de PAS, PAD e FC de consultério e dos
parametros hemodinamicos (batimento-a-batimento) dos pacientes do GT na fase aguda
(momento basal e ap6s 30 minutos de EE).

GT (n=20)
Medidas de Basal Pés 30’EE p
consultorio
PAS (mmHg) 137 £ 21 136 + 22 0,859
PAD (mmHg) 81 +10 80 %10 0,825
FC (bpm) 72+7 69+8 0,022*
Parémetros
Hemodinamicos
PAS (mmHg) 138 + 20 135+ 23 0,267
PAD (mmHg) 78+8 78+9 0,755
PAM (mmHg) 102 £ 13 101+ 14 0,6
FC (bpm) 70+8 67+8 0,011~
DC (L/min) 75+1,4 72+1,4 0,161
RPT (NU) 0,843 +0,2 0,877 £ 0,2 0,335

*p<0,05 = estatisticamente significante. Valores expressos em média e desvio padrdo. PAS: Presséo
arterial sistolica; PAD; Pressédo arterial diastolica; FC: Frequéncia cardiaca; DC: Débito cardiaco;
RPT: Resisténcia periférica total. Test t Student.
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Figura 18 — Comparacéo das médias da FC de consultério no momento basal e apds 30
minutos de EE. Test.t pareado. Test t Student.
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Figura 19 — Comparacéo das médias da FC no momento basal e apds 30 minutos de EE,
avaliada batimento-a-batimento atraves do FINOMITER. Test t Student.
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A tabela 5 apresenta a comparacdo entre as médias dos parametros
autonémicos do GT na fase aguda. Quando analisamos as variacdes entre os dois
momentos (basal e apdés 30’ de EE), observamos que os parametros de VFC no
dominio do tempo (VARR e RMSSD) nao sofreram alteracdes significantes (p>0,05).
Na analise dos parametros da VFC no dominio da frequéncia observamos que 0s
componentes LF (nu) (simpatico) (Figura 20A) e a razdo LF/HF (modulacdo simpato-
vagal) (Figura 20C) diminuiram e o componente HF (nu) (vago) (Figura 20B)
aumentou estatisticamente significante (p<0,05). E as demais variaveis no dominio

da frequéncia ndo apresentaram variacdes significantes (p>0,05).
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Figura 20 — Comparacdo das médias no momento basal e ap6és 30 minutos de EE das
variaveis: A) LF(nu); B) HF (nu); C) balanco autonomico (razdo LF/HF) da avaliacdo aguda. Test t

Student.

Tabela 5 - Comparacdo dos parametros autondmicos do GT na fase aguda (momento basal e

apo6s 30 minutos de EE).

GT (n=20)
Basal

VARR (ms2) 2749 + 2793
RMSSD (ms) 41 + 28
LF abs (ms?) 772 + 839
HF abs (ms?) 896 + 1362
LF% 327
HF% 34+14
LF (nu) (ms? 50+ 13
HF (nu) (ms?) 50+ 13
LF/HF 1,4+09

Pés 30’ EE D
3643 + 4791 0,192
48 + 42 0,196
1015 + 1756 0,347
1372 + 2228 0,149
20+8 0,246
38 +18 0,126
45+ 15 0,040*
55 + 15 0,035*
1,1+0,7 0,010*

*p<0,05 = estatisticamente significante. Valores expressos em média e desvio padrdo. VARR:
Variacdo intervalos R-R; RMSSD: Raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre
intervalos R-R normais; LF: Low frequency; Abs: absoluto; HF: High frequency; Nu: Normalizado; %:
porcentagem; LF/HF: Ratio Low frequency/ High frequency. Test t Student.
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A seguir, apresentamos os resultados das médias nho momento basal e apos 8

semanas sem nenhum tipo de tratamento (GC) e do (GT) que recebeu EETNV.

Como pode ser observado na Tabela 6, ndo houve diferencas significantes na
interacdo entre o tempo versus grupos (p>0,05), assim como na comparacao dos
momentos (pré e pds) em ambos 0s grupos nas medidas antropométricas, como:
Peso, CA, CC e IMC. Quanto as medidas de PAS, PAD e FC de consultdrio,
observamos que houve uma interacdo entre o tempo versus grupos (p<0,05). E
guando aplicamos o teste Post Hoc para identificar onde estava a diferenca,
observamos que as médias de PAS (Figura 21), PAD (Figura 22) e FC (Figura 23)
apresentaram uma reducao apos 8 sessbes de EE quando comparadas ao momento

basal do GT (p<0,05).

Pressao Arterial

Sistodlica = GC
p=0,001
150= T T T
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= 100- .
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Figura 21: Comparacao das médias da PAS entre os momentos pré e pds de ambos os
grupo (GC e GT). Teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 22: Comparacao das médias da PAD entre os momentos pré e pos de ambos os
grupos (GC e GT). Teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 23: Comparacao das médias da FC entre os momentos pré e pds de ambos 0s grupos
(GC e GT). Teste post hoc de Bonferroni.
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Tabela 6 — Comparacao dos dados antropométricos e clinicos do GC no momento basal e apés
2 meses sem tratamento e GT no momento basal e apds 8 sessdes de EE.

GC GT
(n=10) (n=20)
Pré Pés Pré Pés p
Peso (Kg) 104 + 22 103 £ 22 105+ 18 105+ 18 0,172
CA (cm) 122 +13 119+ 15 119+ 12 118 + 11 0,332
CC (cm) 40+ 4 41 +4 42 £ 5 42 £ 5 0,774
IMC (Kg/m2) 37+6 36 +6 375 375 0,126
PAS (mmHg) 135+ 21 13321 13721 121 +11# 0,028*
PAD (mmHg) 80 + 10 83+ 10 81+ 10 77 + 8 0,007*
FC (bpm) 74 + 10 76 £ 10 727 68 + 8* 0,034*

*p<0,05 = estatisticamente significante. Valores expressos em média e desvio padrdo. Valor de p da
interacao entre grupos e tempos. CA: Circunferéncia abdominal; CC: Circunferéncia cervical; IMC:
indice de massa corpérea; PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD; Pressado arterial diastélica; FC:
Freguéncia cardiaca. “GT=pré vs p6s; p<0,05 (Bonferroni)

A tabela 7 apresenta os resultados dos exames

laboratoriais  (perfil

metabdlico, lipidico, enddcrino e inflamatoério), do GC e GT avaliados nos dois

momentos (pré e pés). Nado houve indicios de que as médias foram diferentes

comparando os momentos (pré e pos) nos dois grupos (p>0,05), e na interacdo

tempo versus grupos (p>0,05).
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Tabela 7 — Comparacdo das médias dos exames laboratoriais (perfil metabélico, lipidico,
enddcrino e inflamatério) do GC no momento basal e ap6s 2 meses sem tratamento e do GT
(momento basal e apds 8 sessfes de EE).

GC GT
(n=10) (n=20)
Pré Pés Pré Pés p
Glicemia (mg/dL) 101+ 11 105 + 17 102 + 16 100 + 14 0,732
Colesterol total (mg/dL) 201 £ 49 204 £ 45 197 + 42 187 + 32 0,535
HDL-c (mg/dL) 48 + 12 50+13 46 + 10 45+ 9 0,832
LDL-c (mg/dL) 125 + 43 130 + 39 123 + 39 118 + 33 0,432
Triglicerideos (mg/dL) 130 £ 42 123+ 34 141 + 38 124 + 32 0,262
TGO (U/L) 24+8 237 23+9 27 +£16 0,632
TGP (U/L) 28+14 3017 257 27+9 0,635
TSH (ulU/mL) 22+1,0 24+0,8 23+1,6 21+13 0,835
T4 livre (ulU/mL 1,1+0,2 1,2+0,2 1,1+0,2 1,1+0,2 0,135
Insulina (mUI/mL) 157 16+ 6 17+7 16 +7 0,535
Homa-IR 3,720 42+19 42+17 40+1,8 0,436
PCR (mg/dL) 0,6+0,4 09+11 0,6+0,3 0,6+04 0,738

*p<0,05 = estatisticamente significante. Valores expressos em média e desvio padrao. HDL: High
Density Lipoproteins; LDL: Low Density Lipoproteins; TGO: Transaminase glutamico oxalacética;
TGP: Transaminase glutdmico-pirdvica; TSH: Thyroid-stimulating hormone; T4: Tiroxina; PCR:
Proteina C Reativa; HOMA-IR: Index Homeostatic Model Assessment.

A comparacdo das variaveis hemodinamicas, obtidas em repouso de forma

nao invasiva (batimento-a-batimento), estdo apresentadas na tabela 8. Realizamos a
analise entre os momentos (pré e pés) de cada grupo e ndo observamos nenhuma

diferenca estatistica nos valores médios de PAS, PAD, PAM, DC e RPT. Na analise

da FC observamos que houve uma interacdo estatisticamente significante (p<0,05)

do tempo versus grupos, e quando analisamos por meio do teste Post Hoc

(Bonferroni) identificamos que no GT houve uma queda de aproximadamente 4

batimentos por minuto (Figura 24) em que o valor de p>0,05.
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Figura 24 - Comparac¢éo das médias da FC (pré e p6s) do GC e do GT avaliada batimento-a-
batimento. Teste post hoc de Bonferroni.

Tabela 8 — Comparacao dos parametros hemodindmicos do GC (basal e ap6s 2 meses) e GT
(basal e ap6s 8 sessdes de EE).

GC GT
(n=10) (n=20)
Pré Pés Pré Pés p
PAS (mmHg) 137 +23 132 +26 138 + 20 127 + 14 0,328
PAD (mmHg) 75+9 72+9 78+8 4+7 0,586
PAM (mmHg) 103 + 17 98 £ 15 102 + 13 95+10 0,775
FC (bpm) 69+9 73+11 708 66 + 8* 0,002*
DC (L/min) 8+1,9 83+1,9 75+1,4 7+1,2 0,121
RPT (NU) 0,821 + 0,2 0,734 +0,2 0,843 +0,2 0,813+ 0,2 0,746

*p<0,05 = estatisticamente significante. Valores expressos em média e desvio padrdo. PAS: Pressédo
arterial sistdlica; PAD; Pressédo arterial diastolica; FC: Frequéncia cardiaca; PAM: Pressao arterial
média; DC: Débito cardiaco; RPT: Resistencia periférica total. “GT=pré vs pos; p<0,05 (Bonferroni).

A tabela 9, apresenta as meédias dos parametros de VFC no dominio do
tempo e no dominio da frequéncia do GC e GT no momento pré e pos de ambos os

grupos. Apoés analisarmos a interacdo do tempo versus grupos por meio do teste
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ANOVA de medidas repetidas observamos que as variaveis LF%, HF%, LF(nu),
HF(nu) e LF/HF apresentaram interacdo estatisticamente significante (p<0,05).
Quando aplicamos o teste POST HOC notamos que no GT, as médias das variaveis
LF% (Figura 25) e LFnu (simpatico) (Figura 26) e razdo LF/HF (balanco autonémico)
(Figura 27) foram inferiores quando comparadas ao momento basal (pré) e a
variavel HF% (Figura 28) e HFnu (vago) (Figura 29) tiveram meédias superiores
qgquando comparadas as médias do momento basal (pré) (p<0,05). Esses dados
sugerem que ocorreu um incremento da modulacéo vagal para o coracdo apos as 8
sessOes de EETNV. Nas demais variaveis no dominio do tempo e no dominio da

frequéncia nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes (p>0,05).
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Figura 25 - Comparagédo das médias da variavel autonomica de LF% (ms?)(pré e pés) do GC
e do GT. Teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 26 - Comparacgédo das médias da variavel autonomica de HF% (ms?)(pré e p6s) do GC
e do GT. Teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 27 - Comparagédo das médias da variavel autonomica de LFnu(ms?)(pré e pés) do GC
e do GT. Teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 28 - Comparagédo das médias da variavel autonomica de HFnu (ms?)(pré e pés) do GC
e do GT. Teste post hoc de Bonferroni.

Balanco Autonémico

| GC
37 = GT
_ p=0,006
L 2=
L
LL
=
o
@
<
o 17 -
:l
0 ] ] ] 1
Pré Po6s Pré Po6s
Grupos

Figura 29 - Comparacgédo das médias da razéo LF/HF (balanco simpato-vagal) (pré e pds) do
GC e do GT. Teste post hoc de Bonferroni.

Na analise da Variabilidade da presséao arterial (VPA) (Tabela 9), quando

analisamos a interacdo tempo versus grupos, observamos que o componente da
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VPA no dominio da frequéncia LF% (ms?), apresentou interacdo estatisticamente
significante (p<0,05). Quando analisamos as variacbes das médias entre o0s
momentos (pré e pos) de cada grupo (teste POST HOC) notamos que no GT, apés 8
sessbes de EETNV (p6s) houve uma reducdo significativa deste componente
autonémico (Figura 30) comparado ao momento basal (pré) (p<0,05). Esse achado

evidencia que a EETNV reduz a atividade nervosa simpéatica dos vasos.
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Figura 30 - Comparagédo das médias da variavel autonomica LF% da VPA (pré e pos) do GC
e do GT. Teste post hoc de Bonferroni.
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Tabela 9 — Comparacédo dos parametros autonémicos do GC (basal e apés 2 meses) e do GT
(basal e ap6s 8 sessdes de EE).

GC GT
(n=10) (n=20)

VFC Pré Pés Pré Pés p
VARR 2137 £ 1988 2060 £ 2065 2749 £ 2793 3621 + 4092 0,279
RMSSD (ms) 34 +21 33+24 41 + 28 51+41 0,181
LF abs (ms?) 666 + 662 576 + 666 772 + 839 710 + 846 0,889
HF abs (ms?) 595 + 594 560 + 677 896 + 1362 1530 + 2485 0,154
LF% 34+6 36+9 327 26 + 8* 0,037*
HF% 29+ 14 28+11 34 +14 43 + 19# 0,046*
LF (nu) (ms?) 54 + 14 54 +12 50 + 13 40 + 15# 0,040*
HF (nu) (ms?) 47 + 14 46 + 12 50 + 13 60 + 15* 0,040*
LF/HF 15+1,0 1,6+0,6 1,4+0,9 0,8 + 0,6% 0,032*

VPA
Mean 132 + 27 127 £ 25 137+ 18 131+ 16 0,905
SD 7+2 5+£2 56+2,1 56+1,3 0,118
Variance 51+34 32+24 36+ 28 33+16 0,204
LF abs (ms?) 8+9 9+9 13+11 7+6 0,575
LF % 27+11 309 36 +13 28 +13* 0,037*

*p<0,05 = estatisticamente significante. Valores expressos em média e desvio padrdo. VFC:
Variabilidade da frequéncia cardiaca; VARR: Variacdo intervalos R-R; RMSSD: Raiz quadrada da
média do quadrado das diferengas entre intervalos R-R normais; LF: Low frequency; Abs: absoluto;
HF: High frequency; Nu: Normalizado; %: porcentagem; LF/HF: Ratio Low frequency/ High frequency;
VPA: Variabilidade da Presséo arterial; Mean: Média; SD: Desvio padrdo; Variance: Variancia.
#GT=pré vs pads; p<0,05 (Bonferroni).

A tabela 10 apresenta as médias dos marcadores imunolégicos de mondcitos
circulantes (CD14*, mondcito classico e CD16*, mondcito ndo classico), CPEs,
CECs e MPEs nos momentos pré e pés de ambos os grupos (GC e GT). Na analise
de interacdo tempo versus grupos observamos que as porcentagens de CD31*
(CECs), CD309*(CPEs), CD14* (mondcitos classicos) e CD16* (mondcitos nao
classicos) apresentaram interacdo estatisticamente significante (p<0,05). Quando
aplicamos o teste POST HOC para identificar onde obtivemos diferencas, notamos
que no GT apds as 8 sessdes de EETNV houve um aumento nas médias das
porcentagens de CD31*(Figura 31), CD309* (Figura 32) e CD14* (Figura 33) e
reducdo na média da porcentagem de CD16* (Figura 34) quando comparadas ao

momento basal (pré) (p<0,05). Isso ndo foi observado no percentual de MPEs. No



93

GC néao foram observadas varia¢gdes significativas na interacdo tempo versus grupos

e na comparacao entre 0s momentos pré e pés das mesmas variaveis (p>0,05).
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Figura 31 — Comparacéo das médias dos percentuais de CD31* (Células endoteliais circulantes)
entre os momentos pré e pés de ambos os grupos (GC e GT). Teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 32 — Comparacéo das médias dos percentuais de CD309* (Células progenitoras endoteliais)
entre os momentos pré e pés de ambos os grupos (GC e GT). Teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 33 — Comparacéo das médias dos percentuais de CD14* (Mondcitos classicos) entre 0s
momentos pré e pés de ambos os grupos (GC e GT). Teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 34 — Comparacéo das médias dos percentuais de CD16* entre 0s momentos pré e pos de
ambos os grupos (GC e GT). Teste post hoc de Bonferroni.
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Tabela 10 - Comparacdo dos marcadores imunolégicos, de células endoteliais,
microparticulas de origem endotelial do GC (basal e ap6s 2 meses) e GT (basal e ap6s 8
sessdes de EE).

GC GT
(n=9) (n=15)
Pré Pés Pré Pés p

CD31* (CECs) % 45+ 12 39+12 42 +19 63 + 14# 0,015*
CD31*/CD144* (MPES) % 29+19 33+1,3 2,0+£0,8 3,1+1,0 0,360
CD309* (CPEs) % 19+1,2 1,3+x04 1,2+0,9 2,4 +1,0¢ 0,048*
CD14* (Mondcitos 3316 28 +17 24 £ 17 52 + 17# 0,025*
classicos) %

CD16* (Mond6citos nao 217 19+6 27+11 13 + 5% 0,023*
classicos) %

*p<0,05 = estatisticamente significante. Valores expressos em média e desvio padrdo.GC: grupo
controle; GT: grupo tratamento; CECs: células endoteliais circulantes; MPEs: microparticulas
endoteliais; CPEs: células endoteliais circulantes *GT=pré vs pés; p<0,05 (Bonferroni).

A tabela 11 apresenta as médias das variaveis de citocinas pré-inflamatérias
(TNF- a, IL6) e a relacéo linfocito/neutrdfilo do GC e GT. Na andlise de interacdo
tempo versus grupos nao observamos nenhuma diferenca estatisticamente

significante (p>0,05).

Tabela 11 - Comparagdo das citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, IL-6) e relagéo
linfocito/neutrofilos do GC (basal e ap6s 2 meses) e do GT (basal e apés 8 meses de EE)
GC GT
(n=10) (n=15)
| Pré Pos Pré Pos p
TNF-a (pg/mL) \ 0,59 + 0,40 0,68 + 0,44 0,57 + 0,32 0,72 +£0,85 0,892
IL-6 (pg/mL) \ 0,31+0,12 0,40 £ 0,53 0,30 £ 0,09 0,31 +0,07 0,506
Linfocito/Neutréfilo 0,5+0,2 0,6 +0,2 0,6+0,2 0,6 £0,2 0,212
(mm?)

*p<0,05 = estatisticamente significante. Valores expressos em média e desvio padrao.
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5. DISCUSSAO

Os principais resultados do nosso estudo demonstram que a EETNV
auricular, aplicada em uma UuUnica sessdo (estimulagdo aguda) ou 8 sessfes
semanais (estimulacdo cronica), foi capaz de modular parametros hemodinamicos e
autondmicos, em especial, reduzir a FC e aumentar a modulacao parassimpética de
pacientes com SM. De forma significativa, a EETNV auricular crénica promoveu,
nessa populacdo, um recrutamento de células imunes periféricas (aumento no
percentual de mondcitos classicos, CD14* e redug¢do no percentual de mondcitos
nao-classicos, CD16%) e marcadores endoteliais circulantes (aumento no percentual

de CECs e CPE) no sangue periférico.

A ideia de se usar a estimulacdo elétrica do nervo vago (EENV) para o
tratamento de doencas surgiu no século XIX, com o neurologista norte-americano
James Corning. Esse médico desenvolveu e utilizou um dispositivo semelhante a
uma forquilha, conectado a fios elétricos, que conduzia uma correte elétrica continua
até o pescoco do paciente com diagnéstico de epilepsia, na tentativa de reduzir as
crises. A hipétese nesse periodo era de que as convulsdes estariam associadas ao
aumento de fluxo cerebral, e a estimulagédo do vago reduziria esse aumento (94).
Anos depois, surgiram varios estudos em modelos animais (105,106,107)
investigaram o tema, comprovando essa propriedade antiepilética (144), e
demonstrando que a estimulacdo das aferéncias vagais poderiam modular a
atividade cortical independentemente de alteracbes cardiovasculares (144). Os
primeiros estudos para o tratamento de epilepsia com a estimulagcéo direta (invasiva)
do nervo vago foram realizados no final dos anos 80 (145). Estudos prospectivos,

randomizados e multicéntricos mostraram que o tratamento € seguro, bem tolerado
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e eficaz na reducéo das crises (146, 147). Os efeitos antidepressivos da ENV foram
observados pela primeira vez em pacientes com epilepsia refrataria. A melhora do
humor também foi observada, mesmo naqueles pacientes que apresentaram pouca
ou nenhuma alteracdo na frequéncia das crises (148). Assim, o uso da ENV foi
ampliado, tendo sido aprovado para o tratamento da depresséo resistente, nos EUA

(148).

Desde entéo, pode-se documentar os efeitos cardiovasculares decorrentes da
EENV de forma invasiva. Estudos em animais evidenciaram bradicardia (definida
com reducdo maior que 10% da FC basal) variando de 5 a 16% (149). Estudos em
humanos evidenciaram que a intensidade de bradicardia € discreta, e € diferente
dependendo do lado estimulado: ha maior reducdo da FC em pacientes que
receberam estimulacdo no nervo vago cervical direito (2,22 + 0,13 bpm), e menor
reducdo nos pacientes com estimulacdo do lado esquerdo (-0,60 = 0,08 bpm).
Segundo os autores, a ENV cervical direito ou esquerdo pode modular de forma

consistente o sistema nervoso autdnomo (150).

No presente estudo, utilizamos a estimulacéo elétrica transauricular do nervo
vago esquerdo (EETNV), e comparando com os dados de estudos de estimulagéo
invasiva, evidenciamos uma queda semelhante da FC (2 bpm) tanto apés uma Unica
sessdo, quanto apdés 8 semanas de EETNV. Porém, houve efeito mais intenso
quando avaliamos 0s pacientes apds 8 sessdes semanais: ocorreu queda de 16
mmHg na PAS aferida no consultorio e de 11 mmHg na avaliacdo batimento-a
batimento, e de 4 mmHg na PAD nas duas avalia¢gdes. Ainda, a queda da FC foi de
4 bpm em ambas as avaliagbes. Deve ser ressaltado que nenhum paciente mudou

dose de medicamentos nesse periodo, nem apresentou sintomas de que sugerissem
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hipotensdo arterial. Assim, 8 semanas de EETNV tem benéfico no aparelho

cardiovascular.

Existem poucos estudos na literatura abordando aspectos semelhantes. Um
estudo de 2014 envolvendo voluntarios saudaveis, investigou os efeitos da EETNV
auricular (largura de pulso, 200 ps e frequéncia de estimulagcdo, 30 Hz) na fungao
autonémica cardiovascular, medida na VFC, e microneurografia para registrar a
atividade simpatica muscular; a conclusao foi que a EETNV auricular pode aumentar
a VFC e reduzir a atividade simpatica muscular, o que € interessante em condicdes
caracterizadas por atividade nervosa simpética aumentada, como na SM, IC e
Hipertensdo arterial (127). Eleonora T. et al. (2019), avaliaram as respostas
cardiacas e periféricas ao estresse ortostatico durante a EET do ramo auricular do
NV em individuos saudaveis. Testando a hipétese de que a EETNV auricular reduz a
FC e altera a responsividade do SNA ao estresse ortostatico. Os principais
resultados do estudo demonstraram que a EETNV auricular aguda: reduz a FC (3
batimentos por minuto) quando comparada a linha de base; diminui a modulagéo
simpatica cardiaca e periférica na condicao de repouso e aumenta a responsividade
da modulacdo vasomotora simpatica a mudanca ortostatica nos jovens saudaveis
(135). Outro estudo de 2019 avaliou os potenciais beneficios da EETNV auricular
diaria em uma populacao de individuos com 55 anos ou mais, tendo por justificativa
gue o envelhecimento esta associado a funcdo autonémica diminuida. Os autores
demonstraram que a EETNV aplicada por 15 minutos diariamente por duas semanas
melhorou que a VFC, sensibilidade barorreflexa, qualidade de vida, humor e sono

foram avaliados (186).

Nosso estudo acrescenta dados importantes de impacto na PA e

estimulacdes por periodos mias prolongados em pacientes com SM.
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Um importante aspecto, recentemente descrito, € o impacto da ENV cervical
nos niveis metabolismo da glicose. A estimulacdo seletiva do nervo vago cervical
aferente (obtida pela estimulacdo da extremidade craniana do nervo vago cervical
seccionado) causou um aumento acentuado e sustentado dos niveis de glicose,
parcialmente mediado pela insulina. Em contraste, a estimulacdo eferente do nervo
vago (distal a sessao) estimulou a secrecdo pancreética de glucagon, o que indica
que a ENV eferente seletiva pode potencialmente ser eficaz no tratamento do
Diabetes Tipo 2 (151). De fato, estudos em diferentes modelos animais sugerem que
a estimulacdo cronica de outros ramos vagais (nervos vagais subdiafragmaticos)

pode ter efeitos benéficos no metabolismo da glicose (152,153).

No nosso estudo ndo observamos nenhuma alteracdo nos valores médios de
glicose, da HbAlc glicosilada e insulina no grupo de pacientes tratados por 8
semanas com EETNV auricular comparados ao momento basal. A estimulacéo
transauricular tem um efeito comprovado por ressonancia magnética em area de
controle vagal centrais, afetando de forma significativa as fibras aferentes vagais,
porém, ndo se pode descartar uma acdo também nas fibras eferentes vagais (153).
Considerando esses fatos, poderiamos esperar uma piora nos niveis de glicose e
insulina dos pacientes por nés avaliados. Entretanto, o efeito neutro da EETNV no
nosso estudo pode refletir que o nimero das estimulacdes ndo foram frequentes o
suficiente para causar alteracdes nesses parametros (ocorreram uma vez por
semana, durante 8 semanas). Essa hipotese é corroborada pela observagédo de que
pacientes epiléticos que recebem estimulacdo elétrica vagal (EEV) os niveis de
glicose no sangue variam de acordo com o tempo de estimulagdo programado no
aparelho (on) em relacdo com o de n&o estimulagéo (off), ou seja: os valores de

glicose aumentaram em pacientes com periodos longos on (mais que 25 seg) e
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curtos periodos off, enquanto a glicose no sangue ficou inalterada nos pacientes
estimulados com periodos curtos on e longos off. Futuros estudos sdo necessarios
para definir se uso mais frequente de EETNV teria uma acéo efetiva no metabolismo

da glicose (180).

Gil K et.al investigaram o efeito da ENV subdiafragmaticos com baixa
frequéncia nas concentracdes séricas de lipidios, comportamento alimentar e apetite
em ratos alimentados com dieta hiper lipidica. Os niveis de peptideos reguladores
do apetite também foram avaliados. A ENV cronica (42 dias) diminuiu
significativamente a ingestdo de alimentos e ganho de peso corporal; reduziu as
concentracfes totais de colesterol no plasma e o0s niveis de triglicerideos. A
concentracfes séricas de nesfatina-1 foram elevadas, os niveis de leptina
diminuiram e os niveis de grelina permaneceram inalterados apos a ENV. O estudo
demonstra que a ENV crbnica exerce efeitos anorexigenos, diminuindo a

concentracdo sanguinea de lipidios (154).

No presente estudo observamos que as médias dos triglicerideos do grupo
tratamento foram significativamente menores ap6s 8 sessdes de EETNV auricular

guando comparadas ao momento basal.

A estimulagcdo do nervo vago implantado (VNS) para obesidade foi
recentemente aprovada pelo FDA. No entanto, sua eficacia e mecanismos de acéo
permanecem incertos. Uma revisao recente (154) sintetiza os efeitos clinicos e pré-
clinicos da ENV no comportamento alimentar e no balango energético. A ENV
cervical clinica para tratar a epilepsia ou depressao produziu efeitos mistos na perda
de peso como efeito colateral, em analises de estudos retrospectivos nao
controlados. Por outro lado, os estudos pré-clinicos (de estimulacdo NV cervical e

subdiafragmatica) relatam principalmente diminuicdo da ingestdo de alimentos e
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diminuicdo do ganho ou perda de peso. Estudos clinicos mais recentes relatam
perda de peso em resposta ao SNV dependendo da frequéncia de estimulacéo
aplicada no vago subdiafragmatico, embora ocorra um grande efeito placebo. No
geral, os parametros de estimulacdo carecem de exploracdo, otimizacdo e
justificativas baseadas em resultados terapéuticos especificos. O nervo vago
transduz, transmite e integra importantes informacdes neurais (aferentes e
eferentes), humorais, energéticas e inflamatoérias entre o intestino e demais visceras
e 0 cérebro. Assim, uma melhor compreensdo da biofisica, eletrofisiologia e
fisiopatologia tem o potencial de avancar na ENV como uma terapia eficaz para uma

ampla gama de doencas. (181).

Recentemente a ENV também foi apontada como uma terapia potencial para
uma ampla gama de condi¢Bes, incluindo insuficiéncia cardiaca (121;114),

inflamacéo crénica (155, 156), dor crénica (157, 158), e obesidade (159,160).

A insuficiéncia cardiaca (IC) é acompanhada por um desequilibrio autonémico
caracterizado pelo aumento da atividade simpatica e pela reducdo da atividade
vagal. Além disso niveis plasmaticos elevados de noradrenalina também foram
demonstrados na IC. Valores aumentados ocorrem de forma precoce, até mesmo
em casos de pacientes com disfuncédo assintomatica do VE, tendo correlagcéo direta
com a gravidade da disfuncdo do VE e com o prognostico (115). Ainda, analisando a
disfuncéo na sensibilidade do baroreflexo e aumentos na FC pode-se evidenciar que
esses parametros sdo marcadores de maior taxa de mortalidade apos o infarto do
miocardio (115). Nesse contexto, estudos experimentais demostraram efeitos
positivos da estimulacdo cronica do NV na reverséo das alteracbes autondmicas, no
remodelamento cardiaco e na sobrevida a longo prazo em modelos animais de ICC

(114) (115) (161). Em 2009 foram relatados os primeiros estudos de IC em humanos
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com a nova tecnologia de ENV (162). Anos depois, De Ferrari et.al (2011)
publicaram os resultados iniciais de um estudo multicéntrico, em pacientes com ICC
sintomatica: num periodo curto de observacado (1 ano) ocorreram eventos adversos
graves e nao graves, em significativa proporcdo de pacientes; houve melhoras
significativas na FEVE, reducdo no volume da camara do VE e melhorias na classe
funcional dos pacientes (120). O estudo ANTHEM-HF, publicado mais recentemente,
investigou se ha diferencas no implante do estimulador no nervo vago cervical
esquerdo ou no nervo vago cervical direito. A estimulacdo em ambos os lados foi
semelhante quanto a presenca de efeitos adversos, ao restabelecimento do
equilibrio autonémico, a recuperacdo mesmo que discreta da FEVE (de 32,4% para

37,2%), e a melhora da capacidade funcional dos pacientes (121).

Com relacdo aos possiveis mecanismos subjacentes aos efeitos da ENV na
IC evidéncias atuais sdo propostas: maior liberacdo de acetilcolina contribuindo para
a melhora do controle autonémico, inibicdo da atividade do SRAA, e modulacédo da

inflamacéo pela estimulacdo da via anti-inflamatoria colinérgica (115).

No nosso trabalho, os pacientes eram adultos jovens, sem queixas de IC, mas
mesmo assim, a estimulacdo aguda e apos 8 sessfes semanais foram associadas a
aumento da modulacao vagal e da sensibilidade baroreflexa quando comparamos os
valores com a condicdo basal dos pacientes. Ou seja, ocorreu uma significativa
melhora em marcadores de morbi-mortalidade cardiovascular. De fato, a condi¢cdo
de SM tem como caracteristica fisiopatolégica o aumento da atividade simpdtica, e
menor sensibilidade baroreflexa (155). Distlurbios na modulacdo autonémica sao
ainda cogitados como mecanismos desencadeadores do estado inflamatorio sub-
clinico e das demais caracteristicas clinicas, como aumento dos valores de PA,

distrbios no metabolismo da glicose e dos lipides, presentes nos portadores de SM
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(155). Demonstramos nos pacientes que receberam ETTNV reducado significativa
dos valores de PAS e PAD, tanto na afericdo da PA de consultorio quanto na
avaliacdo continua batimento-a-batimento, com apenas 8 semanas de
acompanhamento. Assim a EETNV demonstrou-se eficaz para reduzir a atividade
simpatica aumentar a modulacdo do vago e a sensibilidade baroreflexa, com
reducdo na PA de forma segura, sem apresentar efeitos adversos (quer sejam

graves ou discretos).

De fato, esta bem estabelecido que reflexos neurais regulam a inflamacéo, e
que a ENV elétrica € capaz de reduzir de forma significativa a inflamacdo em
modelos de doenca inflamatoria. InGmeros estudos usaram a neuroestimulacédo para
o tratamento para doencas caracterizadas por inflamacdo excessiva incluindo
choque séptico, artrite reumatoide, doenca inflamatéria intestinal (DIl) e doenca
cardiovascular (DCV) (155,163). A EENV é muito eficaz na recuperacdo da
modulacdo simpato-vagal, na reducédo de citocinas inflamatérias e na mortalidade
nesses modelos (159, 164). Recentemente, comparou-se o0s efeitos anti-
inflamatorios e as reacfes adversos da ENV cervical comparada a ENV abdominal
em modelo experimental de inflamacao intestinal. A ENV abdominal reduziu de
forma véarios marcadores de inflamacédo, e apresentou menos eventos adversos
cardiacos e respiratérios, sendo sugerida como potencial opcéo de tratamento para

distarbios inflamatorios, como a doenca de Crohn (156).

No presente estudo, quantificamos os niveis séricos de TNF-a , mas, devido a
problemas técnicos os ensaios nao tiveram a sensibilidade esperada. Estudos
posteriores deverdo avaliar sistematicamente a relacao entre inflamacgéo sistémica e

ETTNV em diferentes cenarios clinicos.
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Alguns estudos tém destacado o papel do nervo vago no desenvolvimento da
obesidade e como a ENV ou farmacos podem ser direcionados como tratamento
terapéutico da obesidade. O nervo vago que inerva o intestino desempenha um
papel importante no controle do metabolismo. Ele comunica informacdes periféricas
sobre o volume e o tipo de nutrientes entre o intestino e o cérebro. Dependendo do
estado nutricional, os neurdnios aferentes vagais expressam dois fenotipos
neuroquimicos diferentes que podem inibir ou estimular a ingestdo de alimentos. A
ingestdo cronica de dietas ricas em calorias reduz a sensibilidade dos neurénios
aferentes vagais a sinais periféricos. Essa interrupcdo da sinalizacédo aferente vagal

é suficiente para gerar hiperfagia e obesidade (158).

Além disso, existem evidéncias de que 0s neurdnios vagais aferentes
desenvolvem resisténcia a leptina no inicio do desenvolvimento da obesidade (165,
166), e que a resisténcia a leptina nos neurdnios aferentes vagais coincide com o
inicio da hiperfagia (166). Juntos, esses dados apoiam a ideia de que a interrupcao
da sensibilizacdo vagal dos sinais periféricos se desenvolve na obesidade e que

pode ser responsavel pelo consumo excessivo de alimentos (167).

Trabalho de Val-Laillet e cols. mostrou que a estimulacao bilateral do nervo
vago em mini porcos obesos resultou em diminuicdo do ganho de peso, menor
ingestao de alimentos e menor desejo por alimentos doces. Em humanos, Burneo e
cols. (2002), identificaram que pacientes que tinham implantado o dispositivo de
ENV para controlar a epilepsia, 62% apresentaram uma perda de peso significativa
(168). Bodenlos et.al, descreveram que a ENV cervical esquerdo resultou em um
desejo reduzido por comida em adultos deprimidos (169). Estudo realizado por
Ikramuddin e cols. mostrou o efeito da ENV como adjuvante no tratamento de

pacientes com obesidade modrbida. No estudo, a perda de peso foi maior nos
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pacientes que realizaram a cirurgia bariatrica e foram também submetidos a ENV,
guando comparados aos pacientes que também realizaram a bariatrica e ndo foram

submetidos a ENV (171).

As implicacbes desses estudos sdo convincentes, mas 0 mecanismo pelo
qual a ENV influencia a perda de peso ainda é desconhecido. Algumas hipéteses
incluem: alteracbes no metabolismo; diminuicdes nos estoques de gordura ou
alteracdes na sinalizacao da saciedade. Outro potencial mecanismo proposto para o
efeito da ENV no peso corporal é a absorcao intestinal reduzida de calorias. Essa
hipétese tem com base as evidéncias de que o a modulacdo do tbnus vagal pode
alterar os peptideos interferem na motilidade e absorcdo intestinais. Esses
resultados preliminares incentivam pesquisas mais extensas sobre a ENV, o impacto
da modulacdo do controle autonémico e da sinalizacdo hipotalamica e suas

interacBes com o sistema nervoso entérico (159).

Assim, pacientes com SM compde uma populacédo onde o reestabelecimento
da modulacdo vagal torna-se altamente desejavel, em especial, por esta condi¢do

ser o pilar para as demais alteracfes observadas nesta sindrome.

No presente estudo também avaliamos o peso (kg) antes e ap0s 8 sessdes
semanais de EETNV auricular, e ndo observamos nenhuma reducao significativa no
grupo tratado. No entanto, os pacientes relatavam que sentiam menos desejo por
comida e/ou estavam comendo em menor quantidade (dados ndo apresentados).
Outros estudos devem ser feitos com maior frequéncia de estimulacoes (ex., diarias)
e maior periodo de tratamento para se determinar o efeito da EETNV no peso de

pacientes.
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Ha relacdo direta entre obesidade central e inflamacédo. Ha infiltracdo de
células imunes no tecido adiposo branco abdominal, secundaria a ativacdo da
inflamacé&o iniciada pela morte de adipdcitos e medicada pela producdo de citocinas
locais (101,172,173). Tanto os adipocitos disfuncionais quanto as células imunes
infiltradas, em especial os macréfagos, mantém um ciclo viciosos de inflamacéo, ,
pois aumentam a liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias (173). Assim, sédo descritas
em pacientes com SM alteracdes como: maiores concentracdes de macréfagos com
perfil pro-inflamatério (M1) no tecido gorduroso; maiores concentracdes plasmaticas
de citocinas pro-inflamatorias e leptina; diminuicdo dos niveis de 6xido nitrico
endotelial (eNO) e adiponectina; e alteracdo nos peptideos hipotalamicos e nos
horménios gastrointestinais que regulam a saciedade, a fome e a ingestdo de
alimentos (incretinas e colecistocinina) e a liberacdo de mediadores inflamatérios

(por exemplo, citocinas e quimiocinas) (173,174,175).

Como foi demonstrado que a ENV reduz a inflamacao em diferentes cenérios,
propde-se que a ENV também possa ter um beneficio significativo no tratamento da

SM por meio da modulacédo de células imunes (macréfagos) e (28).

O reflexo colinérgico inflamatério pode ser estimulado pela Galantamina,
farmaco colinérgico de acdo central, inibidor da acetilcolinesterase (183). A
Galantamina alivia a inflamacdo e os distirbios metabdlicos em um modelo de
obesidade e SM induzido por dieta hiperlipidica (97). Com base nos achados pré-
clinicos, a eficacia da Galantamina no alivio da inflamagéo e resisténcia a insulina,
juntamente com outros indices metabolicos em pessoas com SM, 0 nosso grupo foi
0 primeiro recentemente a realizar um estudo randomizado, controlado por placebo,
duplo-cego. O tratamento relativamente curto (por 12 semanas) com Galantamina

em doses clinicamente aprovadas para a doenca de Alzheimer, reduziu
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significativamente os niveis plasmaticos de TNF e leptina e aumentou os niveis de
IL-10 e adiponectina. O tratamento com Galantamina versus placebo também
modulou a regulacdo neural autondmica, conforme determinada pela andlise da
variabilidade da frequéncia cardiaca, em direcdo a predominancia parassimpatica
(vagal) (98). Além disso, também descrevemos, em modelo de ratos infartados, que
a estimulacdo colinérgica com a piridostigmina (anticolinesterasico de acéo
periférica) modula a mobilizacdo de células imunes para o local isquémico
(macréfagos e linfécitos no coracdo) e também na circulacéo periférica (linfécitos
citotoxicos e reguladores): aumenta a quantidade de células imunes com perfil anti-

inflamatorio tanto no coracdo quanto na circulagao.

Quanto ao recrutamento de células imunolégicas, especificamente mondcitos,
um estudo em animais em modelo de camundongos com endotoxemia,
demonstraram que a estimulacdo do nervo vago reduziu a proporcdo de células
dendriticas além de diminuir a expressdo de células da linhagem monocitaria,
particularmente monécitos M1, sabidamente secretores de TNF, IL-6 e IL-12 e
reduzidas quantidades de IL-10 (190). Muito do nosso conhecimento recente sobre a
geracdo de heterogeneidade de mononucleares durante processos inflamatérios,
incluindo a aterogénese, deriva de estudos em camundongos geneticamente
modificados. As observacfes em humanos Sdo escassas e comecaram a apoiar a
relevancia dos conceitos que emergiram do estudo dos ateromatos experimentais

para os seres humanos (181).

No nosso estudo, em humanos com SM, observamos um aumento do
percentual de mondcitos classicos (CD14**CD16%) e diminuicdo do percentual de

monaocitos nao classicos (CD14*CD16*"), apos 8 sessdes de EETNV auricular.
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Cada uma destas subpopulacdes apresenta diferentes fun¢des imunoldgicas.
As subpopulacdes de monécitos nao classicos (CD14**CD16 - MNC) produzem
grandes quantidades de interleucina IL-13 em condigbes basais ou em resposta a
estimulacdo de lipopolissacarideo (LPS), o que levou a uma postulacdo de que o
MNC exerce as funcgbes inflamatdrias mais importantes na circulacdo (191,192).
Assim, a producédo de IL-1 B é considerada um marcador da atividade inflamatéria
em monaocitos ndo classicos humanos. Por outro lado, os mondcitos classicos
(CD14*CD16** - MC) participam na adesdo endotelial e na migracdo celular,
expressando preferencialmente receptores de quimiocinas sem mostrar papéis
inflamatorios importantes, sendo considerados como tendo um perfil anti-inflamatorio
(192,193,194). Assim, demonstramos que a EETNV melhorou o perfil dos monécitos
circulantes, caracterizado pelo aumento da relacdo mondcitos classicos/néo-

classicos (MC/MNC).

Dados recentes mostram que alteracdes dinamicas nas subpopula¢cdes de
monocitos podem ser influenciadas ndo apenas por agentes imunolégicos, mas
também por diferentes condi¢des fisiopatoldgicas, como a obesidade (191,195). De
fato, Devevre e cols. mostraram que um aumento no indice de massa corporal (IMC)
€ capaz de diminuir a porcentagem de MC e aumentar o niumero de MNC, ao
comparar controles de peso normal com pacientes obesos morbidos (191). Também
foi demonstrado uma relacdo direta entre 0 ganho de peso corporal e aumento do
percentual de MNC, e revelou que esta subpopulacdo de células imunes parece ser
a principal fonte de IL-1 B em individuos obesos. Estudos adicionais relataram
consistentemente um aumento da porcentagem de MNC em individuos com IMC>
30 kg/m? em comparacdo com individuos com peso normal, o que trouxe a tona a

associacao entre subpopulacdes de mondcitos e obesidade (197).
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No entanto, € um fato bem conhecido que a inflamacdo mediada pela
obesidade esta fortemente ligada ao desenvolvimento das demais anormalidades
metabdlicas que caracterizam a SM (198). Em um estudo publicado recentemente,
monocitos humanos foram cultivados em concentracdes baixas ou elevadas de
lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol) e estimulados com
lipopolissacarideo (LPS). Observaram que baixa concentracdo de HDL-colesterol
reduziu a percentagem MC, enquanto aumentou a porcentagem de MNC e secrecao
IL-1 B nos mondcitos tratados com LPS. O efeito do LPS foi abolido quando os
monocitos foram cultivados em concentracbes elevadas de HDL-colesterol.
Comparando com os resultados in vitro, valores seéricos IL-18 aumentaram
significativamente nos pacientes com SM com niveis baixos de HDL-colesterol, em
comparacao com pacientes com SM sem reducdo de HDL-colesterol. Os dados
demonstram que o HDL-colesterol modula diretamente subpopulacées de mondcitos

na SM (81).

No nosso estudo, podemos inferir que a alteracdo na relagdo de MC/MNC no
sangue periférico ocorreu de forma independente das concentracdes de HDL-
colesterol. Focando a fisiopatologia das Doencas Cardiovasculares € classico o
descrito Continuo Cardiovascular, de 1991 de autoria de Dzau and Braunwald, em
gue se aponta para um relacdo entre vasos e coracdo (182). Em 2016, esse
conceito foi revisitado, sendo incluidos novos elemento: sistema nervoso autbnomo,
sistema hematopoiético (0ssos) e sistema imune (baco, macrofagos, células

dendriticas e linfécitos) (181).

Fica claro nesse conceito que o sistema nervoso autbnomo participa de forma
significativa no processo, e resta determinarmos se a estimulagcdo colinérgica é

capaz de modular alguns elementos nesse processo. O aumento da atividade
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simpatica atua nos 6rgdos imunes e na medula éssea estimulando a circulacdo de
células com perfis pré-inflamatérios. Nossa abordagem foi verificar se 0 aumento da

atividade colinérgica poderia se contrapor a esse perfil.

Além da quantificacdo de mondcitos, também analisamos a mobilizacado de
células que marcam a funcao vascular, as células progenitoras endoteliais (CPES),
isoladas da medula éssea, vasos umbilicais e sangue periférico de adultos, com
capacidade de circular, proliferar e diferenciar-se em células endoteliais maduras. As
CPEs circulam no sangue e parecem residir preferencialmente nos locais de leséo
vascular ou tecidual, contribuindo significativamente para a reendotelizacdo e a
neoangiogénese (30,31). Schmidt-Lucke e cols.. mostraram que os niveis de CPEs
foram preditores independentes de eventos cardiovasculares e progressiao da
aterosclerose em uma populacdo mista de individuos saudaveis e pacientes
cardiovasculares (187). Em um estudo maior, Werner et al. (2005), relataram que a
contagem de CPEs previa eventos cardiovasculares e morte cardiovascular durante
um periodo de 12 meses em 519 pacientes com doenca arterial coronariana (DAC)
(188). Assim, parece importante que o nimero e a atividade funcional das CPEs
sejam investigados. Ha relacdo direta entre CPE e funcdo endotelial periférica,
indicando que a presenca de CPE pode ser um mecanismo que 0 organismo esta

utilizando para recuperar o endotélio disfuncional.

No que diz respeito a SM, existem poucos dados sobre o numero e
funcionalidade das CPEs (189). Encontramos dois estudos que analisaram
diretamente o numero de CPEs em pacientes com SM (sem outras comorbidades,
como diabetes ou doencas cardiovasculares) e controles pareados. No estudo de
Westerweel et al., foi mostrado que os niveis circulantes de CPEs foram reduzidos

em quase 40% em homens obesos com SM em comparagcdo com homens nao
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obesos (189). Embora tenha sido um pequeno estudo que incluiu 19 pacientes com
SM, é importante enfatizar que, neste estudo, eles excluiram pacientes com DCV

clinica ou diabetes.

No nosso estudo, observamos que apos 8 sessdes de EETNV auricular os
pacientes com SM do grupo tratado apresentaram um aumento na meédia do
percentual das CPEs comparadas ao momento basal. No grupo controle, houve uma
reducdo na média do percentual apds dois meses comparada ao momento basal,
mas ndo sendo estatisticamente significante. Desta forma, podemos inferir que a
EETNV auricular promoveu um recrutamento de CPEs da medula Ossea para a
circulacdo sanguinea. O que sugere que a melhora na modulacdo simpato-vagal
pode ter alterado a liberacdo dessas células pelo sistema hematopoiético,

favorecendo os mecanismos reparadores do endotélio e sistema vascular.

O impacto funcional na mobilizacdo dessas células deverd ser avaliado em
futuros estudos, que foquem funcdo endotelial e complacéncia vascular e pacientes

com SM.
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6. CONCLUSAO

Podemos concluir que a aplicagdo da EETNV auricular aguda foi capaz de
modular parametros hemodinamicos e autonémicos, e a aplicacdo semanal por curto
periodo de tempo acentuou as mesmas alteracbes hemodinadmicas e autondmicas
observadas, e mobilizou mondcitos com perfil anti-inflamatorio e células progenitoras
endoteliais, indicando um efeito benéfico para o continuo cardiovascular, em

pacientes com SM.
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