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Resumo

Fundamento: A razao neutrdfilo-linfécito (RNL) tem sido proposta como um marcador inflamatério possivelmente
associado a aterosclerose coronariana, embora a maioria dos dados atuais seja restrita a fase aguda. Além disso, a
associacao entre a RNL e a aterosclerose extracoronariana ainda nao esta clara.

Objetivo: Analisar a associacao entre a RNL e aterosclerose da aorta abdominal (AtAA).

Métodos: Foram incluidos pacientes assintomaticos submetidos a um programa de rastreamento. A AtAA foi avaliada
através de ultrassom. Os nimeros absolutos de leucécitos e linfécitos foram utilizados para calcular a RNL. Foi
estabelecido um nivel de significancia estatistica de 0,05.

Resultados: De 36.985 individuos (idade: 42+10 anos, 72% homens), foi identificada a presenca de AtAA em 7%. Aqueles
com AtAA eram mais velhos e tinham maior propensao a serem homens e diabéticos. A presenca de AtAA foi associada a
RNL aumentada (odds ratio [OR] 1,17; intervalo de confianca de 95% [1C95%] 1,13-1,21). No entanto, a associacao deixou
de ser significativa quando a analise foi ajustada para os fatores de risco (OR 1,02; 1C95% 0,97-1,06), principalmente
devido a inclusao da idade no modelo. Quando os neutréfilos e linfécitos foram analisados separadamente, a associacao
negativa entre os linfécitos e a RNL foi invertida com a inclusdo da idade, o que sugere um forte efeito confundidor
da idade na relacao entre linfocitos e aterosclerose. Por fim, a associacao entre os neutrdfilos e a AtAA deixou de ser
significativa ap6s o ajuste adicional para os fatores de risco tradicionais, mas nao apenas para a idade.

Conclusao: Embora a RNL tenha se associado a AtAA, foi principalmente devido ao efeito confundidor da idade. No
geral, os resultados sugerem um papel limitado da contagem de leucécitos como biomarcador de AtAA.
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Abstract

Background: Neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) has been proposed as an inflammatory marker that might be associated with coronary
atherosclerosis, although most of the current data is restricted to the acute setting. Additionally, the association of NLR with extracoronary
atherosclerosis and stable disease remains unclear.

Objective: To analyze the association between NLR and abdominal aortic atherosclerosis (AAAY).

Methods: We included asymptomatic individuals who underwent a health screening program. AAAt was measured by ultrasound. Absolute
leukocyte and lymphocyte counts were used to calculate the NLR. The level of significance for statistical analysis was 0.05.

Results: Among 36,985 individuals (age: 4210 years, 72% male), AAAt was identified in 7%. Those with AAAt were older and more likely to be
male and diabetic. Presence of AAAt was associated with increased NLR (odds ratio [OR] 1.17; 95% confidence interval [CI] 1.13-1.21). However,
this association was no longer significant when the analysis was adjusted for risk factors (OR 1.02; 95% Cl 0.97-1.06), mostly due to the inclusion
of age in the model. When neutrophils and lymphocytes were analyzed separately, the negative association between lymphocytes and AAAt was
inverted once age was accounted for, suggesting a strong confounding effect of age on the relationship between lymphocytes and atherosclerosis.
Finally, the association of neutrophils and AAAt lost significance after an additional adjustment for traditional risk factors, but not age alone.

Conclusion: Although the NLR was associated with AAAL, this was largely due to the confounding effect of age. Overall, the results suggest a
limited role of leukocyte measurements as biomarkers of AAAL.
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Introducao

As doencas cardiovasculares sao a principal causa de
morte no mundo.” A combinacao de fatores de risco,
como diabetes, hipertensao, dislipidemia, obesidade e
tabagismo, pode causar o desenvolvimento de aterosclerose.
Nos estdgios iniciais da formagao de placa de ateroma,
lipoproteinas de baixa densidade (low-density lipoproteins,
LDLs) circulantes, no contexto da disfun¢ao endotelial,
penetram e se acumulam na tdnica intima das artérias.
Quando oxidadas, as particulas de LDL podem dar inicio
a uma resposta inflamatéria que culmina no recrutamento
de mondcitos/macréfagos para a regiao da placa e ativa a
imunidade inata e adaptativa. Portanto, o crescimento e as
complicagbes das placas aterosclerdticas sdao uma resposta
inflamatéria imunomediada.?

Varios estudos demonstraram a relagao entre a contagem
de gl6bulos brancos e o risco de doenga arterial coronariana
(DAC).? O estado inflamatério sistémico leva a um
aumento dos neutréfilos, e o estresse agudo provocado
por complicagdes das placas ateroscleréticas leva a uma
diminuigao dos linfécitos.*® Os neutréfilos também foram
associados a uma chance maior de eventos,” enquanto a taxa
de linfécitos foi significativamente menor em pacientes com
eventos cardiacos que ainda apresentavam um risco maior
de eventos futuros (por exemplo, DAC, angina instavel e
morte cardiaca).®® A razdo neutréfilo-linfocito (RNL) é um
marcador inflamatério que tem sido extensamente estudado
nos (Gltimos anos e aparenta ter um papel importante nao
apenas na predicdo de eventos cardiovasculares, mas
também na predicao de desfechos clinicos no contexto de
hemorragias cerebrais,’®"" eventos cardiacos maiores'? e
sepse e doencas infecciosas.” Dessa forma, esse simples
indice, derivado de um teste de baixo custo e facilmente
reproduzivel, pode conter informagoes relevantes sobre o
risco de desfechos cardiovasculares.™

A associacdo entre a RNL e prognédstico em diferentes
tipos de doencga cardiovascular, como em sindromes
coronarianas agudas, arritmias cardfacas, insuficiéncia
cardiaca congestiva descompensada, substituicao da valva
adrtica transcateter e doencas valvulares cardiacas,' tem sido
relatada por diversos autores. No entanto, alguns estudos
ainda apresentam limitagdes nas analises multivariadas, que
nem sempre consideram todos os fatores confundidores, o
que compromete os resultados da verdadeira associagao
entre a RNL e o risco cardiovascular. Além disso, ndo ha
dados disponiveis que correlacionem a RNL com doenca
cardiovascular aterosclerética subclinica e apliquem a
RNL a estratificacao de risco cardiovascular. Assim, os
objetivos deste estudo foram correlacionar a presenca de
aterosclerose subclinica com a RNL e avaliar se a RNL
adiciona discriminacdo aos fatores de risco tradicionais.

Métodos

Populacao do estudo

Foram incluidos todos os individuos submetidos a um
programa de rastreamento no Centro de Medicina Preventiva
do Hospital Israelita Albert Einstein, em Sao Paulo, Brasil, no
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periodo de 2006 a 2015. O programa consiste em avaliagoes
clinica e laboratorial extensas e ultrassom abdominal.
O protocolo do estudo foi aprovado pelo Conselho de
Revisao Institucional, com dispensa de consentimento
informado.

Avaliacao clinica e laboratorial

Os dados demograficos, o histérico médico e o uso
de medicamentos foram obtidos através de questionarios
padrdes. O estado de tabagismo foi categorizado em
fumante (pelo menos um cigarro nos Gltimos 30 dias) ou
ex-fumante e ndo fumante. A altura (m) e o peso (kg) foram
aferidos com um estadiometro e uma balanca médica
antropométrica, respectivamente, para calcular o indice de
massa corporal (IMC, kg/m2). A pressao arterial foi aferida
trés vezes na posigdao sentada com um esfigmomanometro
aneroide de acordo com o método padrdo recomendado
pela American Heart Association."® A hipertensao foi definida
como niveis de pressao arterial =140/90 mmHg durante
a avaliacao ou uso de medicamentos para pressao alta. O
diabetes melito foi definido como valores de glicemia de
jejum = 5,55 mmol/L ou uso de tratamento medicamentoso
para hiperglicemia. A dislipidemia foi definida como nivel
elevado de triglicerideos (TC) (= 1,7 mmol/L), nivel elevado
de colesterol LDL (4,12 mmol/L) e baixo nivel de colesterol de
lipoproteina de alta densidade (high-density lipoprotein, HDL)
(< 1,02 mmol/L para homens e < 1,28 mmol/L para mulheres)
ou uso de medicamentos hipolipemiantes. Foram coletadas
amostras de sangue ap6s o jejum recomendado de 12 horas.
As amostras foram processadas no laboratério do Centro de
Medicina Preventiva do Hospital Israelita Albert Einstein.
Os niveis de colesterol total, TG, colesterol HDL, glicose
e células sanguineas foram determinados através de
testes laboratoriais automatizados padroes.'”” O colesterol
LDL foi determinado diretamente ou pela férmula de
Friedewald'® para niveis de TG = 4,5 mmol/L e <4,5 mmol/L,
respectivamente.

Ultrassom abdominal

Foi realizado ultrassom abdominal com abordagem
padrao por radiologistas certificados. A aorta abdominal foi
sistematicamente avaliada para a presenca de aterosclerose.
Foi definida como aterosclerose da aorta abdominal (AtAA)
a presenca de placa lipidica ou de ateroma no relatério do
ultrassom abdominal.

Analise estatistica

Variaveis continuas sdo apresentadas como médias e
desvios padrao ou como medianas e intervalos interquartis,
conforme apropriado. A normalidade foi avaliada através
de inspegao visual de histogramas. As varidveis categéricas
sao apresentadas como néimeros absolutos e porcentagens.
As diferencas nas caracteristicas basais dos individuos de
acordo com os quintis da RNL e a presenca de AtAA foram
avaliadas por meio do teste t para amostras independentes;
da analise de varidancia (ANOVA) unidirecional para
varidveis continuas com distribuicao normal; e do teste da
soma de postos de Wilcoxon ou do teste de Kruskal-Wallis
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para varidveis com distribuicdo ndo normal. O teste do
qui-quadrado foi utilizado para as varidveis categoricas.
As associacdes entre RNL, neutrdéfilos, linfocitos e AtAA
foram primeiramente testadas por analise multivariada e
posteriormente ajustadas para sexo e idade com modelos
de regressao logistica. As analises multivariadas adicionais
inclufram idade, sexo, tabagismo, hipertensdo arterial,
diabetes e dislipidemia. Os testes foram conduzidos com
um nivel de significancia de 5%. Todas as analises foram
realizadas no software Stata, versdo 13.0.

Resultados

A amostra do estudo incluiu 36.985 individuos (homens:
71,5%; idade média: 42,3+9,9 anos). As caracteristicas
demograficas, clinicas e laboratoriais basais estao
apresentadas na Tabela 1 para todos os pacientes e de
acordo com os quintis da RNL.

Nao houve diferenca entre os quintis da RNL para os
niveis de colesterol total e colesterol LDL. Os pacientes no
quintil mais alto da RNL eram mais velhos e mais propensos
a ter diabetes e hipertensao (p < 0,001 para todos),
tendo apresentado a maior contagem de neutréfilos e a
menor contagem de linfécitos (p < 0,001 para ambos). Os
pacientes no quintil mais baixo da RNL apresentaram o IMC
mais baixo (p = 0,027), o nivel de TG mais baixo (p < 0,001)
e o nivel de colesterol HDL mais alto (p < 0,001). Também
apresentaram a menor contagem de neutréfilos e a maior
contagem de linfocitos (p < 0,001 para ambos).

A AtAA foi identificada por ultrassom em 7% dos
pacientes. Em comparacao aos participantes sem AtAA,
aqueles com AtAA eram mais velhos, mais frequentemente
do sexo masculino e fumantes ou ex-fumantes e com
maior frequéncia possufam um diagnéstico de diabetes,
hipertensao ou dislipidemia (Tabela 2).

A RNL foi mais alta em pacientes com AtAA em
comparagao aqueles sem AtAA. Apés a analise multivariada,
niveis mais elevados de RNL foram diretamente associados
a aterosclerose. Quando analisados separadamente, os
neutréfilos foram diretamente associados a AtAA, enquanto
os linfécitos foram negativamente associados. No entanto,
ndo houve associacdo entre a RNL e aterosclerose na
andlise multivariada quando ajustada para sexo, idade
e fatores de risco, principalmente devido a inclusdo da
idade. A associagao negativa entre linfocitos e AtAA foi
revertida com a inclusdo da idade no modelo, o que
sugere a presenca de um efeito confundidor. A associagao
entre neutréfilos e AtAA deixou de ser significativa apds
o ajuste para os fatores de risco tradicionais, mas nao
apenas para a idade.

Discussao

O presente estudo demonstrou que nao hd associagao
entre RNL e aterosclerose adrtica apds a consideragao
dos confundidores conhecidos. Apesar da associagao
significativa observada na anélise univariada, esses
efeitos parecem estar amplamente relacionados ao efeito
confundidor da idade, uma vez que a RNL estd fortemente

Tabela 1 - Caracteristicas basais dos participantes do estudo e comparagao entre os quintis da razao neutréfilo-linfocito

Total Quintil 1 Quintil 2 Quintil 3 Quintil 4 Quintil 5 p

Idade (anos) 42,319,9 40,319,8 41,619,7 42,4197 42,8+9,7 44,4+10,3 <0,001
Sexo masculino (%) 26.248 (71,5%) 5.144 (70%) 5.430 (74%) 5.365 (73%) 5.317 (72%) 4.992 (68%) <0,001
Tabagismo (%) 0,042
Ex-fumante 4.790 (13,1%) 958 (13,1%) 963 (13,1%) 956 (13%) 965 (13,2%) 948 (12,9%)

Fumante 3.759 (10,3%) 726 (9,9%) 732 (10%) 720 (9,8%) 738 (10,1%) 843 (11,5%)

Diabetes melito (%) 936 (2,6%) 116 (2%) 157 (2%) 178 (2%) 200 (3%) 285 (4%) <0,001
Hipertensdo (%) 4.819 (13,1%) 782 (11%) 841 (11%) 963 (13%) 999 (14%) 1.234 (17%) <0,001
IMC (kg/m?) 26,5+4,3 26,2+4,2 26,4+4,3 26,7+4,3 26,8+4,4 26,5%4,3 0,027
Dislipidemia (%) 9.927 (27%) 1.878 (26%) 1.990 (27%) 2.093 (28%) 1.960 (27%) 2.006 (27%) 0,002
Triglicerideos* (mg/dL) 112 (79-161) 107 (77-156) 113 (79-163) 112 (81-162) 115 (80-163) 112 (79-158) <0,001
Colesterol (mg/dL) 196,9+37,6 198,2+37,7 199+37,3 197,7438 196,8+37,5 193+37,2 0,328
Colesterol HDL (mg/dL) 49,1+13,6 50,6+14,7 49,1+13,5 48,7+13,3 48,213 49+13,6 <0,001
Colesterol LDL (mg/dL) 121,7£34 121,9+34,3 123,1£33,7 122,8+34,2 122,1£34 118,6+33,4 0,122
Leucocitos (/mm?) 6.472+1.575 5.918+1.368 6.202+1.364 6.344%1.397 6.609+1.502 7.286+1.840 <0,001
Neutréfilos (/mm?) 3.600+1.195 2.616+680 3.166+718 3.494+789 3.906+918 4.818+1.399 <0,001
Linfocitos (/mm?) 2.1174580 2.5544615 2.285%515 2.1014473 1.949+452 1.696+430 <0,001
Proteina C reativa* 0,12 (0,06-0,27) 0,10 (0,05-0,22) 0,11 (0,06-0,23) 0,12 (0,06-0,26) 0,13 (0,07-0,28) 0,17 (0,08-0,38) ~ <0,001

*Mediana (intervalo interquartil). IMC: indice de massa corporal; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade. Observagao:
A andlise de varidncia unidirecional (ANOVA) foi utilizada para as varidveis continuas. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para os triglicerideos.

0 teste do qui-quadrado foi utilizado para as variaveis categoricas.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos pacientes de acordo com a presenca de aterosclerose no ultrassom abdominal

Aterosclerose Sem aterosclerose p

Idade (anos) 57,248,3 41,249,1 < 0,001
Sexo masculino (%) 2.132 (82%) 24.476 (71%) < 0,001
Tabagismo (%) < 0,001
Ex-fumante 810 (31,2%) 4.042 (11,7%)

Fumante 379 (14,6%) 3.444 (10%)

Diabetes melito (%) 253 (10%) 700 (2%) <0,001
Hipertensao (%) 1.004 (39%) 3.896 (11%) < 0,001
IMC (kg/m?) 27,3£3,8 26,4443 <0,001
Dislipidemia (%) 1.419 (55%) 8.655 (25%) < 0,001
Triglicerideos* (mg/dL) 128 (91-178) 110 (78-159) < 0,001
Colesterol (mg/dL) 196,3+42 196,9+37,3 0,21
Colesterol HDL (mg/dL) 46,5£12,7 49,2+£13,7 < 0,001
Colesterol LDL (mg/dL) 120,7+37,8 121,7433,7 0,07
Leucécitos (/mm?) 6.611,7£1.775,5 6.474,8+1.665,2 < 0,001
Neutroéfilos (/mm?) 3.732+1.248,6 3.590,7+1.191,1 < 0,001
Linfocitos (/mm?) 2.077,8+£822,5 2.126,6+592,9 < 0,001

*Mediana (intervalo interquartil). IMC: indice de massa corporal; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade;
Observagdo: O teste t foi utilizado para varidveis continuas. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para os triglicerideos. O teste do qui-quadrado

foi utilizado para as varidveis categoricas.

correlacionada a idade nesta populagao. Coletivamente,
este estudo sugere que a RNL ndo serve como um
marcador de aterosclerose em pacientes assintomaticos que
participaram de um programa de rastreamento.

Ja se sabe que os biomarcadores de inflamagao estdao
associados a um risco maior de eventos cardiovasculares
e que algumas terapias anti-inflamatérias sao capazes de
preveni-los.” A identificagdo de pacientes de alto riso é
fundamental para explorar o tratamento ideal, sendo que a
RNL pode ser um importante biomarcador a ser identificado
nesses pacientes, a qual estd associada ao progndstico em
doengas ateroscleréticas, bem como em sua prevaléncia,
como aponta a Figura 1.

A associagdo entre a RNL como um preditor de
mortalidade e desfechos coronarianos agudos foi
demonstrada por vdrios estudos. Em doencas agudas,
os resultados estdao associados a niveis elevados de
neutro6filos,’ os mediadores de respostas a lesoes
miocdardicas como infarto do miocardio. Esse resultado
também foi demonstrado em estudos sobre doenca
coronariana estdvel. A contagem de linfécitos relativa
esta associada a sobrevida de pacientes com DAC,°
enquanto outros biomarcadores, como proteina C reativa
(PCR) e leucécitos, estao associados a desfechos cronicos
e agudos.”® A PCR, como a RNL, é um biomarcador
associado a inflamacao e predigao de risco de mortalidade.
Em modelos de estudo com apenas RNL ou PCR, cada
pardmetro isolado foi capaz de predizer o risco. No
entanto, quando ambos os biomarcadores foram aplicados,
houve uma melhora significativa na predigao.”’ Em
contrapartida, os resultados deste estudo ndo corroboram
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esses achados. Embora os resultados de outros estudos
afirmem que a RNL seja um preditor independente de
mortalidade cardiovascular, a presente andlise demonstrou
que had um forte fator confundidor relacionado a inclusao
da idade no modelo.

PN

Como a RNL se correlaciona a idade do paciente, a
andlise deve ser ajustada de acordo. No entanto, até o
momento, ndo encontramos nenhum estudo que tenha
realizado tal ajuste. Todas as andlises sdao baseadas em
fatores de risco e prognéstico. Como a idade é um ponto
importante de comparacao entre os pacientes, o ajuste é
extremamente necessario.

Ha diferencas entre a populagdo do presente estudo
e de outros estudos. Foi analisado um grupo mais jovem
de uma grande populagao, o qual possuia boas condicoes
socioeconémicas e consistia principalmente em homens e
pessoas brancas. A maioria dos estudos incluem populagoes
do hemisfério Norte, enquanto o presente estudo incluiu
uma populacdo de um pais tropical da América Latina.
Além disso, foram realizados testes laboratoriais e avaliacao
sistematica dos fatores de risco. Na andlise estatistica, foram
realizados ajustes detalhados para os fatores confundidores.
A RNL, os neutréfilos e os linfécitos foram analisados
separadamente (Tabela 3).

O presente estudo deve, no entanto, ser compreendido
no contexto do seu desenho. Devido ao carater transversal
dos dados, nao foi possivel inferir causalidade. A populagao
selecionada incluiu uma prevaléncia maior de homens, em
sua maioria jovens, o que leva a uma baixa prevaléncia
de doenca e pode atenuar a capacidade de identificar
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Figura 1 - Prevaléncia de aterosclerose de acordo com os quintis da razéo neutrofilo-linfocito (RNL) (p < 0,001).

Tabela 3 - Analise multivariada da relagao entre a razdo neutrofilo-linfocito, neutréfilos ou linfocitos e aterosclerose abdominal

0d(ds ratio para aterosclerose (intervalo de confianca de 95%)

Nao ajustado

Modelo 1 Modelo 2

RNL 1,17 (1,13-1,21)

1,00 (0,96-1,05) 1,00 (0,95-1,04)

Neutrofilo 1,07 (1,03-1,11)

1,05 (1,01-1,10) 0,99 (0,95-1,04)

Linfocito 0,91 (0,87-0,95)

1,06 (1,02-1,11) 1,01 (0,97-1,05)

RNL: razdo neutrofilo-linfécito. Modelo 1: Ajustado para idade e sexo. Modelo 2: Ajustado para idade, sexo, tabagismo, hipertenséo, diabetes e dislipidemia.

associagoes. Além disso, o foco do presente estudo foi a
avaliacao de aterosclerose aértica, que ndo necessariamente
possui 0 mesmo processo fisiopatolégico da aterosclerose
em outros locais, como a artéria corondria.

Conclusao

Embora tenha havido associacdo entre aterosclerose e RNL,
foi principalmente devido ao efeito confundidor da idade.
A associacdo entre neutréfilos e linfécitos e aterosclerose
deixou de ser significativa ao serem incluidos em modelos
multivariados. Os resultados sugerem um papel limitado do
biomarcador na avaliacao de aterosclerose subclinica.
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