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RESUMO

7

A aterosclerose ndo é apenas uma lesdo passiva causada pela
deposicao de lipideos e outras substancias nas paredes vasculares, mas sim
um processo inflamatério ativo, no qual os neutréfilos exercem funcao
primordial. A relacdo neutrdfilo-linfocito (RNL) € um biomarcador inflamatorio
que esta emergindo como um bom preditor de morte cardiovascular, infarto e
doenca arterial coronariana. Porém, no contexto de utilizagdo como ferramenta
de estratificacdo de risco na prevencao primaria, os dados na literatura séo
ainda escassos. O objetivo deste estudo € avaliar se existe associacdo da RNL
com escore de calcio coronariano (ECAC) e com proteina C reativa
ultrassensivel (PCR-US), dois marcadores robustos e ja consolidados em
estimar risco cardiovascular em sujeitos assintomaticos. Realizamos um estudo
de coorte contemporaneo unicéntrico com 125 homens, livres de doenca
cardiovascular, que foram estudados em dois momentos, basal e apds
seguimento médio de 7 anos. Realizamos avaliacdo clinica e laboratorial
(incluindo PCR-US), bem como mensuracdo do ECAC através de tomografia
computadorizada. A regressdo logistica multivariada revelou que existe
associacao significativa da RNL com a PCR-US (p = 0,01 basal e p = 0,02
seguimento), mas ndo com o ECAC. Portanto, a RNL, um simples marcador
inflamatério, amplamente disponivel, rotineiramente executado e de baixo
custo, tem associacdo independente com PCR-US, tendo potencial de ser

utilizado como marcador de risco cardiovascular em homens assintomaticos.

Palavras-chave: marcador de risco cardiovascular, relacdo neutrdfilo linfocito,
proteina C reativa ultrassensivel, marcador de risco cardiovascular, relacdo
neutrdfilo linfcito, proteina C reativa ultrassensivel, prevencédo cardiovascular,

avaliacéo de risco cardiovascular, prevencao primaria.



ABSTRACT
Atherosclersis is not just a passive lesion caused by deposition of lipids and
other subtances on the vascular walls, but an active inflammatory process, in
which neutrophils play a key role. The neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) is an
inflammatory biomarker that is emerging as a good predictor of cardiovascular
disease. The purpose of this study was to determine whether there is an
association between NLR and coronary calcium score (CCS) and between NLR
and ultrasensitive C-reactive protein (usCRP), two robust markers that have
already been consolidated in cardiovascular risk estimation. In a contemporary
single-center cohort study, we studied 125 men free from cardiovascular
disease at baseline and at 7 years of follow-up. We performed a medical
evaluation, including measurement of glucose, total cholesterol, high-density
lipoprotein, low-density lipoprotein, triglycerides, creatinine, blood count and
usCRP, as well as CCS through computed tomography. Multivariate logistic
regression revealed a significant association between NLR and usCRP (P =
0.01 baseline and P = 0.02 follow-up), but not between NLR and CCS.
Therefore, NLR, a simple inflammatory marker whose testing is widely
available, routine and low cost, has an independent association with usCRP,

and can be used as a marker of cardiovascular risk in asymptomatic men.

Palavras-chave: cardiovascular biomarker, neutrophil-lymphocyte ratio,
ultrasensitive C-reactive protein, cardiovascular prevention, cardiovascular risk

assessment, primary prevention.



INTRODUCAO:

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a maior causa de morte no
mundo, sendo responsaveis por cerca de 30% da mortalidade total. Estima-se
que cerca de 200 milhdes de pessoas apresentem anualmente manifestacéo
clinica de doenca arterial coronariana (DAC), doenca cerebrovascular (AVE) ou
outra doenca vascular oclusiva. No Brasil, a prevaléncia atual de DAC ¢é de
cerca de 12% e os gastos com essa doenca séo elevados, sendo o custo anual
estimado nos Estados Unidos da América em 190 bilhdes de doélares (1). A
incidéncia de morte por DCV persiste em franca ascensdo em populacfes de
nacfes em desenvolvimento. Entre esses paises, até o ano 2040, o Brasil tera
chegado ao maior indice de 6bitos por DCV do mundo, superando paises com
maiores indices demograficos como a China e a india (2).

A principal causa da DAC € a aterosclerose. A aterosclerose é uma
doenca inflamatéria em que mecanismos imunes interagem com fatores de
risco metabdlicos e genéticos para iniciar, propagar e ativar as lesées na arvore
arterial de médio e grande calibre (3,4). Este é o resultado de uma interacéo
complexa entre fatores de risco, exposicfes ambientais e suscetibilidade
genética (5). A aterosclerose coronéria inicia em uma fase subclinica e avanca
lentamente ao longo de anos antes do desenvolvimento de eventos clinicos

cardiovasculares (6).

Para reduzir o 6nus e a morbimortalidade da doenca cardiovascular, um
passo importante é definir medidas de prevencdo primaria na populacao
aparentemente saudavel, assintoméatica, mas em risco (7). Porém a
diferenciacdo desses pacientes em maior risco € complexa e uma das maiores
dificuldades na pratica clinica. Estimar esse risco depende de uma somatoria
de fatores de risco adicionada ao sinergismo entre eles, de tal forma que

estimando de maneira subjetiva temos uma baixa capacidade preditiva.Nesse



contexto, surgiram diversos algoritmos. Alguns dos mais utilizados sado o ERF,
0 ASCVD plus do American College of Cardiology e o Escore de Risco Global
da Sociedade Brasileira de Cardiologia (42).

Contudo, esses modelos tradicionais ainda tem suas limitagdes, sendo
que quase metade dos individuos que desenvolvem doencga cardiovascular tem
apenas 1 ou nenhum desses fatores e sao, portanto, classificados como baixo
risco (7). Portanto, pesquisas tém explorado outros métodos discrimonatérios
que conferem capacidade preditiva adicional quando associados aos escores
clinicos vigentes (8), como dosagem de peptideo natriurético cerebral,
troponina ultrassensivel, calcificacdo da aorta toracica, avaliagdo de onda de

pulso, relacédo neutréfilo-linfocito (RNL), dentre outros (9-13).

Entre esses, a proteina-C-reativa ultra-sensivel (PCR-US) e o escore de
calcificacdo das artérias coronarias (ECAC) sdo o0s mais estudados e
consolidados, demonstrando associacdo com desfecho cardiovascular (14). A
PCR-US pode ainda ser considerado como um biomarcador integrativo e
indicador da carga inflamatéria total do corpo, pois estd correlacionado com
muitos outros fatores de risco (FR) cardiovasculares que néo estdo contidos
nos escores tradicionais. Assim, uma medida simples de PCR-US na definicdo
de avaliacdo de risco cardiovascular pode fornecer uma visdo mais abrangente

do perfil de risco geral do paciente (15).

JA o ECAC, obtido através da tomografia computadorizada, é um
marcador de aterosclerose subclinica que tem se mostrado efetivo em prever
eventos cardiovasculares de forma independente com a capacidade de
melhorar significativamente a acuracia preditora em relacdo a outros

biomarcadores isolados ou combinados (16).

Ainda ndo tdo bem estudado neste contexto de prevengcdo e
estratificacdo, emerge o0 que pode ser um novo marcador de risco
cardiovascular: a RNL. Consiste em uma razdo simples do nimero absoluto de
neutrofilos pelo numero absoluto de linfocitos, obtidos através do diferencial de
leucocitos do hemograma, sendo um marcador de inflamacéo, tal qual a PCR
US, acredita-se. Sabemos que a aterosclerose ndo é uma lesédo passiva, mas

sim um processo inflamatorio ativo no qual os neutréfilos exercem funcao
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primordial (17). A RNL tem demonstrado ser preditora de mortalidade por todas
as causas e também mortalidade cardiovascular em pacientes com sindrome
coronariana aguda (18), DAC croénica (19), diabetes mellitus (20) e naqueles
submetidos a cateterismo cardiaco (21). Porém, a maioria destes estudos se
concentrou em mortalidade hospitalar ou a curto prazo e, todos, nesses

contextos agudos e de DCV estabelecida.

Portanto, a despeito dos biomarcadores inflamatérios estarem sendo
descritos ja ha muitas décadas, a RNL parece estar emergindo como um
biomarcador com boa predi¢do clinica imediata e progndstica em casos de
DAC aguda e cronica. J& seu papel em individuos assintomaticos, livres de
DCV, ainda néo foi explorado ao seu maximo valor preditivo (22,23).

Com base no exposto, a estratificacdo de risco mais acurada do
paciente fornece uma visdo progndstica mais fidedigna, sendo capaz de mudar
conduta clinica com inicio e/ou intensificagdo de tratamentos, prevenindo assim
eventos futuros naqueles pacientes que estdo realmente sob maior risco. Para
este fim, dispomos de uma grande variedade de biomarcadores na cardiologia
moderna e muitos ainda sendo estudados, sem papel consagrado. Como a
inflamacdo estd associada com o desenvolvimento e progressdo de
aterosclerose, hipotetiza-se que a RNL, um marcador inflamatério amplamente
disponivel, rotineiramente executado e de baixo custo pode ser utilizada como
marcador de risco cardiovascular. Para isto, este estudo pretende avaliar a
associacao independente entre a RNL e 0 ECAC e entre a RNL e a PCR US,
dois marcadores de risco cardiovascular jA bem estabelecidos pelas diretrizes

de estratificacdo de risco cardiovascular.
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REVISAO DA LITERATURA

A associagdo entre a RNL e a DCV néo é totalmente definida e muitos
processos tém sido postulados. Estudos recentes mostraram que a
aterosclerose ndo € uma lesdo passiva causada pela deposicdo de lipideos e
outras substancias nas paredes vasculares, mas sim um processo inflamatorio
ativo, no qual os neutréfilos exercem funcdo primordial. M. Drechsler et al
demonstraram que estagios iniciais de aterosclerose estdo vinculados a
neutrofilia. Ocorre uma infiltracdo de neutréfilos na placa aterosclerética que
liberam substancias pro-oxidantes e pré-trombéticas, levando ao dano
endotelial e a agregacao plaquetaria, ativando uma cascata inflamatéria que
desempenha papel central no inicio e progressdo de placas ateroscleréticas.
(24). Entdo, acredita-se que o0s neutréfilos possam exercer efeitos pro-
aterogénicos por meio de varios mecanismos diretos e paracrinos: produzem
grandes quantidades de radicais livres de oxigénio que sdo secretados
extracelularmente, sendo mediadores envolvidos na oxidacdo de particulas de
lipoproteinas de baixa densidade. Essa infiltracdo de neutrofilos inclusive ja foi
demonstrada em estudos com modelos animais, sob visualizacdo direta da
placa. Além disso, os neutréfilos também desempenham papel importante na
desestabilizacdo de placas, o que pode gerar quadros de descompensacgao
aguda da coronariopatia. A propensao a desestabilizacdo da placa, por ruptura
ou erosao, € indiretamente proporcional a sua capa fibrosa de colageno, sendo
maior a chance de ruptura quanto mais fina é esta capa. Os neutréfilos contém
grande quantidade de proteases degradantes dessa matriz, entdo através da
liberacdo dessas enzimas proteoliticas e radicais superoxido, tornam a placa
mais vulneravel, suscetivel a ruptura levando a sindromes coronarianas agudas
(25). Outras células também sdo implicadas nesse complexo processo da
aterosclerose, mas acredita-se que o0 neutrofilo seja um dos principais
mediadores. Acredita-se que ap0s a migracdo para dentro da parede do vaso,

os neutréfilos também exercam seu efeito proinflamatorio e aterogénico pela
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interacdo com outros tipos celulares, como plaquetas, mondcitos e macréfagos
(26).

De fato, a inflamacdo desempenha um papel central na patogénese da
aterosclerose e uma elevacdo dos marcadores inflamatorios indica a ativagcéo
de dano vascular. Wildman RP et al estudaram a presenca dos marcadores
inflamatorios em pacientes com doenca arterial periférica, e observaram que 0s
pacientes no quartil mais alto de PCR, de fibrinogénio e de contagem de
leucdcitos tiveram chances aproximadamente duas vezes maiores de ter

doenca arterial periférica do que aqueles no quartil mais baixo (17).

Neste mesmo sentido, existem muitos estudos que demonstram esse
status inflamatoério, pela alta RNL, em pacientes com os tradicionais fatores de
risco para DAC como idade avancada, hipertensdo, diabetes e

hipercolesterolemia (27), mesmo sem apresentarem DAC.

A idade foi um dos primeiros fatores de risco associados a risco
cardiovascular, e Jian Li et al demonstraram que a RNL foi positivamente
associada com a idade mais avancada, sendo quanto maior a idade maior a
RNL (r = 0,161, P < 0.001, Pearson), e o grupo de pessoas acima dos 70 anos
tinham a maior RNL e o grupo de pessoas abaixo de 20 anos a menor RNL
(p<0,05) (28).

Na hipertensdo, o processo inflamatorio vascular estd no cerne da
fisiopatologia da doenga, embora 0s mecanismos ainda n&o sejam
completamente elucidados. Acredita-se que a injuria, a ativacao e disfungéo
endotelial sejam causadas pelo estresse oxidativo, levando a essa inflamacéo
vascular e entdo se refletindo em uma alta RNL. Da mesma forma, com o
tratamento anti-hipertensivo adequado, atingindo niveis desejaveis de pressao
arterial temos melhora os desfechos cardiovasculares e paralelamente uma
reducdo na RNL (29, 30, 31). Karaman M et al demonstraram que, em
pacientes hipertensos, o controle da pressao arterial com valsartana ou

anlodipina em 12 semanas reduziu significativamente a RNL (p<0,001).

Nos diabéticos, acredita-se que uma RNL elevada tenha valor
prognoéstico. Lee G-K et al avaliaram a RNL em pacientes diabéticos pos

infarto, e concluiram que os diabéticos possuem uma RNL significativamente
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maior do que néo diabéticos (5.2 £ 5.8 vs. 4.6 £ 5.4, p=0,007), bem como que
os diabéticos tiveram maior taxa de reinfarto e mortalidade em 1 ano (desfecho
composto 28% vs. 16.6%, p < 0.001), mostrando que uma RNL aumentada no
pos-infarto agudo do miocéardio (IAM) foi preditora independente de eventos
cardiovasculares maiores em pacientes diabéticos. O diabetes representa um
estado de funcdo metabdlica e imunoldgica alterada e nesse estudo 0s piores
resultados em pacientes diabéticos pos-IAM podem estar relacionados as
contribuicbes dos diferenciais de neutrofilos e linfécitos. Mecanismos que
contribuem para a neutrofilia em individuos diabéticos incluem aumento do
cortisol plasmatico, leptina e insulina. Produtos finais de glicagdo avancada,
radicais livres de oxigénio e outras citocinas podem desempenhar um papel na
preparacdo dos neutrofilos. Esses neutrofilos ativados secretam muitos
mediadores inflamatorios, contribuindo para o aumento dos niveis de estresse
oxidativo, inflamac&do, necrose com consequente piora dos estados
protrombdéticos, disfuncdo endotelial, ruptura da placa e tamanho do infarto
(32). Do mesmo modo, a RNL de pacientes diabéticos com complicacdes
microvasculares é maior do que em pacientes diabéticos sem complicacdes.
Ulu SM et al notaram que niveis de RNL dos diabéticos com retinopatia
diabética foram maiores que os dos pacientes diabéticos sem retinopatia (p
<0,001). Além disso, os valores de RNL foram correlacionados com a presenca
(r = 0,466, p<0,001) e também com os graus da retinopatia (r = 0,630, p
<0,001), mostrando que a RNL é um marcador confiavel da presenca e da
gravidade da retinopatia nos pacientes diabéticos (33, 34).

Ainda neste contexto de fatores de risco, a HDL, que sabidamente tem
uma acdo anti-inflamatéria e protetora cardiovascular, guarda uma correlacéo
inversa com a RNL. A RNL é significativamente elevada em pacientes com
baixo nivel de colesterol HDL quando comparados com sujeitos com niveis
normais ou altos (35). Ercan Varol et al avaliaram em um estudo de caso
controle essa correlacdo, e demonstraram que a RNL foi significativamente
maior entre 0s pacientes com baixo HDL quando comparados ao grupo
controle (2.6 £+ 0.8 vs 1.6 £ 0.4, p <0,001).

Aléem da RLN estar associada a todos esses fatores de risco que tém

associacao ja bem estabelecida com DAC, ela também mostrou ser fortemente
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relacionada a DAC propriamente dita, tendo valor preditivo e progndstico,
estando associada com a extensao e severidade da DAC (36). Verdoia M et al
avaliaram 3738 pacientes submetidos a angiografia coronariana e
demonstraram que a RNL estava diretamente relacionada tanto a prevaléncia
de DAC (p = 0,001) quanto a gravidade da DAC (p <0,001), j& que uma alta
RNL foi associada a doenga multiarterial, ao grau de estenose coronariana, a
calcificagbes cororarias e trombo intracoronariano (p<0,001).

Ja é bem documentado que a aterosclerose é a causa primaria de DAC,
e que o tipo da placa aterosclerética impacta diretamente nos desfechos. De
acordo com estudos pés mortem, a ruptura de placas é responsavel por 75%
das sindromes coronarianas agudas (37), e sabe-se que as placas mais
propensas a ruptura sao as mistas e as nao calcificadas. Um estudo realizado
em Pequim, na China, observou 598 adultos com dor torécica que foram
submetidos a angiotomografia de coronarias, e revelou que pacientes com
placas mistas ou com placas nao calcificadas tinham uma maior RNL quando
comparados a pacientes com placas calcificadas ou sem placas (p < 0,05).
Demonstraram também que pacientes com estenose coronariana maior que
50% tinham uma RNL mais elevada quando comparados com pacientes com
estenoses nao significativas (p < 0,001) (27). Neste mesmo sentido, Yilmaz et
al avaliou o papel da RNL em pacientes com SCA e constatou um aumento da
NLR em pacientes com trombo coronariano em comparacdo com pacientes
sem trombo (4,12 £ 1.89 vs 3,17 £1.52 p<0.001) (38). Ergelen et al estudou
uma coorte de 2410 pacientes com SCA com supradesnivel de ST e evidenciou
gue uma RNL maior que 6,97 foi associada a uma maior mortalidade
cardiovascular hospitalar (5% vs 1,4%, p<0,001) e também a longo prazo (7%
vs 4,8%, p = 0,02) (39). Portanto, todos esses estudos corroboram que a RNL
pode ser um marcador tanto da presenca quanto da gravidade da DAC,

estando diretamente associada ao progndstico e a piores desfechos.

Assim sendo, diante da complexidade dessa doenca chamada
aterosclerose, que impacta fortemente e diretamente a qualidade e quantidade
de vida das pessoas do Brasil e do mundo, ja que € a principal causa de morte,
identificar os pacientes que irdo desenvolver a doenca e estardo em risco de

desfechos desfavoraveis é crucial, ja que permite instituir medidas preventivas
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e, naqueles com a doenca estabelecida, permite subestratificar os de maior
risco para que os tratamentos sejam intensificados. Porém, na prética clinica,

identificar corretamente esses sujeitos ainda hoje é um desafio.

A estimativa do risco de doenca aterosclerética resulta da somatéria do
risco associado a cada um dos fatores de risco que o paciente apresenta mais
a potenciacdo causada pelo sinergismo entre esses fatores. Diante da
complexidade destas interacdes, a atribuicdo intuitiva do risco frequentemente
resulta em sub ou superestimacdo dos casos de maior ou menor risco,
respectivamente. Para contornar esta dificuldade, diversos algoritmos tém sido
propostos, baseados em andlises de regressédo de estudos populacionais, por
meio dos quais a identificacdo do risco é substancialmente aprimorada. E
nesse contexto que o0s escores de risco sdo utilizados, na tentativa de
classificar corretamente os individuos assintomaticos em baixo, moderado e
alto risco de eventos cardiovasculares. Um dos modelos mais utilizados € o
Escore de Risco de Framingham (ERF), descrito por Wilson e cols. (40) e que
leva em consideracao variaveis clinicas e laboratoriais de facil acesso, como
idade, sexo, hipertensado, diabetes, hiperlipidemia e tabagismo (2). Contudo,
esses modelos tradicionais ainda possuem limitagdes importantes em predizer
eventos, haja visto que quase metade dos individuos que desenvolvem doenca
cardiovascular tem apenas 1 ou nenhum desses fatores (7). Portanto,
pesquisas tém explorado outros métodos para discriminar com maior precisao
esses pacientes em risco, que se beneficiariam de medidas preventivas e/ou

tratamentos mais intensivos (9).

A V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose
(41) recomenda a utilizagdo de fatores agravantes do risco cardiovascular nos
individuos de risco intermediario, onde a presenca de pelo menos um dos
seguintes fatores agravantes reclassifica o individuo para alto risco: Histéria
familiar de DAC prematura (parente de primeiro grau masculino < 55 anos ou
feminino < 65 anos), critérios de sindrome metabolica de acordo com a
International Diabetes Federation, microalbumindria (30-300 pg/min) ou
macroalbuminuria (> 300 pg/min), hipertrofia ventricular esquerda, PCR-US > 2
mg, espessura médio-intimal das carotidas > 1,0, ECAC > 100 ou > percentil 75
para idade e indice tornozelo-braquial < 0,9 . Recentemente uma atualizacao
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da diretriz brasileira recomenda o uso de uma calculadora on line, chamada de
Escore de Risco Global, que leva em conta diversos fatores clinicos,

laboratoriais e de imagem para estimar o risco.

O American College of Cardiology/American Health Association lancou,
em 2013, a Pooled Cohort Equation (PCE) para determinar o risco em 10 anos
de desenvolver IAM néo fatal, morte por doenca coronariana e AVC fatal e ndo
fatal. Este algoritmo foi atualizado em 2017 chegando na sua versao final,
disponivel on line e em aplicativos, com nome de ASCVD Plus (AtheroSclerotic
CardioVascular Disease), sendo uma das ferramentas mais utilizadas

atualmente para guiar as terapias e estimar o risco mais acuradamente (42).

Outros parametros, além dos citados acima, tém sido utilizados na
predicdo de eventos cardiovasculares a curto e longo prazo, a saber: dosagem
de peptideo natriurético cerebral, troponina ultrassensivel, dispersdo do
intervalo QT, calcificacdo da aorta toracica, avaliacdo de onda de pulso, dentre
outros (9-13).

Entre todos os biomarcadores sanguineos emergentes, o maior banco
de dados existe para a PCR-US. J4 em 1997, Ridker et al. demonstraram uma
forte associacéo entre niveis elevados de PCR-US e desfecho cardiovascular,
sendo o risco relativo de IAM futuro em sujeitos saudaveis aumentava 38% a
cada aumento de quartil da PCR (95% CI, 19% to 61%; p= 0,001) (14). No
entanto, alguns outros estudos, como Melander et al. sugeriram muito pouco
valor incremental de qualquer biomarcador mais recente investigado, incluindo
PCR-US (43). Seguiram-se inumeros estudos epidemioldgicos prospectivos
bem controlados e a maioria reproduziu 0 achado inicial. No grande estudo
ULSAM, os autores demonstraram que, mesmo na presenca de outros
biomarcadores robustos como troponina I, NT-pro-BNP e cistatina C, a PCR-
US foi o melhor preditor independente de evento cardiovascular fatal e
mortalidade total. Neste estudo, a PCR-US mostrou claramente um valor

incremental sobre os escores baseados em fatores de risco tradicionais (44).

Outro estudo, de caso-controle, avaliou 2459 pacientes com historia de
IAM ou morte por doenga coronariana e 3969 controles sem historia de DAC,

no seguimento médio de 18 anos demonstraram que pacientes com PCR no

17



terco superior (> 2,0 mg / L), quando comparados com os pacientes com PCR
no terco inferior (<0,78 mg / L), apresentaram um risco significativamente maior
de desenvolvendo DCV (OR 1,92) (45).

Assim, a PCR-US como preditora de eventos cardiovasculares possui
um desempenho igual ou até melhor que os FR tradicionais. Com base nessa
evidéncia, as diretrizes ACC/AHA de 2013 deram a PCR-US uma indicacéo
classe llb, nivel de evidéncia B, como um marcador de risco adicional naqueles

com risco intermediario com base no ERF (42).

JA no contexto de prevencdo primaria, a PCR-US também tem
demonstrado seu papel. Em um estudo de caso controle com homens
saudaveis, Sakkinen P et al observaram que a PCR-US foi um forte preditor de
risco de IAM em 20 anos (46). Muitos estudos epidemioldgicos prospectivos
realizados entre individuos sem histérico prévio de doenca cardiovascular
demonstram que uma Unica medida de PCR-US é um preditor de eventos
cardiovasculares futuros. Mendall MA et al estudaram 1395 homens e, no
seguimento médio de 13 anos, observaram uma associagdo significativa entre
a PCR e DAC (p<0,005), bem como de PCR com IAM fatal (P=0,0019) (47).

A PCR-US é o unico biomarcador de sangue que sofreu pesquisas téo
profundas nos ultimos anos e mostrou resultados bastante consistentes em
meta-analises. Além da questdo de uma contribuicdo incremental para
melhorar a estratificacdo de risco em pacientes com risco intermediario, um
segundo papel tem ganhado notoriedade. A PCR-US pode ser considerado
como um biomarcador integrativo e indicador da carga inflamatéria total do
corpo, pois esta correlacionado com muitos outros FR cardiovasculares que
nao estdo contidos nos escores tradicionais. Assim, uma medida simples de
PCR-US na definicdo de avaliacdo de risco cardiovascular pode fornecer uma
visdo mais abrangente do perfil de risco geral do paciente (15).

Um dos métodos que mais tem ganhado destaque na estratificagdo de
risco cardiovascular nos ultimos anos € o ECAC, tido hoje como padrédo ouro
para este fim. E um método n&o invasivo, realizado através de uma tomografia
computadorizada torécica. E seguro, ja que ndo utiliza contraste e a exposi¢ao

7

a radiacdo € muito baixa, semelhante & de uma mamografia (16). O ECAC
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proporciona a quantificacdo da calcificacdo arterial coronariana, um marcador
de aterosclerose, que foi originalmente desenvolvido por Agatston et al (48). O
escore € determinado pelo produto da area da placa calcificada pela densidade
maxima da leséo de célcio (de 1 a 4 com base nas unidades de Hounsfield).
Existem outros métodos de quantificacdo descritos, mas este € o mais
referenciado na literatura. Ele categoriza em escores de 0 indicando auséncia
de placa calcificada, 1 a 10 placa minima, 11 a 100 placa leve, 101 a 400 placa
moderada e > 400 placa grave. (49). O potencial do ECAC em desempenhar
relevante papel na estratificacdo do risco cardiovascular € o de que a
calcificacdo ocorre quase que exclusivamente no contexto da doenca
aterosclerdtica. Em um dado individuo, a quantidade de calcificagdo presente
nas artérias coronarias apresenta boa correlagdo com a carga aterosclerotica
coronariana total. Entretanto, nem toda placa aterosclerética é calcificada. De
fato, relatos prévios demonstraram que a porgdo calcificada corresponde
apenas a cerca de 10 a 20% do volume total da placa; ou seja, a calcificacao
coronariana representaria apenas a “ponta do iceberg” da DAC, com a porcéo
nao calcificada respondendo por cerca de 80 a 90% da carga aterosclerdtica
total. Entdo, a presenca e a extensdo da calcificacdo arterial coronariana
correlacionam-se com a magnitude da placa aterosclerética e com o

desenvolvimento subsequente de eventos cardiovasculares.

Diversos estudos populacionais longitudinais que incluiram grande
namero de pacientes demonstraram que o ECAC apresenta associacdo
significativa com a ocorréncia de eventos cardiovasculares maiores, como
morte por todas as causas, morte cardiovascular e IAM nao fatal, no
acompanhamento de médio e longo prazo. Quanto maior a quantidade de
calcio nas coronarias, maior a chance de o paciente apresentar um evento
cardiovascular no futuro. (50-53). Além de ser efetivo em prever eventos
cardiovasculares de forma independente, o ECA tem se mostrado capaz de
refinar os modelos de predicdo tradicionais. Estudos observacionais
demonstraram que, quando adicionado aos modelos padrdo, o ECAC tem a
capacidade de melhorar significativamente a acuracia preditora em relacéo a
outros biomarcadores isolados ou combinados. Em particular, os individuos

gue nao possuem calcificagéo arterial coronariana (ECAC = 0) apresentam um
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risco extremamente baixo de DCV. Foi demonstrado que entre individuos
tradicionalmente classificados como de baixo risco pelo ERF, um alto ECAC
(2100) esta associado a uma taxa estimada de eventos em 10 anos de quase
10%. Em contraste, entre individuos tradicionalmente identificados como de
alto risco, um ECAC de zero esta associado a uma taxa de eventos em 10

anos de apenas 3%.

De fato, individuos sem fatores de risco e um ECAC elevado tém chance
de eventos aproximadamente trés vezes maior que individuos com multiplos
FR e um ECAC de zero. Com base em dados de varias coortes observacionais,
o ECAC oferece o potencial de uma estimativa de risco refinada e
personalizada para ajudar a orientar as decisfes de tratamento para a
prevencao primaria das DCV. Greenland P et al. demonstrou que os pacientes
com risco intermediario pelo escore de Framingham e com ECAC > 300
apresentaram uma taxa de eventos cardiovasculares de 2,8%/ano
(aproximadamente equivalente a uma taxa de 28% em 10 anos), 0 que 0s
colocaria no grupo de alto risco (> 20% em 10 anos) (54). Um consenso
publicado em 2007 pelo ACCF/AHA sobre o uso do ECAC na avaliagcdo do
risco cardiovascular global (55) examinou os dados combinados de seis
grandes estudos que incluiram 27.622 pacientes assintomaticos e avaliou os
principais preditores de um total de 395 eventos cardiovasculares. Dentre 0s
11.815 pacientes com ECAC = 0, a taxa de eventos foi muito baixa, apenas
0,4% nos 3 a 5 anos subsequentes. Comparados com os pacientes com ECAC
= 0, aqueles com ECAC entre 100 e 400 apresentaram um risco relativo de 4,3
(IC 95% de 3,5 a 5,2; p < 0,0001), aqueles com ECAC entre 400 e 1000
apresentaram um RR de 7,2 (IC 95% de 5,2 a 9,9; p < 0,0001), e aqueles com
ECAC > 1000 apresentaram um RR de 10,8 (IC 95% de 4,2 a 27,7, p <
0,0001).

Desde a publicacdo desse consenso, outros estudos prospectivos
confirmaram tais achados e demonstraram que a associagdo entre ECAC e
prognéstico é semelhante, independentemente do sexo ou da etnia do paciente
(56,57). Na analise ROC, a area sob a curva para predizer a ocorréncia de

eventos cardiovasculares foi significativamente maior com o ECAC coronariano
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do que com os escores de Framingham ou PROCAM. No estudo MESA, a
estatistica “C”, considerando-se apenas os fatores de risco tradicionais, foi de
0,79 para predizer eventos cardiovasculares maiores, e de 0,83 quando a

informacéo do ECAC foi associada aos fatores de risco (p = 0,006).

Estudos também mostraram que os pacientes com ECAC elevados eram mais
propensos a terem seu tratamento intensificado, com maior prescricdo de anti-
hipertensivos, hipolipemiantes e antiagregantes plaquetarios, bem como

melhorarem sua aderéncia ao tratamento farmacoldgico e ndo farmacologico

Porém, o ECAC possui um custo elevado e ndo esta amplamente
disponivel, o que torna seu uso bastante utopico na maioria dos cenarios

brasileiros.

Neste sentido, sabendo que a PCR US e o ECAC sdo marcadores
robustos na estratificacdo de risco cardiovascular, surge o RNL, que parece ser
um marcador da carga inflamatéria e que poderia, hipoteticamente, também
inferir risco cardiovascular. E de fato, ja foi demonstrado que a RNL possui
alguma correlacdo com o ECAC e proteina C reativa. Aygun e Efe relataram
que pacientes com RNL > 2,05 tiveram maiores escores de célcio coronariano
do que pacientes com RNL menor (58). Outro estudo mostrou que uma alta
RNL foi associada independentemente com ECAC (59). Em uma grande coorte
de pacientes, Shah N. et al. chegaram a um coeficiente de correlacdo de
Spearman entre RNL e PCR de 0,11, significando assim algum grau de
associacdo, mesmo que pobre (60). Su-Hyun Nam et al demonstraram que
existe uma associacdo independente entre RNL e ECAC entre homens adultos
saudaveis (OR:7,464, p<0,045), revelando que a RNL é um preditor significante

de doenca cardiovascular em homens com aterosclerose subclinica (61).

Portanto, sabendo que a inflamacdo desempenha protagonismo na
patogénese da aterosclerose, esse simples exame, facilmente executado,
amplamente disponivel, que nos infere uma avaliagcdo do status inflamatorio do
paciente pode ter algum papel na estratificagdo de risco dos pacientes, uma
vez que se correlaciona com o0s demais biomarcadores ja vastamente
estudados bem como se correlacionada diretamente com a DAC propriamente
dita.
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As DCV sdo a principal causa de morte no Brasil e no mundo, bem como
geradoras de grande morbidade e com consequentes custos para o sistema de
salde. ldentificar pacientes assintomaticos, mas que estdo sob algum risco e
necessitariam de estratégias preventivas ou até mesmo intensificacdo de
tratamento para assim evitar desfechos desfavoraveis torna-se um desafio na
pratica médica. Os inUmeros métodos para predicdo de risco disponiveis na
atualidade ainda apresentam importantes limitacbes e falham em discriminar
com maior precisdo esses pacientes. Neste contexto, surgem os FR adicionais,
para refinar o risco dos pacientes, como a PCR US, ECAC e RNL.

A RNL parece estar emergindo como um biomarcador custo-efetivo na
predicdo de eventos cardiovasculares, porém ainda com resultados
confltantes. Portanto, como a inflamacdo esta associada com o
desenvolvimento e progressdo de aterosclerose, compreender se a RNL tem
algum papel na estratificacdo de risco cardiovascular em pacientes
assintomaticos € vital importancia, ja que se trata de um marcador baixo custo,
amplamente acessivel e independente de novas tecnologias, ja que em muitos
cenarios nao se dispde de ECAC ou PCR US. Para isto, este estudo pretende
avaliar se existe associacdo independente entre a RNL e o ECAC e entre a
RNL e a PCR US, dois marcadores de risco cardiovascular tradicionais
robustos e ja bem estabelecidos pelas diretrizes.
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ABSTRACT

Atherosclersis is not just a passive lesion caused by deposition of lipids and other
subtances on the vascular walls, but an active inflammatory process, in which
neutrophils play a key role. The neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) is an inflammatory
biomarker that is emerging as a good predictor of cardiovascular disease. The purpose
of this study was to determine whether there is an association between NLR and
coronary calcium score (CCS) and between NLR and ultrasensitive C-reactive protein
(usCRP), two robust markers that have already been consolidated in cardiovascular
risk estimation. In a contemporary single-center cohort study, we studied 125 men free
from cardiovascular disease at baseline and at 7 years of follow-up. We performed a
clinical evaluation, including measurement of glucose, total cholesterol, high-density
lipoprotein, low-density lipoprotein, triglycerides, creatinine, blood count and usCRP, as
well as CCS through computed tomography. Multivariate logistic regression revealed a
significant association between NLR and usCRP (P = 0.01 baseline and P = 0.02
follow-up), but not between NLR and CCS. Therefore, NLR, a simple inflammatory
marker whose testing is widely available, routine and low cost, has an independent
association with usCRP, and has the potencial to be used as a marker of
cardiovascular risk in asymptomatic men.
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Introduction

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of death worldwide,
responsible for 31% of total mortality (1). The incidence of CVD-related deaths
continues to rise rapidly in developing countries (2). The main cause of coronary artery
disease (CAD) is atherosclerosis, an inflammatory disease in which immune
mechanisms interact with metabolic and genetic risk factors to initiate, propagate and
activate arterial lesions (3). CAD begins in a subclinical phase and progresses slowly
for years before clinical cardiovascular events occur (4). These events are the result of
a complex interaction between risk factors, environmental exposure and genetic
susceptibility (5). One important step to reducing CVD morbidity and mortality is to
develop primary prevention measures in asymptomatic individuals who are at a higher
risk of the disease (6). However, given the complexity of these interactions, intuitive
risk attribution often fails. To overcome this difficulty, researches have explored other
discriminatory methods with substantially improved risk identification (7).

Ultrasensitive C-reactive protein (usCRP), which is obtained through a blood
test, and the coronary artery calcium score (CCS), which is obtained through computed
tomography, have been the most studied and consolidated markers in recent years,
showing a strong association with cardiovascular outcome (8). UsCRP, an independent
predictor of fatal cardiovascular events and overall mortality (9), is associated with CAD
(10) and the risk of acute myocardial infarction (AMI) (11) and has an incremental value
in scores based on traditional risk factors (9). CCS, on the other hand, correlates with
the magnitude of atherosclerotic plaque (identifying calcified atherosclerotic lesions,
even if asymptomatic) and subsequent development of cardiovascular events. CCS is
significantly associated with major cardiovascular events, such as all-cause mortality,
cardiovascular death and non-fatal AMI (12), and can also improve predictive accuracy

in relation to other biomarkers (13).
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Another emerging biomarker with good ability to predict cardiovascular risk is
the neutrophil-lymphocyte relationship (NLR). Obtained through the simple ratio of the
number of neutrophils to the number of lymphocytes, NLR seems to be a predictor of
all-cause and cardiovascular mortality in patients with acute coronary syndrome (14),
chronic CAD (15) and diabetes mellitus (16), as well as in individuals who have
undergone cardiac catheterization (17). However, most studies have focused on in-
hospital and short-term mortality in acute and established CVD contexts. However the
maximum predictive value of NLR in CVD-free individuals has not yet been determined
(18,19).

More accurate risk stratification would provide a more reliable prognostic view
for each patient and can change clinical conduct through treatment initiation or
intensification in an attempt to prevent future events in patients who are at greatest
risk. To this end, a wide variety of biomarkers have been identified, and many more are
still being studied but do not yet have a clearly defined role. Since inflammation is
associated with the development and progression of atherosclerosis, our hypothesis
was that NLR, whose testing is widely available, routine and low cost, can be used as a
marker of cardiovascular risk. Thus, this study’s objective was to assess whether NLR
is associated with cardiovascular risk as estimated by CCS and usCRP, two robust and

traditional cardiovascular risk markers.

Materials and Methods
Population

Volunteers were recruited from Projeto Confrarias, a series of studies on aging
rates and the prevalence of atherosclerosis in habitual wine drinkers and abstainers.
This project included a multicenter observational study (with 200 patrticipants from S&o
Paulo, SP, Brazil and 150 participants from Veranoépolis, RS, Brazil), which in 2011 and

2012 evaluated men aged between 50 and 70 years with no history of previous
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cardiovascular disease. At that point, the participants underwent clinical, laboratory and
chest computed tomography to determine their CCS.

The present study reassessed the Verandpolis sample, except for those who
died from causes unrelated to the study's outcomes (6 people) and those who refused
to participate (5 people). The study was approved by the Ethics Committee of
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). After providing written informed
consent, the participants underwent new medical, laboratory testing and a tomography
assessment to determine their CCS. Those whose conditions could possibly alter the
white blood count (and thus the NLR) were excluded: one was using corticosteroids,
one had a neoplasia, and one had an inflammatory disease. In addition, 11 subjects
with an NLR = 10, a value suggestive of acute infection, were also excluded. Thus, the

final sample included 125 participants.

150 sujeitos
- Convidados via telefone
- TCLE

25 Excluidos
- 5 recusa a participar
- 6 Obitos (ndo CV)
- 1 Usudrio de corticoide
- 1 Neoplasia
- 1 Doenga inflamatéria

-11RNL> 10

Avaliagdo Clinica Avaliagdo ECAC
laboratorial

Methods

All participants were admitted to the clinical research sector of the Hospital
Comunitario Sao Peregrino Laziozzi in Veranopolis and underwent laboratory tests and

clinical evaluation by a cardiologist. They also underwent computed tomography to
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obtain their CCS at the Hospital Moinhos de Vento in Porto Alegre, RS. These
assessments, initially carried out in 2011/2012, were followed up in 2019 by the same

operator, who was blinded to the identity of the participants.

Medical history and basic physical examination

History of hypertension, diabetes, smoking, hypercholesterolemia,
hypertriglyceridemia, family history of CAD, physical inactivity, obesity, and
cardiovascular diseases, such as AMI, angina, stroke, and carotid and peripheral artery
disease, were evaluated. Body mass index (BMI) was determined through weight and
height measurements, blood pressure and heart rate were measured, and a complete
cardiovascular examination was performed. The 10-year predicted cardiovascular
disease risk was estimated using the American College of Cardiology/American Heart
Association ASCVD Risk Estimator Plus tool (20). The composite outcome consisted of
the following conditions: non-fatal myocardial infarction, non-fatal stroke, myocardial
revascularization and carotid atherosclerotic disease. The medical history of
participants who experienced any of these conditions was collected from the patient
and/or family and was reviewed along with hospital documents and/or the death
certificate.

All measurements were taken with previously calibrated equipment according

to validated protocaols.

Biochemical tests

Blood withdrawal was performed after a 12-hour fast at the Veranense
laboratory of the Hospital Comunitério S&o Peregrino Lazziozi to determine glucose,
total cholesterol, high-density lipoprotein, triglycerides, usCRP, creatinine, and blood
count. Low-density lipoprotein cholesterol was calculated using the Friedewald formula,
and the NLR was calculated by dividing the absolute number of neutrophils by the

absolute number of lymphocytes in the blood count.
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Coronary Calcium Score

The CCS was determined through chest computed tomography in a Siemens
Sensation 64-slice scanner in 2011/2012 and a Siemens 256-slice scanner in 2019.
Coronary artery calcification was evaluated with the Agatston method, acquiring
prospective images at thicknesses of 3 mm. Both studies were carried out at the same
facilities (Hospital Moinhos de Vento of Porto Alegre, RS, Brazil) by the same

evaluator, who was blinded to the identity of the individual in the report.

Statistical analysis

Quialitative variables were described as absolute and relative frequencies [n
(%)], while quantitative variables were described as mean + standard deviation. The
distribution of quantitative variables was examined by way of histogram and QQplot for
each time point and group.

A univariate logistic regression model was performed to analyze the association
between NLR and CCS with the following predictors: age, SAH, diabetes, smoking,
sedentary lifestyle, statin use, family history of CAD, cardiovascular risk classification,
systolic and diastolic blood pressure, BMI, glucose, total cholesterol, high-density
lipoprotein, low-density lipoprotein, triglycerides, creatinine and composite outcome.
Variables presenting P < 0,1 were included in the multivariate model.

The sample was divided according to usCRP, using a cut-off point of < 1,
indicating low cardiovascular risk, and = 1, indicating moderate or high cardiovascular
risk (21). With respect to CCS, we divided the sample into CCS = 0, indicating the
absence of calcified atherosclerotic lesions, and CCS > 0, indicating the presence of
calcified atherosclerotic lesions (22). Generalized equation estimates were used to
compare these groups at baseline and follow-up. Poisson distribution with robust

variance was used to estimate the prevalence of binary outcomes, while normal and
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gamma distributions were used for quantitative variables, as appropriate, to estimate

means. All analyses were performed in SPSS 18.

Results

Of the 125 subjects who entered this study, 76 had CCS > 0 and 49 had CCS
= 0; regarding usCRP, 48 had usCRP = 1 and 77 had usCRP <1. The prevalence of
obesity, diabetes, hypertension and smoking were low and similar in all groups. The
majority (> 60%) of the participants had intermediate cardiovascular risk according to
the ASCVD. In the follow-up evaluation (approximately 7 years later), we observed a
considerable increase in the prevalence of obesity and hypertension in the entire

sample, as well as an increased use of statins.

Coronary calcium score = 0 group vs. coronary calcium score >0 group

The CCS > 0 group included 60.8% of the sample and had a mean CCS of
167.8 + 280. Their mean age (59 + 5 years) was significantly higher than the CCS =0
group (56 £ 5 years, P = 0.006). The prevalence of physical inactivity was higher in the
CCS > 0 group (25% vs. 4.1%, P = 0.03). Participants in this group also had higher
levels of systolic blood pressure (141.62 + 10.92 vs. 135.9 + 13.23, P 0.01) and
glucose (108.26 + 17.75 vs. 100.35 + 40.46, P = 0.001). The NLR of the CCS >0
group tended to be higher than that of the CCS = 0 group, although not significantly so
(1.93+£0.82vs. 1.69 £ 0.69, p = 0.08). The same was found for usCRP, which tended
to be greater in the CCS > 0 group, but not significantly so. The other variables did not
differ between the groups (Table 1).

In the follow-up evaluation, the CCS > 0 group now accounted for 75.2% of
the sample, with a mean CCS of 321.5 £ 536.1. They continued to have higher glucose
levels, but the prevalence of physical inactivity did not differ between the groups and
systolic blood pressure levels were similar. There was a considerable increase in statin

use in both groups, although it was significantly higher in the CCS > 0 group (40.42%
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vs. 16.13%, P = 0.016), which could have contributed to the difference in low-density
lipoprotein levels, which were significantly lower in this group (117.1 £ 38.3 vs. 134.8 +
31.3, p = 0.021). NLR was similar in both groups, as were the other variables (Table 2).
We used multivariate logistic regression to assess the relationship between
CCS and risk factors that might affect this variable. In the initial assessment, age was
an independent risk factor for high CCS; since CCS significantly increased with patient
age (p = 0.015). Physical inactivity also significantly influenced CCS, increasing the
chance of high CCS by 6.5 times (p = 0.021). In the follow-up, intermediate
cardiovascular risk was associated with higher CCS (p = 0.018); and higher serum

glucose levels were associated with CCS > 0 (p = 0.023) (Table 3).

Table 1. Baseline characteristics of the population - coronary calcium score

Variables CCS=0(n=49) CCS>0(n=76) P-value
CCS 0 167.8 £ 280 .3

Age (years) 56+5 59+5 0.006
Hypertension 9 (18.4 %) 23 (30.3%) 0.149
Diabetes mellitus 0 3 (3.9%) 0.279
Smoker 3 (6.1%) 4 (5.3%) 1.0
Sedentary 2 (4.1%) 19 (25%) 0.03
Obese 0 0 -
Statin use 1 (2%) 4 (5.3%) 0.647
Family history of CAD 5 (10.2%) 15 (19.7%) 0.213
ASCVD risk classification 0.017
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Variables CCS=0(n=49) CCS>0(n=176) P-value

Low risk 3 (30%) 7 (70%)

Borderline risk 15 (62,5%) 9 (37,5%)

Intermediate risk 30 (37,5%) 50 (62,5%)

High risk 1 (9%) 10 (91%)
Systolic BP (mmHg) 135.9+ 13.2 141.6 £ 10.9 0.01
Diastolic BP (mmHg) 82.9+9.1) 84.1+6.8 0.422
BMI (Kg/m?2) 26.4+2.7 26.9+25 0.259
Glucose (mg/dL) 100.3+10.5 108.3+17.7 0.001
Total cholesterol (mg/dL) 234.8 £34.3 223.0 £ 38.7 0.087
HDL-c (mg/dL) 50.6 + 14.3 49.1+ 135 0.559
LDL-c (mg/dL) 151.6 + 30.3) 141.5 + 34 0.09
Triglycerides (mg/dL) 169.3+170.1 163.5+121.5 0.833
usCRP (mg/L) 0.97+1 1.38+15 0.057
Creatinine (mg/dL) 0.96 +0.1 1.01+0.15 0.055
Neutrophils (/uL) 3288 + 1.062 3697 +1.393 0.082
Lymphocytes (/uL) 2052 + 517 2049 = 627 0.973
NLR 1.69 +0.69 1.93+0.82 0.08

CCS: coronary calcium score; CAD: coronary artery disease; BP: blood pressure; BMI:

body mass index; HDL-c: cholesterol high-density lipoprotein; LDL-c: cholesterol low-

density lipoprotein; usCRP: ultrasensitive C-reactive protein; NLR: neutrophil—

lymphocyte ratio.
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Table 2. Follow-up characteristics of the population - coronary calcium score

Variables CCS=0(n=31) CCS>0(n=94) p-value
CCs 0 321.6 £ 536.1
Age (years) 645 665 0.063
Hypertension 18 (58.1%) 69 (73.4%) 0.120
Diabetes mellitus 2 (6.4%) 19 (20.2%) 0.098
Smoker 0 5 (5.3%) 0.331
Sedentary 9 (29%) 26 (27.7%) 1.0
Obese 5 (16.1%) 21 (22.3%) 0.612
Statin use 5 (16.1%) 38 (40.4%) 0.016
Family history of CAD 9 (29%) 28 (29.8%) 1.0
ASCVD risk 0.017
classification

Low risk 4 (80%) 1 (20%)

Borderline risk 3 (43%) 4 (57%)

Intermediate risk 14 (20%) 58 (80%)

High risk 10 (25%) 31 (75%)
Systolic BP (mmHQ) 135.64 + 17 137.46 £ 16.8 0.604
Diastolic BP (mmHg) 78.3+10.8 77.9+9.4 0.837
BMI (Kg/m2) 26.7 £ 3.7 27.6 + 3.4 0.212
Glucose (mg/dL) 92 +£10.3 103.2 +£20.9 0.004
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Variables CCS=0(n=231) CCS>0(n=94) p-value
Total cholesterol 208 £ 43 194.1 + 39.9 0.102
(mg/dL)

HDL-c (mg/dL) 49.6 £ 13.9 515+114 0.461
LDL-c (mg/dL) 134.8+31.4 117.1+38.3 0.021
Triglycerides (mg/dL) 1176 £ 73.2 1276 £ 73.1 0.470
usCRP (mg/L) 1.6+1.7 1.8+2.1 0.588
Creatinine (mg/dL) 1+£0.1 1.2+17 0.529
Neutrophils (/uL) 3032 + 884 3301 + 1.058 0.205
Lymphocytes (uL) 2503 £ 702 2470 £ 761 0.833
NLR 1.29+ 051 1.42 +£0.46 0.236
Composite outcome (%) 2 (6.45%) 14 (14.9%) 0.353

CCS: coronary calcium score; CAD: coronary artery disease; BP: blood pressure; BMI:

body mass index; HDL-c: cholesterol high-density lipoprotein; LDL-c: cholesterl low-

density lipoprotein; usCRP: ultrasensitive C-reactive protein; NLR: neutrophil—

lymphocyte ratio.

Table 3. Odds ratio and 95% confidence interval for coronary calcium score > 0*

Time Variable OR Lower Upper P
Baseline Age 1.11 1.02 1.20 0.015
Sedentary 6.20 1.32 31.9 0.021
Follow-up Intermediate risk 23.24 1.69 318.54 0.018
Glucose 1.05 1.01 1.11 0.023
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* Only significant results are presented - the other variables were not statistically

significant.
UsPCR <1 group vs. usPCR 2 1 group

At the initial evaluation, 61.6% of the participants had usCRP <1 (mean 0.5 +
0.23), while 38.4% had usCRP = 1 (mean 2.38 + 1.53). There was a trend towards
higher NLR in the usCRP 2 1 group but it was not significant (1.98 + 0.84 vs. 1.74
0.72, p = 0.087). Individuals in the usCRP = 1 group had higher BMI (P <0.001) and
lower high-density lipoprotein cholesterol levels (p = 0.04) than the usCRP < 1 group.
The other variables did not differ between groups (Table 4).

In the follow-up, the prevalence of diabetes increased considerably in both
groups. The prevalence of hypertension also increased in both groups, although it was
significantly higher in the usCRP = 1 group (80% vs. 60%, p = 0.019). This group also
had higher BMI than the usCRP < 1 group (26.4 £ 3.2 vs. 28.4 = 3.6, p = 0.001), as
well as a higher level of diastolic blood pressure (79.8 £ 11 vs. 76.3 £ 8, P = 0.044). Of
the hematological parameters, the NLR of the usCRP = 1 group was significantly
higher than that of the usCRP < 1 group (1.49 £ 0.52 vs. 1.29 £ 0.42, P = 0.019), as
was the absolute number of neutrophils (P = 0.017) (Table 5).

In the multivariate logistic regression, BMI was independently associated with
usCRP = 1 for the baseline and follow-up assessment (initial OR 1.39, follow-up OR =
1.17). NLR was an associated risk factor for high usCRP. Thus, usCRP was
significantly higher with increased NLR (initial OR 2.05 [P = 0.01], follow-up OR 2.81 [P
= 0.02]) (Table 6). As a predictor of usCRP, the area under the ROC curve for NLR
was 0.57 (95% CI = 0.46 - 0.67) at baseline (Figure 1) and 0.602 (95% CI = 0.04 -

0.50) at follow-up (Figure 2).
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Table 4. Baseline characteristics of the population - usCRP

Variables UsCRP<1(n=77) usCRPz1(n=48) p-value
usCRP 0.50+0.2 23815
Age (years) 58+5 58+5 0.910
Hypertension 18 (23.4%) 14 (29.2%) 0.530
Diabetes mellitus 2 (2.6%) 1(2.1%) 1.0
Smoker 6 (7.8%) 1 (2.1%) 0.248
Sedentary 12 (15.6%) 9 (18.7%) 0.633
Obese 0 0 -
Statin use 4 (5.2%) 1(2.1%) 0.648
Family history of CAD 11 (14.3%) 9 (18.7%) 0.617
ASCVD risk classification 0.092

Low risk 7 (70%) 3 (30%)

Borderline risk 17 (71%) 7 (29%)

Intermediate risk 50 (62,5%) 30 (37,5%)

High risk 3 (23%) 8 (72%)
Systolic BP (mmHg) 138 +£125 1415+ 115 0.124
Diastolic BP (mmHg) 82.7+81 85.1+7 0.096
BMI (Kg/m2) 26.1+25 27.8+2.3 <0.001
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Variables UsCRP<1(n=77) usCRPz21(n=48) p-value
Glucose (mg/dL) 103.6 + 14.4 107.7+17.5 0.170
Total cholesterol (mg/dL) 2255+ 37.6 231.1+37.0 0.416
HDL-c (mg/dL) 51.6+14.3 46.6 £ 12.5 0.049
LDL-c (mg/dL) 143.9+ 32.8 1479+ 33.1 0.507
Triglycerides ( mg/dL) 157.4 £ 151.2 179.2+126.1 0.381
CCS (Agatston) 119.2 + 278.7 745+ 127.8 0.489
Creatinine (mg/dL) 0.97 £ 0.15 1.02 +0.13 0.047
Neutrophils (/uL) 3366 + 1.137 3809 + 1,464 0.061
Lymphocytes (/uL) 2079 + 627 2005 + 511 0.491
NLR 1.74+0.72 1.98+0.84 0.087

CCS: coronary calcium score; CAD: coronary artery disease; BP: blood pressure; BMI:

body mass index; HDL-c: cholesterol high-density lipoprotein; LDL-c: cholesterol low-

density lipoprotein; usCRP: ultrasensitive C-reactive protein; NLR: neutrophil—

lymphocyte ratio.
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Table 5. Follow-up characteristics of the population - usCRP

Variables UsCRP <1 (n=65) usCRP 21 (n=60) p-value
usCRP 0.40+0.24 3.23+2.09
Age (years) 655 66 £6 0.682
Hypertension 39 (60%) 48 (80%) 0.019
Diabetes mellitus 11 (16.9%) 10 (16.7%) 1.0
Smoker 4 (6.1%) 1 (1.7%) 0.367
Sedentary 20 (30.7%) 15 (25%) 0.552
Obese 9 (13.8%) 17 (28.3%) 0.051
Statin use 23 (35.3%) 20 (33.3%) 0.852
Family history of CAD 20 (30.7%) 17 (28.3%) 0.845
ASCVD risk classification 0.636

Low risk 2 (40%) 3 (60%)

Borderline risk 3 (43%) 4 (57%)

Intermediate risk 41 (57%) 31 (43%)

High risk 19 (46%) 22 (54%)
Systolic BP (mmHg) 134.4 + 13.6 139.9 + 19.4 0.071
Diastolic BP (mmHg) 76.3+8.1 79.9+11.0 0.044
BMI (Kg/mg?) 26.5+3.2 28.4+ 3.6 0.001
Glucose (mg/dL) 98.9+20.4 102.1 £18.3 0.340
Total cholesterol (mg/dL) 197.9+44.8 197.2 + 36.7 0.918
HDL-c (mg/dL) 51.2+12.2 50.7+11.9 0.813
LDL-c (mg/dL) 122.7 + 39 120.2 + 35.9 0.714
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Variables usCRP <1 (n=65) usCRP 21 (n=60) p-value
Triglycerides (mg/dL) 119.7+76.1 130.9 +69.5 0.386
CCS (Agatston) 257.9 + 499.6 2244+ 471.7 0.944
Creatinine (mg/dL) 1.3+21 1.0+0.1 0.304
Neutrophils (/uL) 3023 + 830 3464 + 1158 0.017
Lymphocytes (/uL) 2512 £ 785 2442 + 701 0.601
NLR 1.29+0.42 1.49 + 0.52 0.019
Composite outcome (%) 7 (10.7%) 9 (15%) 0.595

CCS: coronary calcium score; CAD: coronary artery disease; BP: blood pressure; BMI:

body mass index; HDL-c: cholesterol high-density lipoprotein; LDL-c: cholesterol low-

density lipoprotein; usCRP: ultrasensitive C-reactive protein; NLR: neutrophil—

lymphocyte ratio.

Table 6. Odds ratio and 95% confidence interval for usCRP = 1*

Time Variavel OR Inferior Superior P

Baseline BMI 1.39 1.14 1.71 0.001
NLR 2.05 1.18 3.57 0.011

Follow-up BMI 1.17 1.03 1.32 0.014
NLR 2.81 1.18 6.72 0.02

*Only significant results are presented - the other variables were not statistically

significant.

47



ROC curve

1.0
0.8
.,,? 0.6
= 7
=
z /
(‘}’, 0.4 -
Area 0.571
95%Cl lower 0.468
0.2
95%Cl upper 0.675
p-value 0.182
0.0* - . .
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Specificity

Figure 1. NLR area under the ROC curve for predicting usCRP at baseline
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Figure 2. NLR area under the ROC curve for predicting usCRP in follow-up



Discussion

We assessed the relationship between NLR and CCS and between NLR and
usCRP to determine whether this simple ratio of the number of neutrophils to the
number of lymphocytes could predict cardiovascular risk as well as these two
established risk markers. Our study revealed that, in men free of coronary artery
disease, an increase in NLR was independently associated with an increase in usCRP
but not CCS.

Atherosclerosis, the main cause of CAD, is not just a passive lesion caused by
the deposition of lipids and other substances in vascular walls, but an active
inflammatory process in which neutrophils play a fundamental role. Drechsler et al.
demonstrated that early stages of atherosclerosis are linked to neutrophilia. Neutrophils
infiltrate atherosclerotic plaque, releasing pro-oxidant and pro-thrombotic substances,
which leads to endothelial damage and platelet aggregation, activating an inflammatory
cascade that plays a central role in the onset and progression of atherosclerotic plague
(23). Neutrophils also play an important role in plaque destabilization and cardiac
decompensation. The propensity to plaque destabilization due to rupture or erosion is
indirectly proportional to the fibrous collagen layer, i.e. the thinner this layer is, the
greater the chance of rupture. Neutrophils contain a large number of degrading
proteases from this matrix, so by releasing these proteolytic enzymes and superoxide
radicals, they make plague more vulnerable and susceptible to acute coronary
syndromes (24). It is believed that after migration into the vessel wall, neutrophils also
cause proinflammatory and atherogenic effects by interacting with other cell types,
such as platelets, monocytes and macrophages (25).

It is well established that coronary artery disease involves an inflammatory
state. Thus, high levels of inflammatory markers have been associated with a higher
incidence of cardiovascular disease (26).

NLR is an inflammatory biomarker that has emerged as a new predictor of
cardiovascular risk in some settings. It has been shown to be elevated in patients with
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traditional risk factors that have an established association with CAD, such as
advanced age (27), hypertension (28), diabetes (29) and hypercholesterolemia (30).

A direct relationship between NLR and CAD itself has also been
demonstrated, including predictive and prognostic value. Verdoia et al., in a study of
3,738 patients undergoing coronary angiography, concluded that NLR was associated
with the extent and severity of CAD due to the direct relation between NLR and CAD
prevalence (P = 0.001) and severity (P <0.001 ), given that a high NLR was associated
with multivessel disease, a higher degree of coronary stenosis, coronary calcifications
and intracoronary thrombus (P <0.001) (31). NLR also predicted of all-cause mortality
and cardiovascular mortality in patients with acute coronary syndrome (14), chronic
CAD (15), diabetes mellitus (16), and in those undergoing cardiac catheterization (17).
A study conducted in Beijing with a sample of 598 adults with chest pain who
underwent coronary angiography found that patients with mixed or non-calcified
plagues, which are known to be more prone to rupture or instability, had a higher NLR
than those with calcified or no plagues (P < 0.05). They also demonstrated that
patients with coronary stenosis > 50% had a higher NLR than those with non-
significant stenosis (P <0.001) (30). Ergelen et al. studied a cohort of 2,410 patients
with ST-elevation acute coronary syndromes and found that NLR > 6.97 was
associated with higher in-hospital (5% vs. 1.4%, P <0.001) and long-term (7% vs.
4.8%, P = 0.02) cardiovascular mortality (32). Thus, all these studies corroborate NLR
as a marker of both the presence and severity of CAD, being directly associated with
prognosis and outcomes.

Modern cardiology employs a wide variety of markers to stratify cardiovascular
risk and some, such as CCS and usCRP, have been well studied and established,
while others, such as NLR, are still being studied. NLR seems to be associated with the
severity and prognosis of CAD, but its maximum predictive value in asymptomatic CVD

free individuals has not yet been determined (18,19).
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One of these tools, CCS, is considered the gold standard for cardiovascular
risk stratification and has been shown to be independent predictor of cardiovascular
events (33). The score, originally developed by Agatston et al., quantifies coronary
artery calcification, a marker of atherosclerosis (34). The potential of CCS for stratifying
cardiovascular risk lies in the fact that calcification occurs almost exclusively in the
context of atherosclerotic disease. In a given individual, the amount of calcification in
the coronary arteries has a good correlation with the total coronary atherosclerotic load,
as well as with the magnitude of atherosclerotic plaque and the subsequent
development of cardiovascular events (35,36). Several longitudinal population studies
with large samples have shown that CCS has a significant association with major
cardiovascular events, such as all-cause mortality, cardiovascular mortality and non-
fatal AMI, both in medium- and long-term follow-up (12). However, CCS is expensive
and not widely available and, thus, it is unavaliable for most Brazilian patients.

UsCRP, which is more accessible and available in Brazil, also seems to be the
inflammatory biomarker most capable of predicting cardiovascular events. In 1997,
Ridker et al. demonstrated a strong association between high usCRP levels and
cardiovascular outcomes, with the relative risk of future AMI in healthy subjects
increasing by 38% with each quartile increase in usCRP (P = 0.001) (8). In the large
ULSAM study, the authors demonstrated that, even when compared with other robust
biomarkers such as troponin I, NT-pro-BNP and cystatin C, usCRP was the best
independent predictor of fatal cardiovascular events and all-cause mortality, with an
incremental score based on traditional risk factors (9). A case-control study on 2459
patients with a history of AMI or death from coronary heart disease and 3969 controls
with no history of CAD found that, in a mean follow-up period of 18 years, patients with
CRP in the upper third (> 2.0 mg/L) had a significantly higher risk of developing CVD
than patients in the lower third (<0.78 mg/L) (OR 1.92) (37). In another case-control
study of healthy men, Sakkinen et al. observed that usCRP was a strong predictor of
20-year AMI risk (11). Many prospective epidemiological studies involving individuals
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with no previous history of cardiovascular disease have shown that a single measure of
usCRP is a strong predictor of future cardiovascular events. Mendall et al. followed up
1395 men for a mean of 13 years, observing a positive association between CRP and
CAD (P <0.005), as well as a strong positive association between CRP and fatal AMI
(P =0.0019) (10).

We found an association between usCRP and NLR, with an OR of 2.05 (P =
0.01) at baseline and 2.81 (P = 0.02) at follow-up. NLR had an area under the ROC
curve of 0.602 for predicting usCRP. Our findings are in agreement with Shah et al.,
who found a Spearman correlation coefficient of 0.11 between NLR and usCRP, thus
indicating some degree of association, even if weak (6).

Other findings in our study were the significant association between CCS and
advanced age (P = 0.015), physical inactivity (P = 0.021) and higher blood glucose
levels (P = 0.023), conditions known to be associated with increased cardiovascular
risk. In addition to being associated with NLR, we found that usCRP was also
associated with higher BMI (P = 0.001), a finding that has already been demonstrated
in the literature by other large studies (38,39).

Our study has many limitations. The fact that the sample was not random but
consisted of volunteers already indicates a possible selection bias. Our sample did not
have sufficient power to show an association with CCS or clinical outcomes.

Therefore, the hypothesis that NLR, a simple inflammatory marker whose
testing is widely available, routine and low cost, could be used as a marker of
cardiovascular risk is indeed plausible, since it is associated with usCRP, a robust

marker with an established role in estimating cardiovascular risk.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A aterosclerose, que € a principal causa de DAC, é uma doenca
inflamatoria que resulta de uma interacdo complexa entre fatores de risco,
exposicbes ambientais e suscetibilidade genética. A aterosclerose coronéria
inicia em uma fase subclinica e avanca lentamente ao longo de anos antes do
desenvolvimento de eventos clinicos cardiovasculares. Dispomos de uma
grande variedade de marcadores para estratificar risco cardiovascular na
cardiologia moderna, alguns ja amplamente estudados e consagrados, como o

ECAC e a PCR US, e outros ainda sendo estudados, como a RNL.

A RNL é um biomarcador inflamatério que vem emergindo como um
novo preditor de risco cardiovascular em alguns cenarios. Ja foi demonstrado
gue ela se encontra elevada em pacientes portadores dos tradicionais fatores
de risco que possuem associacdo estabelecida com DAC, como idade
avancada, hipertensdo, diabetes e hipercolesterolemia. Nés avaliamos a
relacdo entre RNL e ECAC e entre RNL e PCR US para determinar se esta
simples relacé@o entre o numero de neutréfilos pelo nimero de linfocitos poderia
predizer risco cardiovascular tdo bem quanto esses dois marcadores de risco ja
consagrados. Nosso estudo revelou que, em homens livres de doenca arterial
coronariana, um aumento na RNL foi associado independentemente com um

aumento da PCR US, mas ndo com o ECAC

Portanto, a hipétese de que a RNL, um simples marcador inflamatério,
amplamente disponivel, rotineiramente executado e de baixo custo, pode vir a
ser utilizado como marcador de risco cardiovascular é plausivel, j& que tem
associacdo com PCR-US, um marcador robusto com seu papel ja consagrado

na estimacéao do risco cardiovascular.
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