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RESUMO

Introducéo: O RDW (do inglés Red Cell Distribution Width) é uma medida da variabilidade
do tamanho dos eritrdcitos. Estudos recentes mostraram que o RDW é um marcador preditivo
e prognostico de mortalidade e de doencas cardiovasculares (DCV). Este estudo teve como
objetivos investigar a associagdo entre RDW e (i) o risco de DCV em 10 anos, (ii) a
incidéncia de Hipertensdo Arterial Sistémica e (iii) a incidéncia de Diabetes Mellitus em
participantes do Estudo Longitudinal de Saude ELSA - Brasil.

Métodos: Uma subamostra de participantes da linha de base (2008 a 2010) e que
compareceram a segunda visita (2012 a 2014) da coorte ELSA - Brasil foram incluidos (n =
4481). Na abordagem transversal, a analise de regressdo multipla foi utilizada para investigar
a associacdo entre o RDW e o Escore de Risco de Framingham (ERF). Na analise
longitudinal, foi utilizado 0 modelo de regresséo linear misto para avaliar se 0 RDW na linha
de base foi capaz de predizer mudanca no risco de DCV na segunda visita. A associacédo entre
RDW e a incidéncia de hipertensdo e diabetes foi investigada usando a regressdo de riscos
proporcionais de Cox. Nesses modelos, a varidvel resposta (incidéncia de hipertensdo e
diabetes) foi avaliada na segunda visita, enquanto o RDW foi medido na linha de base do
estudo.

Resultados: Participantes no quarto quartil (Q4) da distribuicdo do RDW apresentaram um
ERF 30% maior do que aqueles no primeiro quartil (Q1: p < 0,001), mostrando que o RDW
foi associado com ERF avaliado na linha de base do estudo, mesmo apds os ajustes das
variaveis potenciais de confusdo. Os modelos de regressdo linear misto confirmaram os
achados da andlise transversal e mostraram associaces significativas entre RDW e ERF
avaliado na segunda visita. O termo de interacdo entre 0 RDW e a covariavel tempo néo foi
estatisticamente significativo (Q4: p = 0,577), indicando que a inclinacdo da associa¢do ndo
mudou ao longo do tempo. O RDW ndo foi associado com a incidéncia de hipertenséo (e =
1,077; valor de p = 0,192; 1C95% = 0,963 - 1,205) e diabetes mellitus na segunda visita (ef =
0,999; valor de p = 0,991; C95% = 0,841 - 1,186).

Conclus6es: Nesta coorte de brasileiros adultos, o RDW foi independentemente associado
com o aumento do risco de DCV, porém ndo foi capaz de prever uma piora do risco
cardiovascular na trajetdria longitudinal desses individuos ao longo de quatro anos. O RDW
ndo se relacionou com a incidéncia de hipertensao e diabetes mellitus no periodo estudado. O
acompanhamento prospectivo dessa populacdo podera auxiliar a esclarecer a relacdo entre
RDW e risco de DCV em 10 anos, hipertensdo e diabetes mellitus.

Palavras-chave: indices de Eritrocitos; Fatores de risco; Diabetes mellitus; Hipertensdo;
Doencas cardiovasculares.



ABSTRACT

Background: Red cell distribution width (RDW) is a measure of erythrocyte size variability.
Recent studies have shown that RDW is a predictive, diagnostic, and prognostic marker of
mortality and cardiovascular diseases (CVD). The aim of this study is to investigate the
association between RDW and (i) 10-year risk of CVD, (ii) the incidence of hypertension, and
(iii) the incidence of diabetes mellitus in participants of the Longitudinal Health Study (ELSA
- Brasil).

Methods: A subsample of baseline participants (2008-2010) and attending the second visit
(2012 to 2014) of the ELSA - Brazil cohort was included (n = 4481). In the cross-sectional
approach, multiple regression analysis was used to investigate the association between RDW
and the Framingham Risk Score (FRS). In the longitudinal analysis, the linear mixed
regression model was used to assess whether baseline RDW is able to predict change in CVD
risk at the second visit. The association between RDW (explanatory variable) and incidence
of hypertension and diabetes was investigated using cox proportional hazards regression. In
these models, the response variable (incidence of hypertension and diabetes) was assessed at
the second visit, while the RDW was measured at the study baseline.

Results: Participants in the fourth quartile of the RDW distribution had an FRS 30% higher
than those in the first quartile (Q1: p <0.001), showing that RDW was associated with FRS
assessed at baseline of the study, even after adjustments of potential variables of confusion.
Mixed linear regression model confirmed the findings of the cross-sectional analysis and
showed significant associations between RDW and FRS assessed at the second visit. The
interaction term between the RDW and the covariable time was not statistically significant
(Q4: p = 0,577), indicating that the slope of the association did not change over time. The
RDW was not associated with the incidence of hypertension (eff = 1.077; p-value = 0.192;
95% CI = 0,963-1,205) and diabetes mellitus (efp = 0,999; p-value = 0.991; C95% = 0,841-
1,186) the follow-up time of the study.

Conclusions: In this cohort of adult Brazilians, RDW was independently associated with
increased CVD risk, but it was not able to predict a worsening of cardiovascular risk in the
longitudinal trajectory of these individuals over four years. The RDW was not related to the
incidence of hypertension and diabetes mellitus in the period studied. The prospective follow-
up of this population can help to clarify the relationship between RDW and 10-year CVD risk,
hypertension and diabetes mellitus.

Keywords: Erythrocyte Indices; Risk factors; Diabetes mellitus; Hypertension;
Cardiovascular disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca cardiovascular

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) afirma que das 50 milhdes de mortes que
ocorreram nas Ultimas décadas, 17 milhdes foram decorrentes de doengas cardiovasculares
(DCV). Estima-se que para 2020, este nimero possa aumentar para 40 milhdes, sendo um
importante problema de saude publica (Beaglehole e Bonita, 2008; Serrano Jr. et al., 2009;
Butler, 2011; World Health Organization, 2015).

No Brasil, este contexto ndo € diferente. De acordo com o Ministério da Saude (MS), em
2010, aconteceram 326 mil mortes devido as DCV, cerca de 1.000 mortes por dia, das quais
200 mil decorrentes das doencas arteriais coronarianas (DAC) e cardiovasculares, 0 que

demonstra um cendrio preocupante (Simdo et al., 2014).

Sdo diversas condi¢des que contribuiram para 0 aumento da prevaléncia das DCV no Brasil:
a falta de conhecimento da populacdo em relacdo as politicas publicas de controle das DCV, a
falta de infraestrutura da atencdo primaria, a transicdo epidemioldgica, o aumento da
expectativa de vida, as mudancas nas condi¢des socioecondmicas, urbanizacdo, as mudancas
no estilo de vida e o sedentarismo (Serrano Jr. et al., 2009; Xavier et al., 2013; Simao et al.,
2014). Essas condicOes estdo de alguma forma, também relacionadas com as doencas
cronicas ndo transmissiveis como: diabetes mellitus (DM), dislipidemia, Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS), conhecidos fatores de risco independentes e determinantes para o
desenvolvimento da aterosclerose e consequentemente das DCV (Grundy et al., 1999;
Bonetti et al., 2003).

Além desses fatores de risco, a American Heart Association (AHA) ainda considera como
fator de risco cardiovascular a idade, sexo, tabagismo, obesidade, obesidade abdominal,
histéria familiar de doenca coronariana, caracteristicas eétnicas, fatores psicossociais,
homocisteina, fatores pro-trombéticos (por exemplo, fibrinogénio) e marcadores

inflamatdrios como, por exemplo, a proteina C-reativa (PCR) (Grundy et al., 1999).
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1.2 Aterosclerose e doenca cardiovascular

A aterosclerose é considerada um disturbio inflamatério crénico, de etiologia multifatorial
que ocorre devido a agressao endotelial, principalmente, na camada intima das artérias de
médio e grande calibre, apds a exposicdo aos diversos fatores de risco cardiovascular (Ross,
1999; Cesarino et al., 2008).

A disfuncéo endotelial resultante da agresséo leva a mecanismos compensatorios, que alteram
as propriedades homeostasicas do endotélio. A permeabilidade ¢ aumentada contribuindo
para adesdo de leucdcitos e plaquetas. As lesbes também induzem as propriedades pro-
coagulantes ao invés de anticoagulantes, a producdo de moléculas vasoativas, citocinas,
fatores de crescimento, aderéncia leucocitéria, ativacdo plaquetaria, pro-oxidacao, inflamacéo
vascular e diminuicdo do 6xido nitrico (ON), produto importante para manutencao do tonus e

a reatividade vascular (Ross, 1999).

O aumento da permeabilidade vascular contribui para o acimulo de lipoproteinas
subendoteliais. O depdsito de LDL (do inglés low-density-lipoproteins) acontece na mesma
proporcdo a quantidade dessas lipoproteinas no plasma. No compartimento subendotelial, as
lipoproteinas sofrem oxidacdo, formam neoepitopos, tornando-se imunogénicas. Essas LDL
oxidadas (LDL-o0x) estimulam o aparecimento de moléculas de adesdo leucocitaria na
superficie endotelial, fato que contribui ainda mais para disfuncdo endotelial, ja que ela atrai
monacitos e linfocitos para a luz arterial. Atraidos quimiotaxicamente, 0s mondcitos se
dirigem para o subendotélio, tornam-se macrofagos, que fagocitam as LDL-ox, formando as
células espumosas, principal elemento das estrias gordurosas que séo lesbes macroscopicas

iniciais da aterosclerose (Xavier et al., 2013).

Os macréfagos ativados secretam citocinas e enzimas proteoliticas que sdo capazes de
intensificar o processo inflamatorio e degradar o colageno e demais tecidos, contribuindo
desta forma para evolucdo da placa aterosclerética. Os linfocitos T, apesar de presentes em
menor quantidade que os macrofagos no interior da placa de ateroma, também estéo
envolvidos na patogénese da aterosclerose, ja que eles podem se diferenciar, produzir

citocinas e modular a inflamagéo (Hansson, 2005).

As celulas musculares lisas migram para a camada media das artérias sob estimulo de
mediadores inflamatorios, e em decorréncia disso comegam a produzir citocinas, fatores de

crescimento e matriz extracelular (MEC). Estes mecanismos contribuirdo para a formacéo da
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capa fibrosa do ateroma. A placa aterosclerdtica inteiramente desenvolvida é composta de
MEC, ndcleo lipidico e necroético, constituido de fragmentos de células mortas. O que
definird a estabilidade destas capas fibrosas serdo os componentes celulares presentes na
mesma. As placas estaveis sdo compostas de colageno, pequeno nucleo lipidico e necrotico,
pequena quantidade de células inflamatdrias e capa fibrosa espessa. Ja as placas instaveis
possuem nucleo lipidico e necrético relevante, importante atividade inflamatéria e
proteolitica e fina capa fibrética. Por fim, a capa fibrosa pode se romper e exibir conteddo
lipidico, que é altamente trombogénico, proporcionando o desenvolvimento de um trombo
plaquetario, mecanismo também conhecido como aterotrombose, e responsavel pela ocluséo
vascular e complicacOes cardiovasculares (Libby e Theroux, 2005; Xavier et al., 2013;
Maluf, 2015).

1.3 Hipertensdo Arterial Sistémica

A HAS é caracterizada por niveis elevados e sustentados de presséo arterial (PA) > 140/90
mmHg. Esta relacionada a alteracGes da funcéo e estrutura de 6rgdos alvo como, coragao,
cérebro, rins e vasos sanguineos além de alteracdes metabolicas, com aumento do risco de
eventos cardiovasculares fatais e ndo-fatais (Malachias et al., 2016). A HAS priméria ou
essencial, responsavel por 90 a 95% dos casos, tem etiologia multifatorial, sendo
desencadeada pelas diversas interacOes entre fatores genéticos e ambientais (Oparil et al.,
2018). A HAS secundéria tem prevaléncia de 3% a 5%, e tem como principais causas 0
hiperaldosteronismo, a estenose da artéria renal, o feocromocitoma e paragangliomas, o hipo
e hipertireoidismo, a sindrome de Cushing e a acromegalia (Malachias et al., 2016; Oparil et
al., 2018).

Dados do estudo Global Burden of Disease (2015) demostraram que a HA ocasionou 9,4
milhdes de mortes e que 212 milhdes de individuos perdem anos de vida saudavel a cada ano
e, além disso, cerca de um em cada quatro adultos sdo hipertensos (Forouzanfar et al., 2016).
No Brasil, inquéritos populacionais indicam nos ultimos vinte anos uma prevaléncia de HAS
superior a 30%. Nos individuos com idade entre 60 a 69 anos, a prevaléncia foi superior a
50% e em individuos com idade acima de 70 anos, esta acima de 75% (Rosario et al., 2009;

Cesarino et al., 2013). No Elsa - Brasil a prevaléncia de HAS foi maior entre os homens do
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que entre as mulheres (40,1% vs. 32,2%), sendo observado um aumento dessa prevaléncia
com a idade (Chor et al., 2015).

Os principais fatores de risco para HAS sdo: idade, sexo, etnia, sobrepeso e obesidade,
ingestdo de sodio e alcool, sedentarismo, além de fatores socioeconémicos e genéticos.
(Poulter et al., 2015; Malachias et al., 2016). Em relacdo a idade, os niveis de PA sobem de
forma continua e constante com a idade, tanto em homens quanto em mulheres. Com o
aumento da idade, os individuos ficam mais expostos a inumeros fatores que aumentam a PA
ao longo do tempo, como consumo excessivo de sodio, ingestdo insuficiente de potassio,
sobrepeso e obesidade, consumo de alcool e inatividade fisica (Oparil et al., 2018). Além de
fatores como o enrijecimento progressivo das artérias, as alteragdes do coladgeno vascular e o

aumento da aterosclerose favorecem a HAS (Steppan et al., 2011; Mikael et al., 2017).

A prevaléncia global de HAS entre homens e mulheres é similar, apesar de ser mais elevada
nos homens até os 50 anos, invertendo-se a partir da quinta década. Em negros, é duas vezes
maior. Entretanto, no Brasil, ndo se conhece com exatiddo o impacto da miscigenacao sobre a
HAS. No ELSA - Brasil, os participantes que se auto declararam negros apresentaram maior
prevaléncia de HA (49,3%) (Chor et al., 2015; Malachias et al., 2016).

Em relacdo ao sobrepeso e obesidade, o aumento de 2,4 kg/m? no IMC (indice de massa
corporal) esta associado ao maior risco de adquirir HAS (Campana et al., 2014). Habitos
como, consumo de alcool e inatividade fisica também sdo fatores de risco para a HAS na
populacdo brasileira, e possuem relacdo direta com a PA e a mortalidade cardiovascular em
geral, independente das caracteristicas demograficas (Scherr e Ribeiro, 2009; Malachias et
al., 2016).

O status socioecondémico € um indicador robusto de HAS. Estudos na populacdo brasileira
mostram que individuos com menor escolaridade apresentaram maior prevaléncia de HAS
(Cesarino et al., 2008; Conen et al., 2009). O mesmo foi observado na coorte ELSA - Brasil,
a prevaléncia foi maior entre os participantes que ndo completaram ensino médio (44%) do

que entre aqueles com pos-graduacédo (28,4%) (Chor et al., 2015).

A contribuicdo de fatores genéticos para a génese da HAS tem sido descrita em estudos que
identificaram polimorfismos de nucleotideos Unicos e genes envolvidos na expressao de
peptideos natriuréticos (PN) e vias de sinalizacdo do ON (6xido nitrico) (Schmidt et al., 2009;
Ehret et al., 2011).
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A PA é determinada pela forca que o sangue exerce nas paredes dos vasos, dependendo
principalmente do produto decorrente de dois mecanismos, a resisténcia periférica (RP) e o
débito cardiaco (DC) (PA = DC x RP). O DC ¢ caracterizado pela quantidade de sangue que
0 coracao libera na circulacdo a cada contracdo (DC = volume sistélico x frequéncia cardiaca)
e a RP é caracterizada como a resisténcia exercida pelos vasos durante a passagem do sangue
(Aires, 1999). A manutencdo dos niveis fisiologicos da PA abrange uma interacdo complexa
envolvendo diversos elementos do sistema neuro-humoral como o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), os PN, sistema nervoso simpatico (SNS), além do
endotélio vascular e do sistema imunoldgico. O mau funcionamento ou a cessacdo de
qualquer um dos mecanismos envolvidos na manutencdo da PA pode diretamente ou
indiretamente causar uma variabilidade dos valores da PA, e ao longo do tempo ocasionar

danos aos 6rgaos alvos (George e Matthew, 2018).

A relacédo entre PA e o0 aumento do risco de DCV é linear, continua e independente, a partir
dos niveis pressoricos de 115/75 mmHg. Dessa forma, a prevencdo e o tratamento da HAS
sdo essenciais para reduzir a carga de doencas e promover longevidade da populagédo
(Stamler, 1993; Lewington et al., 2002; Blood Pressure Lowering Treatment Trialists'
Collaboration, 2014; Mills et al., 2016; Forouzanfar et al., 2017).

1.4 Diabetes mellitus

O DM é caracterizado por hiperglicemia crénica, devido a reducdo ou auséncia da producéo

de insulina, resisténcia a acdo da insulina ou ambos (Kharroubi e Darwish, 2015).

Segundo dados da International Diabetes Federation (2017) cerca de 425 milhdes (8,8%) da
populacdo mundial com idade entre 20 a 79 anos possuem DM, sendo que 79% vivem em
paises de baixa e média renda. Pode-se estimar que em 2045 serdo mais de 629 milhdes
individuos com DM. O Brasil estd no quarto lugar entre os dez paises com maior nimero de
diabéticos do mundo, com 12,5 milhdes de individuos diabéticos. Em 2045 a expectativa é
que este numero aumente para 20,3 milhdes (International Diabetes Federation, 2017). O
aumento da prevaléncia do diabetes estd associado a diversos fatores, tais como, transicao
epidemioldgica, nutricional e demogréfica, inatividade fisica, sobrepeso e obesidade,
crescimento e envelhecimento populacional e, também, a maior sobrevida dos individuos
com DM (Diretrizes Sociedade Brasileira De Diabetes, 2017).
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O DM tipo 1 (DM1) é uma doenga autoimune, poligénica, que ocorre devido a destrui¢do das
celulas B pancreaticas, o que ocasiona deficiéncia completa na produgdo de insulina.
Corresponde a apenas 5 a 10% de todos os casos de DM. O diagnostico é mais frequente em
criancas, adolescentes e adultos jovens, afetando igualmente homens e mulheres (Diretrizes
Sociedade Brasileira De Diabetes, 2017).

O DM tipo 2 (DM2) corresponde a 90 a 95% de todos os casos de DM. Tem etiologia
multifatorial, abrangendo fatores genéticos e ambientais. Geralmente, 0 DM2 acomete
individuos a partir da quarta década de vida, embora, em alguns paises, haja o crescimento do
nimero de casos em criangas e jovens, principalmente devido a mudanca no estilo de vida
das criancas, como sedentarismo e ingestdo de alimentos menos saudaveis (Kharroubi e
Darwish, 2015).

Individuos com DM2 ndo apresentam sintomas especificos da doenca, pode ser assintomatico
ou oligossintoméatico por longo periodo, sendo muitas vezes diagnosticado através de
dosagens laboratoriais de rotina ou devido ao aparecimento das complicacfes cronicas
decorrentes do DM (Kharroubi e Darwish, 2015; Diretrizes Sociedade Brasileira De
Diabetes, 2017).

Estima-se que metade de todos os casos de DM em adultos ndo sejam diagnosticados e que
84,5% de todos os casos ndo diagnosticados estejam em paises de média e baixa renda
(Diretrizes Sociedade Brasileira De Diabetes, 2017; International Diabetes Federation.,
2017).

O DM esta associado a maiores taxas de hospitalizacGes, assim como maior utilizacdo dos
servigos de saude, e maior incidéncia de DCV e doencas cerebrovasculares isquémicas (CVI),
cegueira, insuficiéncia renal e amputacbes ndo traumaticas de membros inferiores. Estas
complicagcdes impdem um impacto econdmico significativo aos sistemas de salde e
principalmente, aos individuos com DM e suas familias (International Diabetes Federation.,
2017). O estudo Global Burden of Disease (2015) aponta que a carga representada pelo DM,
em termos de sistema de salde e sociedade, principalmente nos paises em desenvolvimento,

gere custos diretos para o sistema de salde e para a sociedade (Vos et al., 2016).

Em 80 a 90% dos casos, 0 DM2 esta associado ao excesso de peso, historia familiar,
envelhecimento, sedentarismo, diagnéstico prévio de pre-diabetes ou diabetes mellitus

gestacional e a presenca de componentes da sindrome metabdlica, tais como HA, obesidade
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abdominal e dislipidemia. Em muitos casos, devido a demora do aparecimento dos sinais e
sintomas, o diagnéstico do DM2 pode passar despercebido por anos, principalmente nos
paises onde as consultas regulares ndo fazem parte da rotina, o que pode retardar o inicio do
tratamento e aumentar a incidéncia de complicacdes em longo prazo (Kharroubi e Darwish,
2015; Diretrizes Sociedade Brasileira De Diabetes, 2017).

1.5 Escore de Risco de Framingham

O The Framingham Heart Study é um importante estudo longitudinal, que teve seu inicio em
1948 e é desenvolvido até os dias de hoje. O estudo que acontece ha setenta e um anos,
selecionou inicialmente 5.209 voluntarios com idade entre 28 a 62 anos e, posteriormente,
seus descendentes a fim de se avaliar o desenvolvimento da DCV em habitantes da
comunidade de Framingham, USA (Mahmood et al., 2014).

Em 1957, apds aproximadamente uma década de acompanhamento dos participantes, foi
descrito o primeiro e principal resultado do estudo que definiu a HA como pressao sanguinea
maior ou igual a 160/95 mmHg. Além disso, os pesquisadores descreveram a relacdo do
tabagismo e dislipidemia com aumento da incidéncia de Infarto Agudo do Miocéardio (IAM)
ndo fatal e morte por DAC, notaram, também, o0 aumento de quase quatro vezes na incidéncia
de DAC a cada 1000 participantes e a ocorréncia de acidente vascular encefalico (AVE),
ambas, como consequéncia da HA (Dawber et al., 1957; Kannel et al., 1965).

Em 1998 The Framingham Heart Study publicou um instrumento para predizer eventos
coronarianos em individuos sem o diagnéstico prévio de aterosclerose clinica. Esse
instrumento foi adaptado e incorporado pelo National Cholesterol Education Program
(NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in
Adults (Adult Treatment Panel Il - ATP I1ll), programa americano de controle da pressédo
arterial e dislipidemia, sendo bastante utilizado. Posteriormente, esse escore foi revisado e
incluido na avaliagdo de outros desfechos, além dos eventos coronarianos, incluindo:
insuficiéncia cardiaca (IC) e claudicacdo intermitente (Wilson et al., 1998; Expert Panel on
Detection Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults, 2001; D'agostino
et al., 2008).
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O principal objetivo do Escore de Risco de Framingham (ERF) consiste em avaliar o risco
geral de DCV e o risco individual de eventos cardiovasculares tais como, DCVI, doenga
arterial periférica (DAP), DAC e IC no periodo de 10 anos. Atualmente o ERF contempla as
seguintes variaveis: idade, sexo, pressdo sanguinea sistolica, colesterol total, HDL colesterol,
tabagismo, DM e uso ou ndo de medicacdo anti-hipertensiva. Para maiores informagoes,
consultar a atualizagdo da diretriz brasileira de dislipidemia e prevengdo da aterosclerose
(Wilson et al., 1998; D'agostino et al., 2008; Faludi et al., 2017).

Uma das vantagens do ERF em relacdo a outros instrumentos de predicdo de risco
cardiovascular, é que ele contempla ndo somente um risco isolado, mas o somatério de riscos
decorrentes de mudltiplos fatores, possibilitando a estimativa do risco global de forma
individual. Essa caracteristica é de extrema importancia, ja que os fatores de risco para DCV
se associam e interagem entre si para promover o dano cardiovascular. Além disso, o ERF
permite que os individuos sejam estratificados de acordo com os diferentes perfis de riscos
cardiovasculares possibilitando medidas preventivas e terapéuticas individualizadas. Além
dos beneficios ja mencionados, o ERF foi um dos instrumentos de predicdo mais testados em
relacdo a sua acuracia em outras coortes. Ja foi validado em diferentes grupos étnicos/raciais
e pode ser aplicado em diversas populacdes (D'agostino et al., 2008; Cesarino et al., 2013;
Simé&o et al., 2014; Faludi et al., 2017).

Além do ERF, existem diversos escores de predicdo do risco de eventos cardiovasculares,
como o Escore de Risco de Reynolds, 0 QRISK, o SCORE (do inglés, Systematic Coronary
Risk Evaluation), Escore de Risco Global e o Escore de Risco pelo Tempo de Vida. Estes
instrumentos possuem as mesmas variaveis do ERF, com a diferenca de que muitas delas
foram adaptadas as diferentes caracteristicas das populacBes ou devido ao fato de
contemplarem outras variaveis como: historia familiar, indice de massa corporal (IMC),
proteina C reativa ultrassensivel (PCRus) e hemoglobina glicada (HbALlc). Apesar dessas
diferencas, estes escores de predicdo mantém o enfoque preventivo, possibilitando a
diminuicdo do risco de futuros eventos cardiovasculares e os gastos com a salde, trazendo
inimeros beneficios a populagdo (Conroy et al., 2003; Ridker et al., 2008; Berger et al.,
2010).

Os escores de predicdo do risco de eventos CV sdo instrumentos validados e de extrema
importancia no controle das DCV. Entretanto, esses escores nem sempre sdo capazes de

predizer o risco com acurécia, indicando que os tradicionais fatores de risco incluidos nos
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atuais escores, nem sempre sdo capazes de explicar todos 0s processos responsaveis pelas
lesOes arteriais, envolvidos na patogénese da aterosclerose. Assim, a busca por novos
marcadores de risco cardiovascular pode fornecer pistas de outros mecanismos que direta ou
indiretamente estdo envolvidos no processo e que possam contribuir para novas medidas

preventivas a fim de diminuir esta condi¢cdo pandémica.

1.6 RDW: medida da amplitude da distribui¢do do tamanho dos eritrdcitos

Desde a descoberta dos eritrocitos por Antonie van Leeuwenhoek’s, em 1674, diversos
estudos vém relatando observacdes a respeito da variagdo do tamanho dos eritrocitos. Em
1718, James Jurin realizou a primeira afericdo do didmetro de eritrdcitos e somente em 1773,
William Hewson caracterizou o eritrocito em seu formato biconcavo. Apds mais de um
século, em 1910, o patologista britanico Cecil Price-Jones realizou a primeira mensuracao da
variabilidade do didmetro dos eritrécitos, sugerindo o emprego desta medida no auxilio
diagndstico em pacientes com anemia (Pierre, 2002; Caporal e Comar, 2013). A medida da
amplitude da distribuicdo do tamanho dos eritrocitos (RDW, do inglés Red Cell Distribution
Width) somente foi disponibilizada para os laboratorios clinicos, no final da década de 70,
com a introducdo do analisador hematolégico Coulter Counter Model S Plus (Coulter
Electronics, Hialeah, FL) (Rowan et al., 1979). Em 1980, Bessman et al., propuseram uma
classificacdo para anemia, baseada nos valores do volume corpuscular médio (VCM) e no
RDW. Além disso, propuseram a classificacdo em microcitica, normocitica e macrocitica. Os
autores ainda caracterizaram os eritrocitos de acordo com a homogeneidade (RDW dentro
dos valores de referéncia) e heterogeneidade (RDW com valores de referéncia aumentados)
(Buttarello e Plebani, 2008).

A variabilidade da distribuicdo do tamanho dos eritrcitos pode ser obtida de duas maneiras,
pelo coeficiente de variacdo do RDW (RDW - CV) ou através do desvio padrdo do RDW
(RDW - DP). O RDW - CV é calculado em relagdo ao VCM e seus valores sdo obtidos
atraves da equacdo, RDW= L2-L1/L2+L1, onde L1 refere-se ao CV um e L2 ao CV dois
(Figura 1). Os valores séo expressos em porcentagem, podendo variar os menores valores de
referéncia entre 10,7% e 12,9% e o maior valor de referéncia entre 13,8% e 15,3%,
dependendo do analisador hematolégico utilizado. J4 o RDW - DP ¢ calculado obtendo-se a

média dos tamanhos dos eritrdcitos distribuidos até 20% acima do histograma do eritrograma
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automatizado, pois é na base do histograma que se localiza a maior variabilidade dos
eritrécitos (Figura 2) (Nascimento, 2003). Nesse caso, 0s resultados sdo expressos em fL,
com valores de referéncia podendo variar de 38,6 a 49,1 fL. As diferentes metodologias
utilizadas para afericdo do RDW podem interferir nos valores de referéncia encontrados na
literatura. Isto pode acontecer entre os diferentes fabricantes e até mesmo, entre diferentes
modelos do mesmo fabricante. Importante destacar que na rotina laboratorial o RDW - CV é
mais comumente utilizado do que o RDW - DP (Van Den Bossche et al., 2002; Nascimento,
2003; Buttarello e Plebani, 2008; Caporal e Comar, 2013; Danese et al.,, 2015)

T\ 68,26% da drea total do distribuicso
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Figura 1: RDW - CV (coeficiente de variacdo do RDW): distribui¢do do tamanho dos eritrocitos. Fonte:
modificado do manual de operagdo da Symex, 2007.
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Figura 2: RDW - DP (desvio padrdo do RDW): distribui¢do do tamanho dos eritrocitos. Fonte:
modificado do manual de operacdo da Symex, 2007

O RDW - DP e 0 RDW - CV sdo mais precisos do que a analise microscopica da
anisocitose, ja que sdo obtidos a partir de modelos estatisticos e matematicos

(Nascimento, 2003). Contudo, 0 RDW - CV pode ser influenciado pela presenca de
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microcitose intensa, j& que é inversamente proporcional ao volume corpuscular méedio
(Walters, 1993). Além disso, a andlise microscépica da anisocitose pode ser
influenciada pela avaliacdo subjetiva do analisador.

Os menores valores do RDW representam a populagéo de eritrocitos mais homogénea,
enquanto os maiores valores representam maior heterogeneidade dos eritrocitos (Figura
3).
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Figura 3: Relacdo entre a distribuicdo do volume corpuscular médio (VCM) e a distribuicdo dos

eritrécitos quanto ao tamanho (RDW) em dois sujeitos com VCM idénticos. Fonte: modificado de Lippi e
Plebani, 2014.

A anisocitose ndo é uma condicdo especifica de uma patologia, valores aumentados do
RDW podem ser observados nas anemias e, também, em algumas condi¢cdes ndo
hematologicas. Pacientes com anemias atribuiveis a deficiéncia de ferro, &cido folico e
vitamina B12 poderdo ter os valores de RDW aumentados. As doengas autoimunes, as
sindromes mielodisplasicas, as anemias hemoliticas, a insuficiéncia hepatica e até as
transfusdes de sangue, também sdo condi¢cBes que podem ocasionar o aumento dos
valores de RDW (Sahli et al., 2013; Huang et al., 2014).
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1.7 Associagdo entre o0 RDW e doengas ndo hematologicas

Inicialmente, o RDW era utilizado como auxiliar no diagnéstico diferencial das
anemias, mas atualmente tem-se mostrado um marcador de morbidade e mortalidade em
varias condicles, incluindo: cancer, doencas autoimunes, doencas respiratorias,
deméncia, doenca renal em estdgio terminal e DM (Viswanath et al., 2001; Patel et al.,
2009; Hu et al., 2013; Engstrom et al., 2014; Huang et al., 2014; Weuve et al., 2014;
Yoon et al., 2015). Além dessas, diversos estudos tem mencionado a existéncia da
associacao entre o grau de anisocitose e DCV, incluindo: DAC, insuficiéncia cardiaca
(IC), AVE, Fibrilagdo atrial (FA) e DAP (Montagnana et al., 2012; Adamsson Eryd et
al., 2014; Su et al., 2014; Danese et al., 2015; Kaya et al., 2015).

O primeiro estudo a citar uma associa¢do ndo hematoldgica com RDW foi publicado
por Felk et al., em 2007. Eles avaliaram a associagdo do RDW em pacientes com IC e
acharam uma importante associacdo entre o0 RDW e mortes por DCV, hospitalizacédo
por IC e com outras causas de mortalidade nessa populacdo. Desde entdo diversos
pesquisadores tém encontrado novas aplicacdes do RDW, grande parte delas associadas
as doencas cardiovasculares (Felker et al., 2007; Danese et al., 2015; Patel et al., 2015;
Shao et al., 2015). Recentemente a anisocitose tem sido relacionada com pior
prognéstico em pacientes com DCV e como fator de risco para o aumento da

mortalidade na populacdo de forma geral (Chen et al., 2010; Danese et al., 2015).

A associacdo entre o RDW e as DCV foi investigada por meio de uma reviséo
sistematica com meta analise que incluiu 22 estudos e mais de 80.000 participantes. Os
autores concluiram que o aumento do RDW esta associado ao maior risco de
mortalidade e a eventos cardiovasculares (Su et al., 2014). Outra revisdo contendo cerca
de 30 estudos com aproximadamente 180.000 participantes avaliou a associagdo do
aumento do RDW com diversas DCV como, sindrome coronariana aguda (SCA), DAP,
FA, IC e HAS. Os autores concluiram que, apesar do papel da anisocitose na patogenia
das DVC ainda ser desconhecido, existem evidéncias de que o RDW possa ser (til
clinicamente, em particular para auxiliar o prognostico em pacientes com DCV (Danese
et al., 2015).

O fato do RDW ser obtido de forma facil e barata, estar amplamente disponivel para os

profissionais de saude, ser de facil interpretacdo e apresentar baixa variacdo bioldgica,
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faz com que ele seja interessante como biomarcador para progndstico de pacientes com
DCV podendo ser utilizado associado ou ndo aos marcadores convencionais (Lippi e
Plebani, 2014; Lippi e Mattiuzzi, 2015).

Em relagdo ao DM, alguns trabalhos ja avaliaram a associagdo entre RDW e DM, assim
como fatores de risco para 0 DM como, circunferéncia da cintura, HbAlc, IMC, entre
outros (Veeranna et al., 2012; Dada et al., 2014; Engstrom et al., 2014; Gang e Lifang,
2016; Xanthopoulos et al., 2017). Um estudo conduzido na China em 2016, envolvendo
2688 participantes saudaveis com idade entre 49 a 66 anos avaliaram a associacgao entre
RDW - CV e a incidéncia de DM em um periodo de quatro anos e constataram que,
apos os fatores de ajuste de confuséo, os individuos pertencentes ao 1V Quartil do RDW
(13.0-17.3%) possuiam maior risco de adquirir DM (RR= 1.8 IC= 1.1-3.4) (Gang e
Lifang, 2016). Em contrapartida, outro estudo que também avaliou a relagcdo do RDW -
DP e a incidéncia de DM, numa populacdo da Suécia, com idade entre 43 a 73 anos,
constatou que os individuos com menores valores de RDW na linha de base tinham
maior risco de desenvolver DM, mesmo ap0s 0s ajustes das variaveis de confusao
(Engstrom et al., 2014). Os resultados desses dois estudos envolvendo a associagdo
entre RDW e DM utilizaram medidas diferentes do RDW (CV vs DP) na metodologia, 0
que pode explicar, pelo menos, em parte esses resultados, porém a conducao de novos
estudos com metodologia adequada podem contribuir para o esclarecimento desta

possivel relagdo.

Wen (2010) avaliou 0 RDW - CV (%) nos grupos pré-hipertensos, hipertensos e
controle, encontrando valores (média = DP) de 15,26 + 0,82; 16,54 + 0,91 e 13,87 +
0,94 respectivamente (p <0,05). A pressdo arterial sistdlica e diastdlica foram
fortemente correlacionadas com RDW (r = 0,848 e r = 0,748, respectivamente; p <0,01).
Ja que cerca de 1/3 dos eventos cardiovasculares que sdo atribuiveis a elevagcdo de PA
ocorrem em individuos com pré-hipertensdo (PAS entre 121 e 139 e/ou PAD entre 81 e
89 mmHg) os autores discutem a necessidade dos individuos serem monitorados com o

objetivo de prevenir a HAS e suas complicagdes (Tanindi et al., 2012).

O aumento do RDW parece estar relacionado ao estado inflamatorio, estresse oxidativo
e disfuncdo endotelial, condicbes presentes em situagbes clinicas como, DM,

dislipidemia, HAS, tabagismo e obesidade, conhecidos fatores de risco para o
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desenvolvimento da aterosclerose (Zalawadiya et al., 2012; Li et al., 2015; Mozos,
2015).

O processo inflamatdrio pode elevar o0 RDW por meio de diversos mecanismos: (i)
mielossupressdo direta das células precursoras eritroides; (ii) reducdo da
biodisponibildade do ferro (iii) reducdo da producdo renal de eritropoietina; (iv)
bloqueio da atividade da eritropoietina; e (v) aumento da resisténcia das células
precursoras eritréides a acdo da eritropoetina (Tonelli et al., 2008; Makhoul et al., 2013;
Lietal., 2015).

Para Patel et al. (2015) a taxa de renovagdo dos eritrocitos € controlada em individuos
saudaveis e pode ser alterada em diversas situacdes clinicas adversas. Como 0s
eritrocitos se tornam menores a medida que envelhecem um atraso na taxa de renovacgéo
“turnover eritrocitario” permite que células menores continuem circulando, o que
levaria a0 aumento do RDW. A vida util prolongada dos eritrocitos é uma adaptacao
homeostatica provavelmente relacionada as reducdes sutis na producdo eritropoiética,
capaz de manter a massa de eritrocitos em uma ampla gama de condi¢bes patoldgicas
(Patel et al., 2015).

Durante o tempo de vida dos eritrécitos, em media de 100 a 120 dias, eles sdo expostos
a uma variedade de agressdes que incluem estresse mecanico, oxidativo e hiperosmético
(Crawford et al., 2004). Existem hipGteses de que o0s eritrocitos possuam enzimas
antioxidantes que ajudam a controlar o estresse oxidativo, em condigdes fisiologicas
normais, como também enzimas pro-oxidantes que levam ao desequilibrio redox dos
eritrocitos, resultando em dano oxidativo e inflamacdo. Assim, acredita-se que 0s
eritrocitos atuem como células pro-oxidantes, com propriedades de sinalizacao,
modificando e regulando a funcdo endotelial (Yelinova et al., 1996; Minetti et al.,
2007). O estresse oxidativo pode ocasionar o rearranjo do citoesqueleto, perda de
lipideos e assimetria da membrana dos eritrécitos deixando-os mais rigidos e com
diferentes tamanhos, ocasionando a anisocitose. Eritrocitos oxidados tem maior
agregabilidade e adesividade ao endotélio, levando ao ciclo vicioso de inducéo de danos
oxidativos e disfuncdo endotelial (Minetti e Malorni, 2006).

A anisocitose pode ocasionar aumento da viscosidade do sangue, comprometimento do

fluxo sanguineo através da microcirculacdo, podendo causar isquemia e trombose. Além
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disso, pode promover o maior acumulo de eritrocitos na lesdo aterosclerdtica,
favorecendo a neutralizacdo de mediadores da vasodilatacdo, acumulo de lipides,

ulceracdo e trombose da capa fibrosa (Salvagno et al., 2015).

Os mecanismos fisiopatoldgicos exatos que envolvem todas essas doencas e 0 aumento
do RDW ndo sdo conhecidos. Também n&o esté claro se a associacdo entre 0 RDW e as
DCV tem uma relacdo causal, ou se a anisocitose ocorre em decorréncia de disturbios
metabolicos comuns também aos pacientes com DCV (Lippi et al., 2014; Danese et al.,
2015; Lippi et al., 2016). Novos estudos que ajudem a esclarecer 0s mecanismos
envolvidos no aumento do RDW podem contribuir para inferir sobre a causalidade,
embora a demonstracdo da utilidade do RDW como critério de prevencao primaria ou

secundaria possa ocorrer independente de sua associa¢do causal.

2 JUSTIFICATIVA

As DCV representam um importante problema de satde publica no Brasil e no mundo

devido a alta prevaléncia, elevadas taxas de morbimortalidade e gastos com a salde.

Diversos estudos tém investigado a existéncia de correlacdo entre o0 aumento do RDW e
DCV e seus fatores de risco, incluindo DM e HA. Embora néo se tenha estabelecido de
maneira definitiva se um aumento no valor de RDW é um fator de risco ou
simplesmente um epifenémeno decorrente de um desequilibrio bioldgico e metabdlico
subjacente as DCV, parece razoavel sugerir que a avaliagdo desse parametro seja
ampliada para muito além do diagndstico diferencial de anemias (Salvagno et al., 2015).
O fato do RDW ser um parametro facil de ser obtido, ja que faz parte de um exame
hematoldgico amplamente utilizado na préatica clinica, de baixo custo, de facil acesso e
que apresenta pouca variagdo biologica, torna-o um marcador biolégico vantajoso na

predicéo do risco da DCV que merece ser bem avaliado.

N&o é do nosso conhecimento estudos que tenham investigado a associacdo entre o
aumento do RDW e o risco cardiovascular na populagédo brasileira. O ELSA - Brasil
oferece a oportunidade de contribuir para essa tematica, por se tratar de um estudo

longitudinal, multicéntrico, conduzido de forma padronizada, com grande nimero de
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participantes, com uma rica base de dados contendo caracteristicas demogréficas,
comportamentais, clinicas e laboratoriais relacionadas ao risco cardiovascular, cujos
parametros laboratoriais foram adquiridos por meio de protocolos pré-analiticos e

analiticos rigorosos.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar se 0 RDW esta associado a fatores de risco e ao escore de risco cardiovascular,
de forma independente, em uma subamostra do ELSA - Brasil.

3.2 Objetivos especificos

Investigar se 0 RDW esta associado ao Escore de Risco de Framingham na linha de
base do ELSA - Brasil.

Investigar se 0 RDW esta associado ao Escore de Risco de Framingham,

longitudinalmente, na coorte ELSA - Brasil, ap0s quatro anos de seguimento.

Investigar se o RDW da linha de base estd associado a incidéncia de HAS,
longitudinalmente, na coorte ELSA - Brasil, apds quatro anos de seguimento.

Investigar se o RDW da linha de base esta associado a incidéncia DM2,

longitudinalmente, na coorte ELSA - Brasil, ap6s quatro anos de seguimento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudo Longitudinal de Saude do Adulto (ELSA - Brasil)

O ELSA - Brasil é um estudo de coorte, prospectivo, multicéntrico, que inclui 15.105
homens e mulheres de 35 a 74 anos, servidores publicos de instituicGes de ensino
superior e pesquisa de seis estados e trés regides do Brasil. O estudo tem como principal
objetivo avaliar a incidéncia e os fatores de risco das doencas cronicas ndo
transmissiveis (DCNT), principalmente as DCV e o DM. Os participantes foram
submetidos a entrevistas, avaliacdes clinicas e exames laboratoriais na linha de base do
estudo (2008 — 2010), em 2012 e 2014 (segunda visita) e uma terceira visita, iniciada
em 2018 encontra-se em andamento (Apéndice 1 — O Estudo Longitudinal de Saude do
Adulto — ELSA - Brasil). Uma descricdo detalhada desse estudo de coorte pode ser

encontrada em outras publicacdes (Aquino et al., 2012; Schmidt et al., 2015)

O ELSA - Brasil foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
de cada instituico envolvida e pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
de acordo com o parecer nimero 186/06. Todos os voluntarios assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1).

4.2 Participantes

A populacéo incluida no presente estudo compreendeu uma subamostra da coorte ELSA
- Brasil, composta de 5176 participantes pertencentes a UFMG (Universidade Federal
de Minas Gerais) e a UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul). As
amostras pertencentes aos centros de Minas Gerais e Rio Grande do Sul foram
escolhidas dentre os demais, por possuirem o mesmo método de medi¢do do RDW. Dos
5176 voluntarios, foram excluidos 40 participantes que ndo possuiam medidas de RDW
ou que possuiam valores discrepantes (outliers) de RDW < 10% e > 21%, totalizando
5136 participantes. Destes 5136 participantes, ainda foram excluidos aqueles que
realizaram cirurgia bariatrica, ja que a absorcdo de nutrientes neste grupo de pessoas
pode ser prejudicada e assim causar alteracdes nos valores de RDW. A Figura 4 ilustra

0S grupos estudados no presente estudo.
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Para avaliar a associacdo do RDW com o ERF, 609 participantes foram excluidos
devido a presenca ou a falta de informacbes sobre a presenca de DCV, e 46
participantes por terem feito cirurgia bariatrica, perfazendo uma amostra de 4481

participantes.

Para investigar a correlagdo entre RDW e incidéncia de DM2 e HAS foi utilizada a
mesma subamostra da coorte ELSA - Brasil, entretanto, os critérios de excluséo foram
diferentes, de acordo com os objetivos propostos. Para investigar a correlacdo entre
RDW e incidéncia de DM2, do total de 5136 participantes, 799 foram excluidos por
possuirem ou ndo saber informar a presenca de DM2 e 42 individuos que realizaram

cirurgia bariatrica, permanecendo para a analise 4295 participantes.

Finalmente para avaliar a correlagdo entre RDW e a incidéncia de HA, 1876
participantes foram excluidos do total de 5136 participantes, devido a presenca ou
devido a falta de informacfes sobre a presenca de HAS e 36 individuos devido a

realizacdo de cirurgia bariatrica, permanecendo para analise 3224 participantes.

15.105 participantes da coorte
ELSA-Brasil
(BA, ES, MG, RS, 5P)

ol 9.029 participantes | RDW medido por

L excluidos ) diferentes métodos.
oy
5.176 participantes
(MG e RS)
40 participantes | Auséncia de medida do RDW
excluidos ouRDW < 10% ou > 21%
L 4
5.136 participantes
609 participantes Presenga de DCV ou [ 790 participantes Presenga de DM ou 1876 participantes Presenga de HA ou
excluidos auséncia de informagdo excluidos | auséncia de informacao exchiidos auséncia de informagio

Realizagio de

36 participantes
cirurgia baridtrica

excluidos

46 participantes
excluidos

‘ 4.481 participantes

4.295 participantes | 3.224 participantes
I ’ | [
oy B S 7__1__7
Correlagio com Correlagdo com Correlagao com
risco CV J \_ incidéncia de DM, \_ incidéncia de HA

Figura 4- Fluxograma dos participantes elegiveis para o estudo. BA, Bahia; ES, Espirito Santo;
MG, Minas Gerais; RS, Rio Grande do Sul; SP, S&o Paulo e DCV, doenca cardiovascular.
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4.3 Variaveis sociodemogréficas, clinicas e comportamentais

As varidveis sociodemograficas como idade e escolaridade foram autodeclaradas. A
atividade fisica foi definida de acordo com os critérios da versdo resumida do
Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ), instrumento validado em
diversos paises, inclusive no Brasil (Craig et al., 2003). O IPAQ categoriza a atividade
em: forte, moderada e leve, onde utiliza um escore especifico MET (equivalente
metabolico de tarefa) para pontuar cada tipo de atividade fisica (Coelho et al., 2015).
Em relacdo ao consumo de alcool, os participantes foram estratificados como bebedor
excessivo, homens que ingerissem quantidades iguais e superiores a 210 g de
alcool/semana e mulheres que ingerissem quantidades iguais e superiores a 140 g de

alcool/semana (Schmidt et al., 2015).

O indice de massa corporal (IMC), calculado por meio da medida do peso e altura de cada
participante, foi incluido na anélise como variavel continua (Abeso, 2009).

Para o diagnéstico do DM, o individuo teria que apresentar pelo menos uma das seguintes
alteracOes laboratoriais: glicemia em jejum > 126mg/dL ou glicemia 2h ap0s a sobrecarga
de 75g de glicose anidra > 200 mg/dL ou HbAlc > 6,5%, ou caso o voluntéario informasse
diagnéstico médico de DM ou fizesse o0 uso de insulina ou hipoglicemiantes orais durante a
entrevista. Os valores de corte para o diagnodstico de DM foram definidos segundo critérios

da American Diabetes Association (ADA) (Standards of medical care in diabetes, 2014).

A HAS foi determinada pela presenca de pelo menos um dos critérios: relato de
diagndstico médico de HAS ou uso de anti-hipertensivos ou pela PA igual ou superior a
140/90 mmHg, esta Gltima de acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (VI
Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, 2010). Segundo as recomendacfes do sétimo
relatério do Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and
Treatmentof High Blood Pressure, para a aferi¢cdo da PA, o voluntario foi mantido sentado
em ambiente silencioso e a temperatura rigorosamente controlada entre 20-24° C. Além
disso, a PA foi aferida em membro superior direito, depois de cinco minutos de descanso e
em dois momentos, seguindo sempre a mesma metodologia, de trés medicdes com
intervalos de um minuto. O resultado da PA foi obtido utilizando a média das trés medidas
(Schmidt et al., 2015).
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Em relacdo as DCV, os voluntarios autodeclararam possuir ou ndo: IC e AVE. A variavel
DAP foi categorizada em sim ou ndo de acordo com a presenca ou auséncia dos sintomas
de claudicacdo intermitente. A prevaléncia de doenca coronariana, também foi determinada
pela a presenca ou auséncia de, pelo menos, um dos seguintes critérios: alteracdes do
eletrocardiograma (ECG) compativeis com 1AM segundo o codigo de Minnesota
(Blackburn et al., 1960), ter autodeclarado a apresentacao de algum episddio IAM, ter feito
cirurgia de revascularizacdo cardiaca. Todas as leituras de ECG dos voluntarios foram
centralizadas no centro de leitura ELSA - Brasil, seguindo sempre a mesma rotina de
realizacdo (Blackburn et al., 1960).

Para estimativa da taxa de filtracdo glomerular (eTFG), optou-se pelo uso da formula
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD - EPI) sem correcao para raca
e com calibracdo rastredvel ao método de referéncia ID - MS (Diluicdo isotdpica por
espectrometria de massa) (Levey et al., 2009).

4.4 VVariaveis laboratoriais

4.4.1 Amostra de sangue

Os participantes receberam as instru¢des sobre 0s preparos necessarios para realizacdo
dos exames. Todas as recomendacdes seguiram os critérios da Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina laboratorial-SBPC/ML (Sociedade Brasileira De Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial, 2005). Os participantes foram orientados a suspender o
uso de polivitaminicos e vitamina C um dia antes da realizacdo do exame; realizar jejum
de 12 horas, ndo excedendo 14 horas; néo realizar atividade fisica, ndo ingerir bebida
alcoolica durante as 12 horas anteriores ao exame, e ndo interromper uso de

medicamentos prescritos.

Ao chegar para realizar a coleta de sangue, o voluntario preencheu o formulario
confirmando a realizag@o do jejum entre 12 e 14 horas, uso de medicamentos e presenca
de doencas selecionadas. Os tubos de coleta foram identificados através de codigo de

barra, mantendo o sigilo, seguranca e a possibilidade localizagdo. Em seguida, o0s
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voluntarios eram acomodados em poltronas especificas para realizacdo da coleta, isto
sempre no turno da manha. Os torniquetes foram colocados e mantidos por no maximo
1 min, para em sequencia, submeter os voluntarios a puncao venosa, que foi realizada
por meio de escalpes para coletas multiplas de sangue & vacuo contendo acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), o tubo foi homogeneizado de 8 a 10 vezes.
Amostras de soro e plasma foram armazenadas a -80 °C até a realizacdo dos exames no
laboratério central do ELSA - Brasil, localizado no Hospital Universitario da
Universidade de Sdo Paulo. Esse possui sistema de gestdo da qualidade, participa do
PELM/Control-Lab (programa de exceléncia para laboratérios médicos), e ainda €
acreditado pela SBPC/ML. A realizacdo dos exames laboratoriais do ELSA - Brasil
seguiu as recomendacdes da Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) e da
SBPC/ML visando minimizar a variabilidade analitica e pré-analitica dos testes (Clsi,
2007; Fedeli, L. G. et al., 2013)

4.4.2 Hemograma

O hemograma no ELSA - Brasil foi realizado em equipamentos automatizados, as
amostras foram mantidas a temperatura ambiente, sendo em seguida acondicionadas em
caixas térmicas sem refrigeracdo para o transporte até os setores de hematologia do
Hospital das Clinicas da UFMG, para em sequencia serem processadas até duas horas
apos a realizacdo da coleta. Todos os hemogramas, diferentes dos demais exames foram
realizados localmente, para o controle pré-analitico da interferéncia do armazenamento
da amostra. No RS, as amostras foram processadas seguindo o mesmo protocolo de
MG, porém analisadas no Laboratério do H Clinicas da UFRGS.

4.4.3 Red Cell Distribution Width

O RDW é um dos parametros do hemograma que foi realizado por meio de analisadores
hematoldgicos automaticos modelo SYSMEX XE 2100 D (Sysmex, Kobe, Japdo), que
utilizam o método de impedéncia elétrica para contagem e a avaliacdo do tamanho e
volume dos eritrocitos. Nesse método, as células, dispersas em uma suspensdo, Sao

contadas ao passarem atraves um orificio, gerando assim um pulso elétrico proporcional
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ao tamanho e volume da célula, resultando em um histograma com os dados (Jackson e
Carter, 1993). A partir desse histograma, o coeficiente de variacdo da distribuicdo do
volume dos eritrécitos (RDW - CV) em torno do VCM, e seus valores sdo obtidos
através da equacdo, RDW - CV% = L2 - L1/ L2 + L1, onde L1 refere-se ao CV um e
L2 ao CV dois. Cada CV ¢€ igual a um desvio padrdo (DP) dividido pelo VCM (fL)
multiplicado por 100. Onde um DP em relacdo ao VCM, é obtido até uma altura de
68,2% acima da base de distribui¢do do volume de eritrocitos no histograma. Os valores
s80 expressos em porcentagem, com o menor valor de referéncia variando entre 10,7 —
12,9% e o maior valor de referéncia entre 13,8 — 15,3%, dependendo do analisador
hematoldgico utilizado (Van Den Bossche et al., 2002; Nascimento, 2003; Buttarello e
Plebani, 2008; Caporal e Comar, 2013).

4.4.4 Anélises bioguimicas

Além do RDW, foram utilizadas neste estudo as seguintes variaveis laboratoriais:
glicemia jejum e pos-sobrecarga de 75¢g de glicose anidra, colesterol total, HDL, PCR,
eTFG. O objetivo do exame, método, equipamento, e valores de referéncia estdo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Exames, método e equipamentos.

Determinacdes Método Equipamento
Glicose' En21mat_1co colorimétrico ADVIA 1200 Siemens®
(hexoquinase)

Colesterol total Enzimatico cqlonmetnco ADVIA 1200 Siemens®
(colesterol oxidase)

Colorimétrico homogéneo sem

HDL-colesterol o
precipitagdo

ADVIA 1200 Siemens®

PCR Imunoquimica por nefelometria Nefelometro BN 11
Siemens®

Cromatografia liquida de alta

HbAlc .
eficiéncia

Variant, BioRad®

Fonte: Fedeli LG, et al, 2013.
HDL, do inglés High Density Lipoproteins; PCR, proteina C-reativa e HbAlc, hemoglobina
glicada.
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4.5 Risco cardiovascular

O ERF foi o instrumento utilizado neste estudo para estratificar a amostra segundo o
risco cardiovascular. Este escore calcula a probabilidade de um evento cardiovascular
ocorrer ao longo de 10 anos com 0 objetivo de propor acgdes individualizadas de
prevencdo para as DCV. Para proceder esta estratificacdo, o escore considera a presenca
das seguintes variaveis: idade, sexo, pressao sanguinea sistolica, colesterol total, HDL,
tabagismo, DM e utilizagdo de medicamentos anti-hipertensivos (D'agostino et al.,
2008).

4.6 Analise estatistica

Os dados foram apresentados através de medianas e intervalos interquartilicos para as
varidveis continuas e como valores absolutos e frequéncias para as variaveis

categoricas. As caracteristicas da linha de base foram comparadas entre os quartis do
RDW através do teste qui-quadrado para variaveis categoricas e do teste de analise de

variancia (ANOVA) para variaveis continuas.

A regressdo linear simples foi utilizada para avaliar a associacdo entre 0 ERF e as
variaveis clinicas, sociodemogréaficas, de estilo de vida e laboratoriais. A partir dessa
andlise, foram identificados fatores de confusdo e criados os modelos de ajuste para a
regressdo multivariada. As variaveis com potencial efeito de confusdao foram aquelas

que se correlacionaram com 0 RDW com p < 0,1 e que ndo faziam parte do ERF.

A associacdo independente entre RDW (variavel explicativa) e ERF foi investigada
usando analise de regressdo multipla para os dados da linha de base do estudo ELSA -
Brasil (2008 - 2010). Nesta anélise, 0 RDW foi analisado como uma variavel categorica.
Foram gerados os seguintes modelos de regressédo, modelo 1: RDW e modelo 2: modelo
1 + cor da pele/raga, nivel de escolaridade, IMC, PCR, hemoglobina e consumo de
alcool. Os modelos foram ajustados para controle das potenciais varidveis de confuséo,
variaveis ndo incluidas no ERF, ou variaveis com valores de p < 0,1 em modelos

lineares da associacdo entre RDW e fatores de risco para DCV.
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Associaces independentes entre RDW e varidveis continuas ou categoricas foram
investigadas usando modelos lineares mistos para os dados da segunda visita do estudo
ELSA - Brasil (2012 - 2014). Nestes modelos, a variavel resposta (ERF) foi avaliada na
linha de base e durante a segunda visita, enquanto as variaveis explicativas foram
medidas apenas na linha de base. Foram gerados os seguintes modelos, modelo 1: RDW
ajustado pelo tempo de seguimento e modelo 2: modelo 1 adicionado das variaveis
cor/raca, escolaridade, IMC, PCR, consumo de alcool, hemoglobina e interacdes
(hemoglobina e tempo e IMC e Tempo). Os modelos lineares mistos acomodam
facilmente  observagOes  desequilibradas e  desigualmente  espacadas e,
consequentemente, sdo ferramentas ideais para a andlise de dados longitudinais
(Verbek, 2000). Em modelos lineares mistos, o termo de interacdo entre uma covariavel
de efeito fixo e o tempo avalia se esta covariavel é um preditor das mudancas
longitudinais na variavel resposta (ERF). Assim, os termos de interacdo entre o tempo e
todas as varidveis de efeito fixo supracitadas foram avaliados, mas apenas 0s
estatisticamente relevantes (p < 0,1) foram incluidos nos modelos. Em todos os
modelos, incluimos o intercepto como termo aleatério, o que permite que o valor de
referéncia de cada participante varie de acordo com a média da populacdo, mas

mantivesse a inclinacéo fixa e igual a 1.

Em ambas as andlises, transversal e longitudinal, a relacdo entre RDW e ERF foi
analisada usando quartis como variaveis categoricas: Q1 = 11,1 - 12,69%; Q2 = 12,7 -
12,99%; Q3 = 13,0 - 13,49%; e Q4 = 13,5 - 20,5%. As suposi¢cdes do modelo foram
investigadas apds os ajustes. Os residuos dos modelos de regressdo linear ndo foram
distribuidos normalmente. O ERF (variavel resposta) foi transformado em log para
normalizar sua distribuicdo. O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05. As
analises estatisticas foram realizadas com o pacote de software estatistico R versao 3.4.2
(R Core Team, 2017).

Na investigacdo da correlacdo entre 0 RDW e a incidéncia de DM e HAS, os dados
foram apresentados através de medianas e intervalos interquartilicos para as variaveis

continuas e como valores absolutos e frequéncias para as variaveis categoricas.

A associacdo independente entre RDW (varidvel explicativa) e incidéncia de HAS e

DM apds quatro anos de acompanhamento foi investigada usando a regressdo de riscos
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proporcionais de Cox. Nesses modelos, a varidvel resposta (incidéncia de HAS e DM)
foi avaliada na segunda visita, enquanto as variaveis explicativas foram medidas apenas
na visita inicial. Para analisar o tempo até a presenca de HAS como variavel resposta,
foram utilizados os seguintes modelos de ajustes: Modelo 1: RDW; Modelo 2: modelo 1
adicionado das variaveis sexo, idade, cor da pele /raca, nivel de escolaridade. Modelo 3:
modelo 2 adicionado das variaveis DM, hemoglobina, VCM, colesterol total, HDL,
PCR e estimativa da taxa de filtracdo glomerular. Modelo 4: modelo 3 adicionado das
variaveis tabagismo, atividade fisica, consumo de alcool e IMC. Para a anélise do tempo
até o DM como variavel resposta, foram executados os seguintes modelos de ajustes:
Modelo 1: RDW; Modelo 2: modelo 1 adicionado das varidveis sexo, idade, cor da pele
Iraca, nivel de escolaridade. Modelo 3: modelo 2 adicionado das variaveis hemoglobina,
VCM, colesterol total, HDL, PCR e estimativa da filtragdo glomerular. Modelo 4:
modelo 3 adicionado das varidveis atividade fisica e IMC. O modelo final manteve
todas as varidveis que permaneceram associadas a incidéncia de DM e HA ao nivel de p
<0,05. As suposicdes do modelo foram investigadas apds os ajustes do modelo. O teste
de Schoenfeld ndo mostrou violagdo. As andlises estatisticas foram realizadas usando o
pacote de software estatistico R versdo 3.5.2 (R Core Team, 2018).

5 RESULTADOS

A mediana de idade variou de 51 a 53 anos, a maioria dos participantes era mulheres
(54,47%), autodeclarados brancos (58,74%), com ensino superior completo (57,38%) e
relataram nunca ter fumado (57,84%). As caracteristicas sociodemograficas, de estilo de
vida, clinicas e laboratoriais dos participantes na linha de base estratificadas de acordo
com os quartis de RDW sdo mostradas na Tabela 2. Diferencas significativas foram
observadas entre os quartis de RDW, houve um aumento gradual na proporcdo de
pacientes com comorbidades, como DM e HA. Além disso, RDW foi significativamente
maior em participantes que praticaram atividade fisica de baixa intensidade, fumantes e

aqueles com maiores niveis de colesterol total (Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo das caracteristicas dos participantes do estudo da associacao entre 0s
quartis do RDW e o risco cardiovascular pelo ERF.

Quartis RDW (%)
Ql Q2 Q3 Q4
- Valor
Caracteristicas 11,1-12,69 12,7-12,99 13,0-13,49 13,5-20,5 d
ep

N= 1362 N= 887 N=1198 N= 1034

Sexo, mulheres, n (%) 50,44% 53,10% 53,51% 62,09%  <0,001

51,00 51,00 52,00 53,00
Idade, mediana [I1Q] [44,00- [45,00- [46,00- [46,00- <0,001
58,00] 59,00] 58,00] 59,50]
Raca/cor da pele, n
<0,001
(%)
Branca 63,73% 62,34% 60,10% 47,49%
Parda 23,35% 24,01% 23,54% 28,53%
Preta 8,88% 9,24% 13,27% 21,47%
Outros 4,04% 4,40% 3,09% 2,51%
Escolaridade, n (%) 0,002
Ensino superior 59,62% 58,62% 58,85% 51,64%
fundamental
_ 3,60% 5,07% 5,26% 6,19%
incompleto
Fundamental
5,73% 6,76% 6,18% 6,38%
completo
Ensino médio 31,06% 29,54% 29,72% 35,78%
Tabagismo, n (%) <0,001
Nunca fumou 60,35% 56,82% 58,51% 54,64%
Ex-tabagista 28,71% 32,81% 28,96% 28,53%
Tabagista 10,94% 10,37% 12,52% 16,83%
Atividade fisica?, n
0,457
(%)
Baixa 74,06% 73,73% 74,37% 75,80%
Moderada 18,15% 18,94% 17,45% 18,37%
Alta 7,79% 7,33% 8,18% 5,83%

Consumo de alcool 9,18% 8,34% 9,02% 7,93% 0,688
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sim, n (%)
) 25,41 25,86 26,23 27,01
IMC (kg/m?), mediana
(0] [23,05- [23,44- [23,57- [24,18-  <0,001
28,05] 29,97] 29,41] 30,54]

Diabetes mellitus 4, n
(%)

Hipertensao Arterial
Sistémica®, n= 4427

13,88% 15,14% 14,94% 19,34% 0,002

10,35% 10,48% 10,77% 13,64% 0,050

) 14,30 14,20 14,20 13,70
Hemoglobina (g/dL),
_ [13,50- [13,30- [13,30- [12,70-  <0,001
mediana [1Q]
15,40] 15,20] 15,20] 14,70]
] 89,40 88,60 88,20 86,70
VCM (fL), mediana
(0] [87,00- [86,30- [85,50- [82,90- <0,001
91,80] 90,80] 90,80] 89,70]
206,00 210,00 212,00 213,00

Colesterol total
[185,00- [183,00- [188,00- [186,00- 0,005

mg/dL), mediana [l
(mg/dL) el 232,00] 240,00] 240,00] 241,00]

HDL colesterol 53,00 54,00 55,00 56,00

(mg/dL), mediana, [45,00- [45,20- [46,00- [47,00-  <0,001
[1Q] 63,00] 64,00] 65,00] 67,00]

PCR (mg/dL), 1,17 1,32 1,46 2,05 o1
mediana [1Q] [0,61-2,51] [0,70-2,67] [0,74-3,20] [0,91-4,31] '
eTFG® > 60 mL/min,

_ 96,55% 95,71% 95,16% 95,16% 0,267
mediana [IQ]

lIndl'gena, oriental e individuos que ndo declararam raga/cor; Atividade fisica, segundo
Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ); *Bebedor excessivo (homens > 210 g de
&lcool /semana; mulheres > 140 g de 4lcool /semana); ‘Diabetes mellitus: definido de acordo
com os critérios da American Diabetes Association (ADA) ou por auto relato de diagndstico
prévio de DM e/ou uso de insulina ou hipoglicemiantes orais; *Hipertensdo Arterial Sistémica:
definida como qualquer um dos seguintes critérios: auto relato de diagnostico prévio de HA, ou
uso de agentes anti-hipertensivos, ou pressdo arterial > 140 x 90 mmHg de trés medidas;
®Estimativa da Taxa de Filtragdo Glomerular pela equacdo da Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration (CKD - EPI).

RDW, do inglés red cell distribution width; IMC, indice de massa corporal; VCM, volume
corpuscular médio; HDL, do inglés High Density Lipoproteins; PCR, proteina C - reativa;
eTFG, estimativa da Taxa de Filtracdo Glomerular.
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N&o foram encontradas diferencas significativas entre as medianas e intervalos
interquartilicos das populagdes MG (13,1%, 12,7 £ 13,6%) e RS (13,0%, 12,7 £ 13,5%)
(p = 0,18) (Figura 5).

20.0-

J
- e ®

MG RS
Centro de Investigacdo ELSA

FIGURA 5- Distribui¢cdo do RDW segundo Centro de investigacdo: ELSA - Minas Gerais (MG)
e Rio Grande do Sul (RS). Valores foram apresentados como medianas. Teste Mann-Whitney.
RDW, do inglés red cell distribution width;

Modelos de regressdo multipla revelaram uma associacdo independente entre RDW e
ERF, mesmo apds os ajustes dos potenciais fatores de confusdo. Esta associacdo obteve
um gradiente ascendente, ja que o ERF aumenta de acordo com o aumento dos quartis
do RDW, embora apenas o terceiro e quarto quartil tenham permanecido
estatisticamente significativo nos modelos um e totalmente ajustado (modelo 2). Assim,
0 modelo 2 explicou cerca de 30% da variabilidade do ERF na amostra do estudo
(Tabela 3).
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Tabela 3. Modelos de regressdo multipla para associacdo entre os quartis do RDW e o
risco cardiovascular pelo ERF ajustado por diferentes variaveis.

ERF
Q1 Q2 Q3 Q4

Quiartis de RDW 11,1-12,69 12,7 -12,99 13,0- 13,49 13,5-20,5

N = 1362 N = 887 N =1198 N =1034
e valordep e valordep e valordep e valordep _
Modelos R2Aj

[IC 95%)] [IC 95%)] [IC 95%)] [IC 95%)]

L . 1,062; 0,079 1,083; 0,011 1,290; < 0,001

1 Referéncia 0,299

[0,093 - 1,136] [1,018-1,153] [1,206 - 1,380]

) o 1,060; 0,088 1,087; 0,008 1,299; < 0,001
2 Referéncia 0,298
[0,991-1,134] [1,021-1,153] [1,215-1,390]

Coeficientes de regressdo () foram log-transformados.

'Modelo 1: RDW; “Modelo 2: modelo 1+ cor da pele/raca, escolaridade, IMC, PCR,
hemoglobina e consumo de alcool.

RDW, do inglés red cell distribution width; ERF, do inglés Framingham Risk Score; ep,
coeficiente exponencial Beta; IC, intervalo de confianca; IMC, indice de massa corporea; PCR,
proteina C-reativa; Valores significativos se p<0,05. Regressdo Linear Multipla;

Os modelos de regressdo linear misto também confirmaram os achados da analise
transversal. Mostraram associacfes significativas entre RDW e ERF mesmo ap0s 0s
ajustes das variaveis potenciais de confusdo. Dessa forma, em média, individuos
pertencentes ao quarto quartil do RDW tém em média 29% mais risco cardiovascular do
que aqueles individuos pertencentes ao primeiro quartil do RDW. O termo de interacédo
entre o RDW e a covariavel tempo néo foi estatisticamente significativo, indicando que
a inclinacdo da associacdo ndo mudou ao longo do tempo. Assim, o RDW néo
conseguiu prever uma piora do risco cardiovascular na trajetoria longitudinal desses

individuos ao longo de quatro anos (Tabela 4).
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Tabela 4. Modelos de regressdo mista para associacdo entre os quartis do RDW e o
risco cardiovascular pelo ERF ajustado por diferentes variaveis.

ERF
Q1 Q2 Q3 Q4
Quartis do RDW 11,1-12,69 12,7-12,99 13,0-13,49 13,5-20,5
N = 1362 N =887 N=1198 N =1034
e’ valor de p e’ valordep e valordep e valordep
Modelos
[IC 95%)] [IC 95%)] [IC 95%)] [IC 95%)]
. o 1,051; 0,122 1,083; 0,007 1,280; < 0,001
1 Referéncia
[0,986-1,121]  [1,021-1,149] [1,201-1,364]
) o 1,062; 0,070 1,085; 0,008 1,290; < 0,001
2 Referéncia
[0,994 —1,134] [1,021-1,153] [1,208 —1,377]
52 Termo de interagédo (valor de p) (valor de p) (valor de p)
Tempo 0,236 0,455 0,577

Coeficientes de regressdo (B) foram log-transformados.

'Modelo 1: modelo bruto ajustado pelo tempo de seguimento e RDW; ?Modelo 2: modelo 1 +
cor da pele/raca, escolaridade, IMC, PCR, consumo de &lcool e interagdes: hemoglobina x
tempo e IMC x tempo.

RDW, do inglés red cell distribution width; ERF, do inglés Framingham Risk Score; ep,
exponencial coeficiente exponencial Beta; IC, intervalo de confianga; IMC, indice de massa
corporea; PCR, proteina C-reativa; Regressao Linear Mista; Valores significativos se p<0,05.

Os participantes incluidos na investigacdo da correlacdo entre o0 RDW e a incidéncia de
HAS e DM apresentaram mediana de idade de 49 e 51 anos, respectivamente. A maioria
da amostra sdo mulheres (em torno de 57%), 61% se autodeclaram brancos e
aproximadamente 60% possuem ensino superior completo. A maioria da amostra,
aproximadamente 74%, relata nivel de atividade fisica fraca e cerca de 60% relatam
nunca ter fumado. A Tabela 5 apresenta as caracteristicas sociodemogréficas,

comportamentais, clinicas e laboratoriais da populacéo estudada.
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Tabela 5. Resumo das caracteristicas dos participantes do estudo da associacdo entre
RDW e a incidéncia de Hipertenséo Arterial Sistémica e Diabetes .

Caracteristicas

Incidéncia de HAS

(N = 3224)

Incidéncia de DM

(N = 4.295)

RDW, mediana [1Q]

Sexo, feminino, n (%)

Idade, mediana [I1Q]

Raca/cor da pele, n (%)

Branca

Preta

Parda

Outras®

Nivel de escolaridade, n (%)

Ensino superior

Fundamental incompleto

Fundamental completo

Ensino médio

Tabagismo, n (%)

Nunca fumou

Ex-tabagista

13,00 [12,60 - 13,50]

1834,13 (56,89)

49,00 [44,00 - 56,00]

1970,87 (61,88)

352,89 (11,08)

768,85 (24,14)

91,72 (2,88)

1948,90 (60,45)

117,03 (3,63)

170,87 (5,30)

986,36 (30,61)

1930,85 (59,39)

868,86 (26,95)

13,00 [12,70 - 13,50]

2403 (55,95)

51,00 [45,00 - 58-00]

2607,8 (61,36)

498 (11,72)

1036,15 (24,38)

107,95 (2,54)

2537 (59,07)

186,83 (4,35)

240,09 (5,59)

1331,02 (30,99)

2539,20 (59,12)

1224,93 (28,52)



Tabagista
Atividade fisica’, n (%)
Baixa
Moderada
Alta
Consumo de &lcool®, sim, n (%)

IMC (kg/m?), mediana [1Q]

Presséo arterial, mediana [IQ]

Diabetes mellitus* (n&o), n (%)
Hemoglobina (g/dL), mediana [1Q]
VCM (fL), mediana [1Q]

Colesterol total (mg/dL), mediana

[1Q]

HDL colesterol (mg/dL), mediana
[1Q]

PCR (mg/dL), mediana [IQ]

eTFG’ > 60 mL/min, n (%)

423,95 (13,15)

2379,1 (74)

578,05 (17,98)

257,84 (8,02)

220,84 (6,85)

25,24 [22,98 - 27,94]

114,25 [106,00 -
123,00]

2941,04 (91,28)

14,00 [13,20 - 15,00]

88,40 [85,80 - 91,00]

209,00 [184,00 -
236,00]

55,00 [47,00 - 66,00]

1,24 [0,63 - 2,67]

3094,08 (96)

45

530,86 (12,36)

3192,11 (74,53)

767,94 (17,93)

322,93 (7,54)

349,10 (8,13)

25,73 [23,30 - 28,67]

117,50 [108,00 -
128,00]

3806,12 (93,77)

14,10 [13,20 - 15,10]

88,50 [85,80 - 91,10]

210,00 [185,00 -
237,00]

55,00 [47,00 - 65,00]

1,35 [0,68 - 2,97]

4038,93 (94,06%)

"Indigena, oriental e individuos que ndo declararam raga/cor; “Atividade fisica, segundo
Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ); *Bebedor excessivo (homens > 210 g de
&lcool /semana; mulheres > 140 g de alcool /semana); *Diabetes mellitus: definido de acordo
com os critérios da American Diabetes Association (ADA) ou por auto relato de diagndstico
prévio de DM e/ou uso de insulina ou hipoglicemiantes orais; *Hipertensdo Arterial Sistémica:
definida como qualquer um dos seguintes critérios: auto relato de diagnostico prévio de HA, ou
uso de agentes anti-hipertensivos, ou pressdo arterial > 140 x 90 mmHg de trés medidas;
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®Estimativa da Taxa de Filtragdo Glomerular pela equacdo da Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration (CKD - EPI).

HA, Hipertensdo Arterial Sistémica; DM, diabetes mellitus; RDW, do inglés red cell
distribution width; IMC, indice de massa corporal; VCM, volume corpuscular médio; HDL, do
inglés High Density Lipoproteins; PCR, proteina C-reativa; eTFG, estimativa da Taxa
de Filtracdo Glomerular.

O modelo de Cox mostrou que ndo ha evidéncia estatistica da associa¢do entre 0 RDW
e a incidéncia de HAS e DM, apds quatro anos de seguimento, mesmo apos 0s ajustes

das variaveis de confusdo (Tabelas 6 e 7, respectivamente).

Tabela 6. Incidéncia de Hipertensdo Arterial Sisttmica em relacdo ao RDW ajustado
por diferentes variaveis.

RDW Incidéncia de HAS
Modelos e’ Valordep IC 95%

1t 1,133 0,015 1,024 - 1,254
2? 1,143 0,012 1,028 - 1,271
3° 1,073 0,225 0,957 - 1,204
4* 1,077 0,192 0,963 - 1,205

'Modelo 1: RDW:; 2Modelo 2: modelo 1 + sexo, idade, raca/cor da pele, escolaridade, *Modelo
3: modelo 2 + DM, hemoglobina, VCM, colesterol total, HDL, PCR e eTFG;, “Modelo 4:
modelo 3 + tabagismo, atividade fisica, consumo de alcool e IMC.

RDW, do inglés red cell distribution width; HA, Hipertenséo Arterial Sistémica; VCM, volume
corpuscular médio; HDL, do inglés high-density lipoprotein; PCR, proteina C-reativa; eTFG,
estimativa da taxa de filtracdo glomerular; IMC, indice de massa corporal; Regressdo de Cox;
Valores significativos se p < 0,05.
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Tabela 7. Incidéncia de diabetes mellitus em relacdo ao RDW ajustado por diferentes
variaveis.

RDW Incidéncia de DM
Modelos e’ Valordep 1C95%

1t 1,080 0,322 0,927 - 1,258
2? 1,007 0,935 0,848 - 1,195
3 1,005 0,948 0,847 - 1,193
4 0,999 0,991 0,841 -1,186

'Modelo 1: RDW; 2Modelo 2: modelo 1 + sexo, idade, raca/cor da pele, escolaridade,
*Modelo 3: modelo 2 + hemoglobina, VCM, colesterol total, HDL, PCR e eTFG,
Modelo 4: modelo 3 + atividade fisica e IMC.

RDW, do inglés red cell distribution width; DM, diabetes mellitus; VCM, volume
corpuscular médio; HDL, do inglés, high-density lipoprotein; PCR, proteina C-reativa;
eTFG, estimativa da taxa de filtracdo glomerular; IMC, indice de massa corporal;
Regressdo de Cox; Valores significativos se p < 0,05.

6 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo a investigar em uma populacdo brasileira a associacdo entre o
aumento do RDW: (A) risco cardiovascular estimado por ERF usando tanto abordagens
transversais quanto longitudinais (B) incidéncia de HAS e (C) incidéncia de DM. O
aumento do RDW permaneceu associado ao ERF mesmo ap0s 0s ajustes das variaveis
de confusdo, tanto no desenho transversal, quanto longitudinal, entretanto, néo
conseguiu prever uma piora do risco cardiovascular na trajetoria longitudinal desses
individuos ao longo de quatro anos. Nés também ndo encontramos evidéncias
significativas da associagdo entre RDW e a incidéncia de HAS e DM, apds quatro anos
de seguimento, mesmo apds o0s ajustes das variaveis de confusdo. Poucos estudos
demonstraram a associacdo entre RDW e fatores de risco para doenca cardiovascular,
embora varios estudos tenham demonstrado que o RDW esta independentemente

associado a morbidade e mortalidade na doenca cardiovascular.
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Neste estudo, o risco cardiovascular dos participantes, estimado pelo ERF, presentes no
quarto quartil do RDW foi, em média, 30% maior em comparacao aqueles presentes no
primeiro quartil do RDW. Utilizando os dados da segunda visita, apds 4 anos em média
de acompanhamento, essa correlacdo foi semelhante: os participantes presentes no
quarto quartil do RDW tinham um risco, em média, 29% maior de desenvolver um
evento CV maior em 10 anos, do que os participantes com RDW no primeiro quartil.
Assim, um individuo que apresente um risco de 10% de desenvolver um evento CV
maior, caso tenha RDW > 13,5%, teria seu risco aumentado para 12,9%, o que pode
influenciar na tomada de decisdo clinica. Shah et al. (2017), demonstraram que valores
de RDW superiores a 14,5% foram associados com morte por doenca coronaria (Shah et
al., 2017), enquanto que Sharma e Agrawal (2015) relataram que um RDW > 14% foi
associado com PCR elevada, infarto do miocardio sem elevagdo ST, e angina instavel
(Sharma e Agrawal, 2015).

A anélise incluindo o termo de interacdo entre o tempo e as variaveis RDW, mostrou
que o RDW ndo foi capaz de prever mudancas significativas no risco de DCV ao longo
de quatro anos de acompanhamento, indicando que a inclinagcdo da associagdo néo
mudou ao longo do tempo. Um estudo com seguimento de 14 anos, envolvendo 7005
individuos saudaveis, classificados no inicio do estudo, de acordo com o ERF para
DAC, descobriu que a adicdo de RDW ao ERF ajudou a reclassificar categoria de risco
intermediario para categoria de alto risco de morte para DAC. Os autores concluiram
que o RDW melhorou a acuréacia do ERF na predicdo de mortalidade cardiovascular
(Shah et al., 2017). As diferencas nos resultados dos dois estudos podem se dever ao
fato de que o tempo de seguimento foi maior do que no presente estudo, 14 anos vs. 4
anos, além do desfecho final, ser mortalidade e ndo a mudanga no ERF. O
acompanhamento de quatro anos pode ter sido insuficiente para demonstrar a influéncia

do tempo na associagdo entre o RDW e o ERF.

A associagéo independente entre RDW e DCV foi demonstrada por outros autores em
estudos envolvendo diversos grupos populacionais. Uma revisdo sistematica com meta-
analise avaliou 80.216 participantes em 22 estudos de diferentes regides e concluiu que
altos valores de RDW estdo associados com o aumento do risco de mortalidade e
eventos cardiovasculares em pacientes com DAC (Su et al., 2014). Outra revisio

sistematica com meta-analise envolveu 17 estudos com 18.288 participantes com IC
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aguda ou cronica de diversas regides e concluiu que pacientes com IC e com altos
valores de RDW, possuem um pior prognéstico quando comparados com 0s pacientes
com baixos valores de RDW (Huang et al., 2014). Além disso, diferentes estudos de
grandes coortes, acompanhadas por um periodo de cinco a 15 anos, demonstraram que
valores elevados de RDW estédo associados com risco aumentado de IAM e morte por
DAC em adultos, independente de outros fatores de risco (Veeranna et al., 2013;
Skjelbakken et al., 2014), assim como, em idosos sem doencas associadas a idade.
(Patel et al., 2010).

Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na associacdo entre 0 RDW e o risco de
DCV néo foram totalmente determinados, entretanto, alguns sugerem que a anisocitose
possa estar associada ao estado inflamatorio (Ridker et al., 2001; Sesso et al., 2003;
Zalawadiya et al., 2012; Li et al., 2015; Mozos, 2015). Em nosso estudo, individuos
com os maiores valores de RDW (Q4) tiveram também maiores valores de PCR e
menores valores de VCM, quando comparado aos demais quartis de RDW (Tabela 2).
Diante dos resultados, acreditamos que os individuos da coorte ELSA-Brasil, possam
ter alteracdes nos valores do RDW, em decorréncia da exposicao as doengas cronicas e
inflamacdo, com consequente perturbacdo da sintese de hemoglobina e afluxo

intermitente de ferro.

No presente estudo a PCR, biomarcador sistémico da inflamacdo, foi incluida entre as
variaveis de ajuste dos modelos para investigar a associacdo entre RDW e risco de
DCV. No modelo sem PCR, o RDW permaneceu independentemente correlacionado
com o ERF (e® = 1,29; valor de < 0.001) ap6s quatro anos de acompanhamento. Esse
resultado mostra que, embora a inflamacao tenha sido implicada na anisocitose e possa
impactar diretamente o risco cardiovascular, em nosso estudo ndo afetou a associacéo

entre RDW e ERF ap0s quatro anos de acompanhamento.

O presente estudo demonstrou que ndo ha evidéncia estatistica de associagdo entre o
RDW e a incidéncia de DM, apds o seguimento de quatro anos. Os autores que
avaliaram associacdo do RDW e a HbAlc em adultos sem DM, encontraram uma
associacao positiva entre RDW e a HbAlc, independente dos niveis de glicemia em
jejum (Veeranna et al., 2012). Contudo, Engstrom et al (2014) avaliaram a associa¢ao

do RDW e HbA1 com a incidéncia de DM e demonstraram que altos valores de RDW
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atuam como fator de protecdo para o inicio do DM, mesmo ap06s o ajuste de diversos
fatores de confusdo. Eles defendem a hipdtese de que aumento da glicose em jejum e
hiperglicemia pos-prandial pode ser suficiente para alterar as propriedades mecanicas
dos eritrocitos, reduzir a sobrevivéncia e criar uma populagdo mais homogénea de
celulas (Engstrom et al., 2014). Diante dos resultados acreditamos que a relacdo entre o
RDW e o DM ainda necessita ser melhor elucidada, ja que diferentes trabalhos mostram

resultados conflitantes.

Na andlise da associagdo entre 0 RDW e a incidéncia de HAS, ndo foram encontradas
evidéncias estatisticas significativas. Diferentes resultados sdo descritos na literatura em
relacdo a essa associacdo. Um estudo envolvendo 170 individuos avaliou a associacao
do RDW a pressao arterial, considerando os valores durante o sono e em vigilia em
pacientes hipertensos e normotensos e concluiu que hipertensos tem maiores valores de
RDW do que os normotensos e que os niveis de RDW foram mais altos nos individuos
com descenso noturno alterado do que naqueles com descenso noturno sem alteragdes
(Buyukkaya et al., 2016). Por outro lado, um estudo contendo 9808 participantes
avaliou a associacdo de diferentes parametros hematolégicos e bioquimicos em
individuos hipertensos e ndo hipertensos, em relacdo ao RDW o0s maiores valores
estavam associados ao grupo normotensos, ao invés de hipertensos (Emamian et al.,
2017). Essas diferencas podem decorrer de vérios fatores entre eles, tempo de
seguimento dos estudos, diferentes metodologias de medidas do RDW e populagdes
estudadas com diferentes caracteristicas poligénicas na regulacdo da HAS e do DM2
(Rudnicki e Mayer, 2009; Santulli et al., 2012; Santulli et al., 2013; Patel et al., 2014).

Este estudo tem algumas limitacdes. Potenciais fatores de confusdo, como ferritina,
vitamina B12 e niveis sericos de folato ndo foram medidos e, portanto, ndo incluidos na
anlise. A natureza multicéntrica do estudo ELSA-Brasil e a estabilidade limitada das
amostras de sangue total utilizadas para a medida do RDW exigiram que 0S
hemogramas fossem realizados em diferentes laboratérios em cada centro de
investigacdo do ELSA-Brasil. As diferentes metodologias empregadas poderiam
interferir nos valores e, assim, somente foram incluidos os participantes de Minas
Gerais e do Rio Grande do Sul que utilizaram analisadores hematolégicos com mesma
metodologia, marca e modelo. Considerando que as condigdes clinicas incluidas no

estudo sdo de carater cronico, o tempo de seguimento longitudinal de quatro anos, em
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média, pode ndo ter sido suficiente para evidenciar as associacdes do RDW com essas
condicdes. Apesar dessas limitacdes, este € o primeiro estudo brasileiro a investigar a
associacdo entre RDW e risco cardiovascular estimado por ERF, a incidéncia de HAS e
de DM.

7 CONCLUSAO

Nesta coorte de brasileiros adultos, o RDW foi independentemente associado ao
aumento do risco de DCV, medido pelo ERF tanto na linha de base do estudo, quanto
apos quatro anos de acompanhamento, mas ndo foi capaz de prever mudanga no ERF
longitudinalmente. Na populacdo estudada, ndo houve evidéncia estatistica de que
maiores valores de RDW foram associados com a incidéncia de HAS ou de DM, no
intervalo médio de quatro anos. Considerando o carater cronico das condigdes clinicas
investigadas, o seguimento dessa coorte poderd evidenciar o papel do RDW como
biomarcador preditivo de DCV, DM e HAS, além de reforcar o carater multifatorial das
doencas cardiovasculares e de possiveis mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes as
associacOes encontradas. O esforco envolvido na investigagdo do RDW se justifica ja
que este apresenta varias vantagens sobre os biomarcadores convencionais, incluindo
baixa variacdo bioldgica intraindividual, baixo custo, facilidade de interpretacdo e

ampla disponibilidade.
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APENDICES

Apéndice 1 — O Estudo Longitudinal de Saude do Adulto (ELSA- Brasil)

O ELSA - Brasil é um estudo de coorte, prospectivo, composto de 15.105 voluntéarios.
O planejamento desse projeto teve inicio no ano de 2004 e sua criagdo surgiu devido a
necessidade de se desenvolver estudos multi-institucionais e multidisciplinares que
abrangessem a complexidade dos mecanismos de salde-doenca crénica em um contexto
social de grande divergéncia socioeconémica e cultural como no Brasil (Lotufo, 2013).
O estudo tem como principal objetivo avaliar a incidéncia e os fatores de risco das
DCNT, principalmente as DCV e o DM. Além disso, 0 ELSA-Brasil pretende analisar
as possiveis associacfes entre as DCV e o DM com os fatores: bioldgicos,
comportamentais, ambientais, ocupacionais e sociais. Além de qualificar os
profissionais e aprimorar as pesquisas epidemioldgicas (Lotufo, 2013).

O projeto € realizado em instituicdes de ensino superior e pesquisa de seis estados e trés
regibes do Brasil: regido nordeste: Universidade Federal da Bahia (UFBA); regido
sudeste: Fundacdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ- Rio de Janeiro), Universidade de S&o
Paulo (USP), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e Centro Federal de
Educacdo Tecnoldgico-MG, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e, regido
sul, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (Lotufo, 2013).

A sua linha de base foi composta de homens e mulheres de 35 a 74 anos, totalizando
15.105 servidores publicos das instituicGes de ensino participantes do estudo. Os
critérios de exclusdo utilizados no ELSA- Brasil foram: individuos com intengdo de sair
da instituicdo, gravidas ou aquelas que estiveram ha menos de quatro meses, pessoas
com grave comprometimento cognitivo ou de comunicacado, se aposentado e se residisse
fora da regido metropolitana correspondente aos centros de estudo. Os voluntarios
foram submetidos a entrevistas, avaliagfes clinicas e exames laboratoriais, todas as
etapas respeitaram os protocolos padronizados e seguidos nos Centros de Investigagéo
ELSA-Brasil, de forma a manter a uniformidade dos padrbes dos procedimentos

efetuados.

A realizacdo dos procedimentos e exames foi executada por membros da equipe

treinados e certificados pelo projeto. As entrevistas continham informaces referentes as
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caracteristicas sociodemogréficas, histéria medica pregressa, histéria ocupacional,
historia familiar de doencas, histdria reprodutiva, acesso ao sistema de saude, fatores
psicossociais, historia de peso e da imagem corporal, consumo de alimentos, tabagismo,
consumo de alcool, atividade fisica, medicacdo, funcdo cognitiva e salde mental.
Durante as entrevistas, avaliacdes clinicas e exames laboratoriais foram coletado suma
importante quantidade de informacGes, originando um banco de dados com
aproximadamente duas mil variaveis por voluntario. Todo material bioldgico coletado
foi armazenado para analises futuras em freezer a -80 °C (Aquino et al., 2013). Uma
descricdo detalhada desse estudo de coorte pode ser encontrada em outras publicagdes
(Aquino et al., 2012; Fedeli, Ligia G et al., 2013; Pereira et al., 2013; Schmidt et al.,
2015)

O ELSA-Brasil foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
de cada instituicdo envolvida e pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
de acordo com o parecer nimero 186/06. Todos os voluntarios assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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Apéndice 2 — Red cell distribution width is associated with cardiovascular risk in
the Brazilian Longitudinal Study of Adult Health: a four-year follow-up
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ABSTRACT

Background: Red cell distribution width (RDW) is a measure of erythrocyte size
variability. Recent studies have shown that RDW is a predictive, and prognostic marker
of mortality and cardiovascular (CVD) events in the general population and in CVD
patients. This study aimed to investigate the association between RDW and CVD risk in

a large sample of adults.

Methods: A subsample of CVD free participants who attended the baseline (2008—

2010) and the second visit (2012-2014) of the ELSA-Brasil cohort was included
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(n=4427). In the cross-sectional approach, multiple regression analysis was used to
investigate the association between RDW and the Framingham Risk Score (FRS). A
mixed regression for longitudinal analysis was used to evaluate whether baseline RDW

predicted changes in CVD risk after about four-year follow up.

Results: Cross-sectional analysis showed that RDW was independently associated with
FRS, participants in the fourth-quartile of RDW distribution had a 28% higher FRS than
those in the first-quartile RDW (p < 0.001). On longitudinal analysis, RDW remained
associated with increased FRS, but did not predict changes in the FRS at four-year
follow-up. Participants in the fourth-quartile of RDW distribution had a 26% higher

FRS than those in the first-quartile RDW (p < 0.001).

Conclusions: In this large cohort of adult Brazilians, RDW was independently
associated with increased CVD risk, as measured by the FRS, both at baseline and after
four-year follow-up. However, RDW did not predict change in CVD risk in this short-

term follow up.

Keywords: erythrocyte indices, cardiovascular diseases, risk.

INTRODUCTION

Red cell distribution width (RDW), a quantitative measure of erythrocyte size
variability, reflects differences in erythrocyte size within a sample, or the degree of
anisocytosis. RDW is a cost-efficient measure that is easy to be obtained as most
hematology analyzers provide RDW values as part of a complete blood count test.
RDW is routinely used in differential diagnosis of anemic conditions such as
thalassemia, megaloblastic anemia, chronic disease-related anemia, and iron deficiency

anemia [1].
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Recent studies indicate that RDW is a predictor of morbidity and mortality in several
conditions, including cancer, autoimmune, respiratory and infectious diseases, end-stage
renal disease, diabetes and hepatic diseases among others [2-7]; Moreover, the degree of
anisocytosis is thought to be a risk factor for increased mortality and morbidity in the
general population, especially in patients suffering from cardiovascular diseases (CVD)
[2, 8-10]. In this particular group, increased RDW is believed to be associated with a

poor prognosis in the presence of heart failure [5, 11].

According to the World Health Organization (WHO), 17.5 million people die each year
from CVD, representing an estimated 31% of all deaths globally. Over 75% of CVD
deaths occur in low- and middle-income countries [12]. Thus, CVD prevention is of
paramount importance and its effectiveness depends upon the identification of
asymptomatic individuals with increased risk of cardiovascular events. The
Framingham Risk Score (FRS) is a widely used algorithm that estimates the risk of
atherosclerotic disease based on the combination of the following variables: age,
diabetes, smoking, hypertension, dyslipidemia, and obesity. The FRS final score
estimate the individual 10-year probability of CVD development in patients without a

previous diagnosis of CVD [13].

The association between RDW and CVD is fairly instigating. The physiological
mechanisms underlying RDW elevation have not been fully elucidated and their
investigation has received increasing attention in CVD research. Independent
correlations between RDW and clinical conditions, lifestyle behaviors, and biomarkers
have been demonstrated in different studies, suggesting that RDW elevation may be
related to inflammatory status, oxidative stress, and endothelial dysfunction [14-16].

This study aims to evaluate the association between RDW and FRS in participants of
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the Brazilian Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-Brasil) using cross-sectional

and longitudinal approaches.

METHODS

Study population

ELSA-Brasil is a prospective multicenter cohort study developed in partnership with
the Ministry of Health and the Ministry of Science and Technology, and designed to
investigate the incidence and risk factors of chronic diseases, particularly CVD and

diabetes mellitus (DM), in Brazilian adults [17, 18].

The ELSA-Brasil sample consists of 15105 male and female civil servants aged 35-74
years at baseline assessment (2008-2010) from research centers and higher education
institutions in six states from three regions of Brazil. All participants underwent
standardized interviews, physical examination, and laboratory testing. A second round
of interviews, physical examination, and laboratory testing was conducted between
2012-2014. A third follow-up visit is under way (2016-2018). Detailed information

about the ELSA-Brasil design and cohort profile can be found elsewhere [17, 18].

ELSA-Brasil was approved by the Human Research Ethics Committees at the
participating institutions and by the National Research Ethics Commission (CONEP).
The study protocol conforms to the ethical guidelines of the 1975 Declaration of
Helsinki. All participants provided written consent including permission for the storage

of biological samples for future studies.

Participants
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The sample in this study is a subpopulation of the ELSA—Brasil cohort comprising 5176
volunteers from the Federal University of Minas Gerais (UFMG), Federal Center for
Technological Education of Minas Gerais (CEFET-MG), and Federal University of Rio
Grande do Sul (UFRGS). These centers were selected due to the availability of
automated counters of the same brand and model, i.e., the use of the same RDW
measurement methods. Of the 5176 eligible participants, 749 were excluded and the
remaining 4427 enrolled participants were stratified for cardiovascular risk by the FRS
(Fig. 1). The following variables were considered for risk assessment: age, gender,
systolic blood pressure, total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL) cholesterol,

smoking, diabetes, and use of antihypertensive drugs [13].
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13105 participants
{SP, MG, RJ, LS, BA and
S

9429 participants exclnded Different RIDW measwrement methods.

5176 participants
(MG und RS)

a7 H. e . - .
37 participants exchided Lacking RDW information

] 03 purticipanls cacluded RDW valucs ~ 10% or > 21%.

5136 participants

L& participants excluded

Lacking CVD imnfomation.

501 paricipants exchided Prescuce of CVD.

4171 parlicipants

44 participants exchuded Eariatric sirgery.

AM27 parlicipanls

Figure 1. Enrollment flowchart for the study population. SP: Sdo Paulo, MG: Minas
Gerais, RI: Rio de Janeiro, ES: Espirito Santo, BA: Bahia, and RS: Rio Grande do Sul.

RDW: red cell distribution width. CVD: cardiovascular disease.

Sociodemographic, clinical and lifestyle variables

Sociodemographic variables including age, gender, skin color/race (White, Black,
Brown, Indigenous and Asian descent), level of education, and cigarette and alcohol
consumption were self-reported, excessive drinker (men > 210 g alcohol/week; women
> 140 g alcohol/week. Additional variables of interest included level of physical
activity, based on the International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) [19]; body
mass index (BMI, kg/m?) [20]; and estimated glomerular filtration rate (eGFR) defined
by the Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD — EPI) equation

[21]. DM was defined according to the American Diabetes Association (ADA) criteria
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or by self-report of previous diagnosis of DM and/or use of insulin or oral
hypoglycemic agents. Impaired glucose tolerance (IGT) was defined as glucose levels >
140 mg/dL and < 200 mg/dL 2 h after overload with 75 g of anhydrous glucose
according to ADA criteria. Hypertension was defined by self-report of medical
diagnosis of hypertension, or use of antihypertensive agents, or blood pressure equal to
or above 140 x 90 mmHg from three different measurements [18]. CVD was defined as
reported surgical heart revascularization and/or medical diagnosis of acute myocardial
infarction, and/or thrombosis or embolism, and/or atrial fibrillation, and/or peripheral
arterial disease, and/or stroke, and/or heart failure, and/or electrocardiography
abnormalities consistent with myocardial infarction according to the Minnesota code

[22].

Blood samples

Venous blood samples were collected in the morning after a 12- to 14-h fasting period
in compliance with the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) — Procedures
for the Collection of Diagnostic Blood Specimens by Venipuncture: Approved Standard
[23]. Participants were asked to stop taking multivitamins and vitamin C 24 h prior to
blood collection and to restrain from physical activity during the fasting period.
Venipuncture was performed using a butterfly needle for multiple vacuum collections
and tourniquet application for a maximum of 1 min. Sample tubes containing
ethylenediaminetetraacetic acid tripotassium salt (EDTA) were identified with bar codes
and kept at room temperature until complete blood count (CBC) tests were performed.

CBCs were conducted at local UFMG and UFRGS teaching hospital laboratories.
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Plasma/serum samples for biochemical analysis were stored at —80 °C and sent to the

ELSA-Brasil central laboratory at the University of Sdo Paulo Teaching Hospital [24].

Red cell distribution width (RDW)

RDW was measured on SYSMEX XE 2100 D automated blood analyzers (Sysmex,
Kobe, Japan). This system uses electrical impedance for erythrocyte count, size and
volume determination and generates a histogram of the coefficient of variation for red
cell distribution width (RDW-CV) that is mathematically derived from mean
corpuscular volume (MCV). The RDW-CV is expressed in percentage and calculated
with the following formula: RDW-CV (%) = one standard deviation (fL) divided by
MCV/MCV (fL) x 100, where one standard deviation (SD) corresponds to the ratio of 1
SD to MCV obtained at 68.2% above the base frequency of erythrocyte volume
distribution histograms. Values are expressed as percentages and reference intervals
may vary from 10.7-12.9% to 13.8-15.3% (lower and upper ranges, respectively)

depending on the analyzer used [25-27].

Biochemical analyses

An Advia 1200 automated biochemistry analyzer (Siemens, Deerfield, IL, USA) was
used to determine fasting and overload glucose levels, HDL cholesterol, low-density
lipoprotein (LDL) cholesterol, total cholesterol, and triglycerides. C-reactive protein
(CRP) was measured using nephelometry on a BN Il nephelometer (Siemens, Vienna,
Austria). Glycated hemoglobin (HbALc) was measured using a high-performance liquid
chromatography (HPLC) assay on a Variant™ II system (Bio-Rad, Hercules, CA,

USA).

Statistical analysis
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Variable distributions are reported as medians and interquartile ranges (continuous
variables) or absolute values and frequencies (categorical variables). Baseline
characteristics were compared across these quartiles using the chi-square test for
categorical variables and the analysis of variance (ANOVA) test for continuous
variables. The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess the normality of continuous

variables.

In both cross-sectional and longitudinal analyses, the relationship of RDW and FRS was
analyzed using FRS as continuous variable, and RDW as a categorical variables
grouped into quartiles: Ql= 11.1-12.69%; Q2= 12.7-12.99%; Q3= 13.0-13.49%,; and
Q4= 13.5-20.5%. FRS (response variable) was log-transformed to normalize its

distribution.

Simple linear regression was used to assess the association between the FRS and the
clinical, socio-demographic, lifestyle, and laboratory variables. From this analysis, we
identified confounding factors and the adjustment models for the multivariate
regression. The variables with potential confounding effect were those that correlated
with the RDW with p <0.1 and those that were not part of the FRS to avoid over
adjustment. The final model retained all variables which remained associated with the

FRS at the level of p<0.05.

The independent association between RDW (explanatory variable) and FRS at baseline
was investigated using multiple regression analysis. Having the FRS as the response
variable, the following regression models were run: Model 1: RDW; Model 2: Model 1

+ skin color/race, level of education, BMI, CRP, and alcohol consumption.
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Independent association between RDW and changes in the trajectory of FRS after four-
year follow up was investigated using linear mixed models. In these models, the
response variable (FRS) was assessed on the baseline visit and at the second visit,
whereas explanatory variables were only measured at the baseline visit. Change in FRS
with time was assessed by entering an interaction term between RDW and time between
visits in the final model, considering the significance level of p<0.05. The following
variables were entered in each model: Model 1: RDW; Model 2: model 1 + skin
color/race, level of education, BMI, CRP, alcohol consumption and interactions
(hemoglobin and time and BMI and time). Linear mixed models easily accommodate
unbalanced, unequally spaced observations, and consequently are ideal tools for
analyzing longitudinal data [28]. In mixed models, the interaction term between a fixed
effect covariate and time evaluates whether this covariate is a predictor of the
longitudinal changes in the response variable (FRS). Thus, the interaction terms
between time and all of the aforementioned fixed effect variables were evaluated, but
only the statistically significant (p < 0.05) ones were retained in the final model. In all
models, we included the intercept as a random term, which allows each participant’s

baseline value to vary from the population average, but kept the slope fixed and equal to

BL.

Model assumptions were investigated following model adjustments. Statistical analyses

were performed using R statistical software package version 3.4.2 [29].

RESULTS

Descriptive analysis
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The sociodemographic, lifestyle, clinical, and laboratory characteristics of participants

stratified by baseline RDW quartiles are shown in Table 1. Median age was 51 years

and most participants were women (54.5%), self-declared white (24.4%), had completed

higher education (56.5%), and had never smoked (57.7%). Significant differences were

observed among the RDW quartiles. There was a gradual increase in the proportion of

patients with comorbidities such as DM and hypertension. In addition, among

individuals in the 4° quartile of RDW there were significantly higher frequency of

participants who engaged in low-intensity physical activity, smokers, and those with

higher total cholesterol and LDL-cholesterol levels (Table 1). Median RDW was 13.0%

interquartile range: 12.7-13.5%; Table 1).
q g

Table 1. Summary of participant characteristics.

RDW quartiles (%)

Q1 Q2 Q3 Q4 ]
Characteristic 11.1-12.69 12.7-12.99 13.0-13.49  13.5-20.5 vaﬁue
N= 1344 N= 887 N= 1181 N= 1015
50.2% 52.5% 53.0% 62.0% <0.001
Gender, women
51.0 51.0 52.0 52.0
Age [44.0-580] [45.0-59.0] [46.0-58.0] [46.0-505 0001
Self-rated race/skin color <0.001
63.8% 62.8% 60.0% 47.7%
Black
3.94% 4.40% 3.13% 2.86%
Brown
. 23.1% 23.4% 23.4% 28.3%
White
. 9.08% 9.36% 13.5% 21.2%
Other
Level of education 0.002
. . 59.6% 58.9% 58.1% 51.5%
University degree
Incomplete elementary 3.57% 5.07% 5.17% 6.21%
school
gg&%‘fte elementary g 5gy4 6.76% 6.35% 6.31%
Complete high school 31.2% 29.3% 30.4% 36.0%
<0.001

Smoking status



Never smoked
Former smoker

Current smoker
Physical activity”

Low

Moderate
High

Alcohol consumption®, yes
BMI (kg/m?)

Diabetes mellitus*

Hypertension®

Hemoglobin (g/dL)

MCV (fL)

Total cholesterol (mg/dL)

HDL cholesterol (mg/dL)

CRP (mg/dL)

eGFR® > 60 mL/min

60.1%
60.1%

11.1%

74.3%
18.0%

7.67%
9.23%

25.4
[23.1-28.1]
14.0%

10.5%

14.4
[13.5-15.4]

89.3
[86.9-91.8]

206
[184-232]

53.0
[45.0-63.0]

1.16
[0.60-2.46]

96.6%

57.3%
57.3%

10.1%

73.7%
19.1%

7.22%
8.23%

25.9
[23.4-29.0]
15.3%

10.5%

14.2
[13.4-15.2]

88.6
[86.3-90.7]

210
[183-241]

535
[45.0-64.0]

1.31
[0.70-2.66]

95.7%

58.2%
58.2%

12.8%

74.9%
17.4%

7.79%
8.73%

26.2
[23.6-29.3]
14.9%

10.8%

14.2
[13.3-15.2]

88.1
[85.5-90.8]

212
[187-239]

55.0
[46.0-65.0]

1.47
[0.74-3.19]

95.5%

54.3%
54.3%

17.0%

76.3%
17.9%

5.74%
7.88%

27.0
[24.1-30.5]
19.3%

13.6%

13.7
[12.7-14.7]

86.6
[82.8-89.6]

213
[186-240]

56.0
[47.0-66.5]

2.06
[0.91-4.42]

95.7%

79

0.507

0.675

<0.001
0.003

0.067

<0.001
<0.001

0.018

<0.001

<0.001

0.523

Continuous variables presented as median and interquartile ranges [IQ]. Categorical variables:

frequencies (%).

'Indigenous, Asian, and individuals who did not declare skin color/race; *Physical
activity based on the International Physical Activity Questionnaire (IPAQ); *Excessive
drinker (men > 210 g alcohol/week; women > 140 g alcohol/week); “Diabetes mellitus:
defined according to American Diabetes Association (ADA) criteria or by self-report of
previous diagnosis of DM and/or use of insulin or oral hypoglycemic agents;
>Hypertension: defined as any of the following: self-report of previous diagnosis of
hypertension, or use of antihypertensive agents, or blood pressure > 140 x 90 mmHg from
three measurements; °Estimated glomerular filtration rate defined by the Chronic Kidney

Disease Epidemiology Collaboration (CKD - EPI) equation.

BMI, body mass index; MCV, mean corpuscular volume; HDL, high-density lipoprotein; CRP,
c-reactive protein; eGFR, estimated glomerular filtration rate.

Cross-sectional analysis
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Multiple regression models revealed an independent association between RDW and
FRS even after adjusting for confounders, with an upward gradient, as the FRS
increases with increasing RDW quartile, although only the 4™ quartile remained
statistically significant in the fully adjusted model (model 2). In total, model 2 explained

about 30% of the variability in the FRS in the study sample (Table 2).

Table 2. Multiple regression models for the association between RDW and
cardiovascular risk by FRS quartile adjusted for different variables.

FRS
o1 2 3 Y
1151260 127-12.99 13.0-13.49 13.5-20.5
N= 1343 N= 887 N= 1181 N= 1015
e’; p-value e”; p-value e’; p-value e”; p-value -
Model o505 ci [95% CI] [95% CI] 5% Cl] A
X 1053;0.202  1.084;0032  1.167;<0.001
1 Reference 19970 1141]  [1.007-1.167]  [L076-1.256] 0003
. reforence 106 0.09 1079;0170 1280001 0 c

[0.99-1.134]  [1.013-1.149]  [1.197-1.37]

Regression coefficients (B) were log-transformed.

'Model 1: crude model adjusted for RDW; “Model 2: model 1 + hemoglobin, race, level of
education, BMI, CRP, physical activity, and alcohol consumption.

RDW, red cell distribution width; FRS, Framingham Risk Score; e”, exponential of beta
coefficient; BMI, body mass index; CRP, C-reactive protein. Multiple linear regression
significant at p < 0.05.

Longitudinal analysis

Linear mixed regression models also confirmed the findings of the cross-sectional
analysis, showing significant associations between RDW and FRS after adjusting for
confounding variables, both at baseline and at the second visit. The interaction term
between the RDW and the covariable time was not statistically significant, indicating
that the slope of the association did not change over time. Thus, although model two

accounts for about 26% of the ERF variability, RDW was not able to predict a
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worsening in the cardiovascular risk in the longitudinal trajectory of these individuals

over four years (Table 3).

Table 3. Mixed regression models for the association between RDW and cardiovascular

risk by FRS quartile adjusted for different variables.

FRS
Q1 Q2 Q3 Q4

11.1-12.69 12.7-12.99 13.0-13.49 13.5-20.5

N= 1343 N= 887 N=1181 N=1015

Model e’: p-value e’: p-value e’: p-value e’: p-value

[95% CI] [95% ClI] [95% CI] [95% ClI]
1L Reference 1.046; 0.249 1.08; 0.033 1.148; <0.001
[0.968-1.129]  [L.006-1.159] [1.066-1.236]
02 Reference 1.052; 0.121 1.075; 0.161 1.264; <0.001
[0.986-1.122]  [1.013-1.141] [1.186-1.348]

9?2 interaction terms (p-value) (p-value) (p-value)

time 0.399 0.488 0.109

Regression coefficients () were log-transformed.

'"Model 1: crude model adjusted for follow-up time and RDW; “Model 2: model one +
hemoglobin, race, level of education, BMI, CRP, physical activity, alcohol consumption, and
hemoglobin x time and BMI x time interactions.

RDW, red cell distribution width; FRS, Framingham Risk Score; ef, exponential of beta
coefficient; MCV, mean corpuscular volume; TSH, thyroid-stimulating hormone; ALT, alanine
aminotransferase; BMI, body mass index; CRP, C-reactive protein Mixed linear regression
significant at p < 0.05.

DISCUSSION

Few studies have explored the association between high RDW and cardiovascular risk,
even though RDW has been demonstrated to be independently associated with
increasing cardiovascular morbidity and mortality. This is the first study to investigate
the independent association between increased RDW and cardiovascular risk estimated
by FRS in middle income country population using both cross-sectional and

longitudinal approaches.
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In this study, the cardiovascular risk of participants in the fourth-quartile RDW was on
average 26% higher compared to those in the first-quartile RDW, both at baseline and
after four-year follow-up, replicating the result observed in cross-sectional analysis. For
instance, a RDW > 13.5 % would increase the 10-year CVD risk from 10% to 12.6%,
which may considerably influence clinical decision making. Shah et al. (2017) [30]
found that RDW values greater than 14.5% were associated with coronary disease,
whereas Sharma and Agrawal (2015) [31] reported that an RDW > 14% was associated
with elevated CRP, non-ST elevation myocardial infarction, and unstable angina. In our
study, we observed an RDW > 13.5% (Q4) to be associated with a higher CVD risk as
measured by the 10-year FRS.

In our study, the interaction term between RDW and CVD risk showed that RDW did
not predict significant change in CVD risk over the four-year follow-up period. A 14-
year follow up study of 7005 healthy subjects classified at baseline, according to the
FRS for coronary heart disease (CHD), found that the addition of RDW to the CHD-
FRS helped to reclassify intermediate-risk category to high-risk category of death from
CHD. The authors concluded that RDW improved the accuracy of FRS in predicting
cardiovascular mortality [30]. It is important to highlight that the length of follow-up
was much longer than in our study, besides the end point being mortality and not
change in FRS. The four-year follow-up in the present study might be insufficient to

capture the influence of RDW on the FRS trend over time.

The independent association between RDW and CVD has been demonstrated in
different studies and population groups. A systematic review and meta-analysis of
80216 participants and 22 studies from different countries showed that high RDW
values are associated with increased risks of mortality and cardiovascular events in

patients with CHD [32]. Another systematic review and meta-analysis of 17 studies
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enrolling 18288 participants from different countries demonstrated that individuals with
acute or chronic heart failure and increased RDW have a poorer prognosis compared to
those with low RDW values [5]. Moreover, diverse studies with large cohorts and 5- to
15-year follow-up showed that RDW is associated with increased risk of myocardial
infarction and death from CHD in adults independent of other risk factors [33, 34] and
in elderly individuals not suffering from age-related diseases [35]. Thus, RDW has been

demonstrated to be associated with CVD in several studies.

The underlying pathophysiological mechanisms linking RDW to CVD risk have not
been fully determined, even though increased RDW has been associated with an
inflammatory status [36, 37]. To reduce the risk of confounding, we adjusted the models
for several variables that may potentially affect the risk of cardiovascular events. We
also adjusted the analysis for CRP, a biomarker of systemic low grade inflammation, a
potential mediator in the association between RDW and CVD risk. In the model
without CRP (data not shown), both cross-sectional and longitudinal analyses, RDW
remained independently correlated with FRS. This result shows that even though
inflammation has been implicated in anisocytosis and may directly impact
cardiovascular risk, in our study it did not affect the association between RDW and

FRS.

This study has some limitations. Potential confounding factors such as ferritin, vitamin
B12, and folate serum levels were not measured and thus not included in the analysis.
The multicenter nature of the ELSA-Brasil study and the limited stability of whole
blood samples required that blood tests be performed in different laboratories in each
ELSA-Brasil investigation centers. However, we found no statistical difference in the

median RDW and interquartile ranges between participants from UFMG (13.1%, 12.7—
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13.6%) and UFRGS (13.0%, 12.7-13.5%) research centers (p = 0.18). Moreover,
differences in cell counting instruments and RDW determination between laboratories

precluded the inclusion of the entire ELSA-Brasil cohort in this study.

In this large cohort of adult Brazilians, RDW was independently associated with
increased CVD risk as measured by the FRS both at baseline and after four-year follow-
up, but did not predict change in the FRS with time . Because anisocytosis appears
directly involved in the pathophysiology of CVD, the prognostic value of RDW should
be considered in the preventive management of CVD. Being a hematological index,
RDW has several advantages over conventional CVD diagnostic and prognostic
biomarkers, including low intra-individual biological variation, low cost, ease of
interpretation, and wide availability, all of which argue in favor of its use in clinical
practice. The increase in the follow up duration of ELSA-Brasil cohort will allow to
clarify if RDW predict worsening of CVD risk and help to improve the predictive
accuracy of current guidelines for CVD risk stratification. Additionally, further studies
are needed to investigate the physiological mechanisms underlying the associations

described in this study.
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dia 28 de junho de 2006 o projeto de pesquisa intitulado “ELSA -
Estudo longitudinal da saude do adulto.” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido do referido projeto.
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| [
oy U LD pan ( ~
V' Profa. Dra. Maria Elena-de Lima Perez Garcia
Presidente do COEP/UFMG

Av. Presidente Anténio Carlos, 6627, Prédio da Reitoria 7° andar sala: 7018 - 31.270-901- BH - MG
(31) 3499-4592 - FAX: (31) 3499-4027 - coep@ .ufmg.br
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Satide
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa

)

CARTA N° 976 CONEP/CNS/MS Brasilia, 04 de agosto de 2006.

Senhora Coordenadora,

Tendo a CONEP recebido desse CEP o projeto de pesquisa “Estudo Longitudinal de
Saude do Adulto - ELSA” Registro CEP-HU/USP 659/06 - CAAE 0016.1.198.000-06, Registro
Sipar MS: n® 25000.083729/2006-38, Registro CONEP n°® 13065, verifica-se que: '

Trata-se de protocolo a ser desenvolvido por consércio vencedor da Chamada Publica
DECIT/MS/FINEP/CNPq que foi constituido por sete instituicdes de ensino superior e pesquisa de
seis estados, das regides Nordeste (Universidade Federal da Bahia), Sudeste (FIOCRUZ/RJ,
USP, UERJ, UFMG e UFES) e Sul (UFRS). Sera um estﬁdo de coorte de 15 mil funcionarios de
instituicoes publicas com idade igual ou superior a 35 anos. A coorte serd acompanhada
anualmente bara verificagdo do estado geral e, a cada trés anos, sera chamada para avaliagdes
mais detalhadas que incluem exames clinicos. Os sujeitos de pesquisa serdo entrevistados por
pessoas treinadas e certificadas e os exames serdo realizados por profissionais de saide. O
estudo tem como objetivos principais: estimar a incidéncia do diabetes e das doengas
cardiovasculares e estudar sua histéria natural; investigar associagdes entre fatores biolégicos,
comportamentais, ambientais, ocupacionais, psicolégicos e sociais relacionados a essas doengas
e complicagdes decorrentes, buscando compor modelo causal que contemple suas inter-relagdes;
descrever a evolugdo temporal desses fatores e os determinantes dessa evolugéo; identificar
modificadores de efeito das associagdes observadas; identificar diferenciais nos padroes de risco
entre os centros participantes que possam expressar variagdes regionais relacionadas a essas
doengas no pais. Dentre os objetivos secundarios consta “estocar matenal biolégico, para estudos
futuros com diversos tipos de marcadores relacionados a inflamagéo, coagulagédo, disfungdo
endotelial, resisténcia a insulina, obesidade central, estresse e fatores de risco tradicionais, bem
como prover a extragdo de DNA para exames genéticos futuros”. De acordo com informagéo da
pag. 11 do protocolo, item “coleta de sangue”, as amostras de sangue serdo estocadas para

Esplanada dos Ministénos, Bloco “G ", Ministério das Sside -Edificio Anexo, Ala “B"- 1° andar — Sala 145 — CEP 70058-900- Brasilia / DF
Telefones : (61) 3315.2951/ 3226.6453 Fax : (61) 3226.6453 - E-mail: conep@saude.gov.br - homepage : hitp://conselho.saude.gov.br
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exames adicionais e formagdo de banco de DNA. Haver4 um laboratério central que fara as
“determinagdes basicas do estudo em amostras encaminhadas pelos centros de investigagdo”, as
“determinagdes simples” serdo feitas nos proprios laboratérios. O banco de material biolégico esta
em fase de planejamento com local e coordenador a serem definidos. ’

Diante do exposto, embora nos objetivos do estudo verifica-se que haverd também
pesquisa genética, pelas informagdes do protocolo tal pesquisa ndo sera realizada no momento,
ndo estando descrito ainda (nem no protocolo, nem no Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido-TCLE) os procedimentos para tal. Portanto, nesse primeiro momento do estudo ndo
se trata de projeto da area tematica especial "genética humana” (Grupo ), conforme registrado na
folha de rosto, mas sim, do grupo lll. Nesse caso, a aprovagéo ética é delegada ao Comité de
Etica em Pesquisa da instituicio, devendo ser seguido o procedimento para projetos do grupo Ill,
conforme o fluxograma disponivel no site : http://conselho.saude.gov.br e no Manual Operacional
para CEP. Nao cabe, portanto, a referéncia a CONEP no 3° paragrafo da pag. 1 e no 6° paragrafo
da pag.2 do TCLE. Evidenciamos, entretanto, que o armazenamento e utilizagdo de materiais
biolégicos humanos no ambito de projetos de pesquisa esta regulamentado pela Resolugdo CNS
347/2005 e que o projeto em questdo deve incluir as determinagdes dessa resolugdo. Quando for
elaborado o protocolo para os estudos genéticos, devera também ser cumprida a Resolugdo CNS
340/04 incluindo obtengdo de TCLE especifico. Em se tratando de pesduisa com funcionarios de
instituicdes publicas, cabe ressaltar o disposto no item IV.3 “b” da Res. 196/96.

Atenciosamente ,
L
CORINA BONTEMPO DUCA DE FREITAS

Secretaria Executiva da
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

A Sua Senhoria . o
¥ Sr(a) Maria Teresa Zulini da Costa
Cordenadora Comité de Etica em Pesquisas
Hospital Universitério da Universidade de Sio Paulo- HU/USP
Av. Prof° Lineu Prestes, 2565
Cidade Universitdria Sio Paulo
Cep:05.508-900

C/ cépia para os CEPs: UFBA, FIOCRUZ/RJ,UERJ, UFMG, UFES e UFRS

Esplanada dos Ministérios, Bloco “G ™, Ministério da Ssiide -Edificio Ancxo, Ala “B™- 1° andar - Sala 145 — CEP 70058-900- Brasilia / DF
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Anexo 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

ESTUDO LONGITUDINAL DE SAUDE DO ADULTO - Elsa Brasil

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Apresentacéo do estudo:

O Estudo Longitudinal de Salde do Adulto — Elsa Brasil — é uma pesquisa sobre doencas
crdnicas que acometem a populacdo adulta, principalmente as doencas cardiovasculares e o
diabetes, E um estudo pioneiro no Brasil por ser realizado em vérias cidades e por acompanhar
as pessoas estudadas por um longo periodo de tempo, Gragas a pesquisas semelhantes
desenvolvidas em outros paises, hoje se sabe, por exemplo, da importancia de cuidados a
presséo arterial e a dieta para a prevencéo dessas doengas,

Objetivos do estudo:

O Elsa Brasil investigara fatores que podem levar ao desenvolvimento dessas doencas, ou ao
seu agravamento, visando sugerir medidas mais eficazes de prevencdo ou tratamento, Os
fatores investigados incluem aspectos relacionados aos habitos de vida, familia, trabalho, lazer
e saude em geral, inclusive fatores genéticos,

InstituicBes envolvidas no estudo:

O Elsa Brasil envolverd 15,000 funcionarios de instituicdes publicas de ensino e pesquisa
localizadas em seis estados brasileiros (BA, ES, MG, RJ, RS e SP)l, E coordenado por
representantes de cada Centro de Investigacdo, do Ministério da Saude e do Ministério da
Ciéncia e Tecnologia, tendo sido aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa dos seis
centros, Em Salvador, o estudo esta sob a responsabilidade da Universidade Federal da Bahia,
sob a coordenacdo do Instituto de Salde Coletiva,

Participac&o no estudo:

O/A SrJ/a é convidado/a a participar do Elsa Brasil, que envolve o
acompanhamento dos participantes por pelo menos sete anos, com a
realizacdo de entrevistas, de exames e medidas que ocorrerdo em varias
etapas,

Inicialmente, o/a Sr,/a fara a primeira parte da entrevista preferencialmente em sua unidade de
trabalho e ser4 agendado/a para comparecer ao Centro de Investigacdo Elsa (CI-BA), situado
na Av, Aradjo Pinho n° 513, Canela, em trés momentos: o primeiro com duracao de cerca de
guatro horas pela manhd, e os outros dois a tarde, com duragéo prevista em uma hora cada,
No CI-BA, o/a Sr/a, fara a segunda parte da entrevista, realizara algumas medidas (peso,
altura, circunferéncia de cintura, quadril e pescoco e presséo arterial), exame de urina de 12
horas noturnas, ultrassom do abdome e carétidas, ecocardiograma, eletrocardiograma,
fotografia do fundo de olho e exames especializados de fisiologia cardiovascular (Variabilidade
da Frequéncia Cardiaca e Velocidade da Onda do Pulso), Realizara também exames de

! Fundag#o Osvaldo Cruz (Fiocruz), Universidade de Sdo Paulo (USP), Universidade Federal da Bahia
(UFBA), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES) e Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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sanguez, para os quais, serdo feitas duas coletas: a primeira quando chegar, em jejum de 12
horas, e a segunda, ap6s duas horas da ingestdo de uma bebida doce padrdo (exceto os
diabéticos que receberdo um lanche especifico em substituicdo), O total de sangue coletado
sera aproximadamente de 65 ml, e ndo traz inconveniéncias para adultos, Apenas um leve
desconforto pode ocorrer associado a picada da agulha, Algumas vezes pode haver sensacao
momenténea de tontura ou pequena reacdo local, mas esses efeitos sdo passageiros e néo
oferecem riscos, A maioria desses exames ja faz parte da rotina médica e nenhum deles emite
radiacao,

Caso necessario, sera solicitada sua liberacdo para participar da pesquisa em horario de
trabalho,

A coleta de sangue segue rotinas padronizadas e sera realizada, assim como os demais
procedimentos, por pessoal capacitado e treinado para este fim, supervisionados por
profissional qualificado que podera orientd-lo no caso de ddvida, ou alguma outra
eventualidade,

Apés esta primeira etapa do estudo, o/a Sr/a, seré periodicamente contatado/a
por telefone, correspondéncia ou e-mail para acompanhar as modificacbes no
seu estado de saude e para obtencdo de informacbBes adicionais, Estdo
previstas novas visitas ao CI-BA a cada trés anos, Por isso, € muito importante
informar seu novo endereco e telefone em caso de mudanca,

Para poder monitorar melhor sua situacao de saude, é essencial obter detalhes
clinicos em registros de saude, Assim, necessitamos obter informagfes da
UFBA e de outras instituicdes do sistema de saude, a respeito da ocorréncia de
hospitalizagBes, licengas médicas, eventos de salde, aposentadoria, ou
afastamento de qualquer natureza, Para isso é imprescindivel que nos autorize
por escrito 0 acesso as mesmas ao final deste documento, Infelizmente, sem
essa autorizacdo, nao sera possivel sua participacdo no estudo pois dela
depende a confirmacao de eventos clinicos,

Armazenamento de material biolégico:

Serdo armazenadas amostras de sangue, urina e acido desoxirribonucleico
(DNA) por um periodo de cinco anos, sem identificacdo nominal, de forma
segura e em locais especialmente preparados para a conservacao das
mesmas, AssSim como em outras pesquisas no pais e no mundo, essas
amostras sdo fundamentais para futuras analises que possam ampliar o
conhecimento sobre as doencas em estudo, contribuindo para o avango da
ciéncia,

Andlises adicionais, de carater genético ou ndo, que nao foram incluidas nos
objetivos definidos no protocolo original da pesquisa, somente serdo realizadas
mediante a apresentacdo de projetos de pesquisa especificos, aprovados pelo

2 . - . . . . - - ~
Hemograma completo, exames diagndsticos para diabetes (glicose e insulina em jejum e p6s-ingestdo e
teste de tolerancia a glicose), creatinina, dosagem de lipidios, horménios associados ao diabetes ou a

doenga cardiovascular e provas de atividade inflamatdria.
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Comité Diretivo e pelos Comités de Etica em Pesquisa de cada uma das
instituicbes envolvidas, incluindo a assinatura de novos Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido,

Seus direitos como participante:

Sua participacao é inteiramente voluntaria, sendo fundamental que ocorra em todas as etapas
do estudo, Entretanto, se quiser, podera deixar de responder a qualquer pergunta durante a
entrevista, recusar-se a fazer qualquer exame, solicitar a substituicdo do/a entrevistador/a, ou
deixar de participar da pesquisa a qualquer momento,

Nao sera feito qualquer pagamento pela sua participacdo e todos os procedimentos realizados
serdo inteiramente gratuitos, Os participantes poderdo ter acesso aos resultados das analises
realizadas no estudo por meio de publicacdes cientificas e do website oficial da pesquisa
(www,elsa,org,br),

Os exames e medidas realizados no estudo ndo tém por objetivo fazer o diagndstico médico de
qualquer doencga, Entretanto, como eles podem contribuir para o/a Sr/a, conhecer melhor sua
saude, os resultados destes exames e medidas lhe serdo entregues e o/a Sr/a, sera orientado
a procurar as unidades da rede SUS ou outro servico de salde de sua preferéncia, quando
eles indicarem alguma alteracdo em relacdo aos padrdes considerados normais, Se durante a
sua permanéncia no CI-BA forem identificados problemas que requeiram atencdo de
urgéncia/emergéncia, o/a Sr/a, serd atendido/a no Hospital Universitario Professor Edgard
Santos,

Todas as informacdes obtidas do/a Sr/a, serdoconfidenciais, identificadas por um numero e
sem mencgao ao seu nome, Elas serdo utilizadas exclusivamente para fins de analise cientifica
e serdo guardadas com seguranga - somente terdo acesso a elas os pesquisadores envolvidos
no projeto, Com a finalidade exclusiva de controle de qualidade, sua entrevista sera gravada e
podera ser revista pela supervisédo do projeto, A gravagéo serd destruida posteriormente, Como
nos demais aspectos do projeto, serdo adotados procedimentos para garantir a
confidencialidade das informacdes gravadas, Em nenhuma hipétese sera permitido o acesso a
informacdes individualizadas a qualquer pessoa, incluindo empregadores, superiores
hierarquicos e seguradoras,

Uma colpia deste Termo de Consentimento lhe serd entregue, Se houver perguntas ou
necessidade de mais informag8es sobre o estudo, ou qualquer intercorréncia, o/a Sr/a, pode
procurar a Professora Estela Maria Ledo de Aquino, Instituto de Saude Coletiva, Rua Araujo
Pinho, 513, Campus do Canela, telefone (71) 3283-7490 coordenadora do projeto no CI-BA,

O Comité de Etica e Pesquisa do Instituto de Saide Coletiva pode ser contatado pelo seguinte
telefone: (71) 3283-7418,

Sua assinatura abaixo significa que o/a Sr/a, leu e compreendeu todas as informacgbes e
concorda em participar da pesquisa Elsa Brasil,
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome do/a PartiCIDANTE: ,,,,,mm00500ms50sm5ssmmssss01ss38019558013333805338808538013333513339009333513331109 3331013
[DToTo10] o aT=T g1 to RN (= [ (=T g1 1To F=To [ R
Data de NASCIMENTO: |,,1,150s105001550515590015555515558015558815558019539015338519535019335019338079335033331073 333015
EndereQO: IR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R ERE ]
Telefones para ContatO: IR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R ERE]

Declaro que compreendi as informac8es apresentadas neste documento e dei meu consentimento
para participacéo no estudo,

Autorizo os pesquisadores do Estudo Longitudinal de Saude do Adulto — Elsa Brasil, a obter
informacdes sobre a ocorréncia de hospitalizagBes, licencas meédicas, eventos de saulde,
aposentadoria, ou afastamento de qualquer natureza em registros de saude junto ao Servigo
Médico Universitario Rubem Brasil Soares e a outras instituicbes de saude publicas ou privadas,
conforme indicar a situacdo especifica,

No caso de hospitalizagéo, autorizo, adicionalmente, que o/a representante do ELSA, devidamente
credenciado/a, copie dados constantes na papeleta de internacdo, bem como resultados de
exames realizados durante minha internagéo,

As informacdes obtidas somente poderdo ser utilizadas para fins estatisticos e deverdo ser
mantidas sob protec¢éo, codificadas e sem minha identificagdo nominal,

Assinatura

Declaro concordar que amostras de sangue sejam armazenadas para analises futuras sobre as
doencas cronicas em estudo,

[]Sim []Nao
Assinatura
Local Data / /

Nome dO/a entreVIStador/a- 1393937930 III00993993 99339939 9990390933933939939399999993393339999399993999993999993339)
Cédlgo dO/a entreVIStador/a no CI_BA!1111111”1111111111111111”1”11”1”

Assinatura:




