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RELAGAO ENTRE A FUNGAO ENDOTELIAL MICROVASCULAR E A FUNGAO
AUTONOMICA EM ADULTOS: ESTUDO LONGITUDINAL DA SAUDE DO ADULTO
(ELSA-BRASIL)

RESUMO

Introdugdo: As disfungbes endotelial e autonbmica estdo associadas ao
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, e uma via fisiopatolégica comum para
ambas tem sido descrita. No entanto, ainda € pouco explorada a associag¢ao entre as
funcdes autondmica e endotelial microvascular avaliadas por métodos nao invasivos
- variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e tonometria arterial periférica (TAP),
respectivamente.

Participantes e métodos: Em 1.447 participantes do Estudo Longitudinal de Saude
do Adulto (ELSA-Brasil) foi investigada a correlacédo entre variaveis das func¢des
endotelial microvascular e autonémica utilizando o teste de correlagdo de Spearman.
Analise de subgrupos foi realizada em individuos com diabetes mellitus, com
sobrepeso / obesidade, com sindrome metabdlica e em individuos sem fatores de
risco cardiovascular. Realizou-se ainda analise de sensibilidade em individuos sem
DCV prevalente e naqueles que nado estavam em uso de bloqueadores beta-
adrenérgicos, bloqueadores dos canais de calcio e agonistas alfa-adrenérgicos.
Resultados: Encontrou-se correlacdes fracas entre amplitude de pulso basal (BPA) e
intervalo RR médio (0,064), RMSSD (0,067) e HF (-0,093), e entre PAT-ratio e RMSSD
(0,058) e HF (0,067). As correlagbes observadas permaneceram fracas apos analises
de subgrupo e de sensibilidade.

Conclusao: A associacao entre a fungao endotelial avaliada na microvasculatura e a
funcdo autonémica avaliada pela analise da VFC ndo é clinicamente relevante,
sugerindo que elas podem contribuir para o desenvolvimento de doencas

cardiovasculares por meio de diferentes mecanismos.

Descritores: variabilidade da frequéncia cardiaca, tonometria arterial periférica,

fatores de risco cardiovascular.



RELATION OF MICROVASCULAR ENDOTHELIAL AND AUTONOMIC FUNCTIONS
IN ADULTS: THE ELSA-BRASIL COHORT STUDY

ABSTRACT

Introduction: Endothelial and autonomic dysfunctions are thought to be associated
with the development of cardiovascular diseases, and a common pathway for both
dysfunctions has been described. However, the association between autonomic and
microvascular endothelial functions assessed by non-invasive methods - heart rate
variability (HRV) and peripheral arterial tonometry (PAT), respectively - has been little
explored.

Participants and methods: In 1,447 participants of the Brazilian Longitudinal Study
of Adult Health (ELSA-Brasil), we investigated the correlation between endothelial
microvascular and autonomic functions variables using Spearman’s rank correlation
test. Subgroup analysis was pre-specified in individuals with diabetes,
overweight/obesity, metabolic syndrome, and individuals free of cardiovascular risk
factors. Sensitivity analysis was performed for individuals without prevalent CVD and
for participants who were not using beta-adrenergic blockers, calcium-channel
blockers and alpha-adrenergic agonists.

Results: We found weak correlations between basal pulse amplitude (BPA) and mean
RR interval (0.064), RMSSD (0.067) and HF (-0.093), and between PAT-ratio and
RMSSD (0.058) and HF (0.067). The observed correlations remained weak in
subgroup and sensitivity analysis.

Conclusion: The association between endothelial function evaluated in the
microvasculature and autonomic function assessed by HRV analysis is not relevant,
suggesting that they may contribute in different pathways to the development of

cardiovascular diseases.

Keywords: heart rate variability, peripheral arterial tonometry, cardiovascular risk

factors.
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1- APRESENTAGAO

Este volume consiste na apresentacdo do projeto de pesquisa da
dissertacdo de mestrado do aluno Bruno Leonardo Duarte Pereira, conforme
previsto pela regulamentacdo do Programa de Pé6s-Graduagdo em Saude
Publica da Universidade Federal de Minas Gerais (PPGSP-UFMG), com vistas
a obtencgao do titulo de Mestre em Saude Publica.

Este projeto de pesquisa insere-se na linha de pesquisa Epidemiologia
das Doencas e Agravos Ndo Transmissiveis e € parte integrante de um estudo
maior, intitulado “Estudo Longitudinal de Saude do Adulto” (ELSA- Brasil). O
ELSA-Brasil € um estudo prospectivo multicéntrico, desenvolvido em instituicbes
de ensino superior e de pesquisa em seis estados brasileiros — Minas Gerais,
Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia e Rio Grande do Sul. Os
principais objetivos do ELSA-Brasil sdo: investigar a incidéncia e a progressao
do diabetes e das doencas cardiovasculares; e examinar os fatores bioldgicos,
comportamentais, ambientais, ocupacionais, psicolégicos e sociais relacionados
a essas doencas e a suas complica¢gdes, buscando compor um modelo causal

que contemple suas interrelagdes (AQUINO e colab., 2012).
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2-INTRODUGAO

2.1- O “Estudo Longitudinal da Saude do Adulto” (ELSA-Brasil)

As doengas crbnicas nao transmissiveis — dentre elas as
cardiovasculares, as respiratorias, o cancer e o diabetes mellitus — sdo um
problema de saude global e uma ameaga ao desenvolvimento humano. Elas
foram responsaveis por 71,3% das mortes (39,8 milhdes) no mundo em 2015,
sendo a doenga arterial coronariana e o acidente vascular cerebral as principais
causas de anos de vida perdidos (WANG e colab., 2016). O Brasil, pais de média
renda, vem apresentando uma rapida transicdo demografica. Atualmente 85%
da sua populacao reside em regides urbanas e, portanto, enfrenta riscos tipicos
deste contexto, como a redugédo de atividade fisica e a mudanga do perfil
nutricional (RIBEIRO e colab., 2016). Aliado a esse fato, o envelhecimento
populacional é fator determinante para aumento da mortalidade por doencas
cronicas nao transmissiveis, dentre elas as cardiovasculares (RIBEIRO e colab.,
2016). Como consequéncia da transicdo demografica, as doencgas
cardiovasculares (DCV) tornaram-se a principal causa de ébito no Brasil e tém
como substrato anatdbmico, na maioria dos casos, a obstrucdo vascular pela
aterosclerose (RIBEIRO e colab., 2016; ROSS, 1999; SCHMIDT e colab., 2011;
“SIAB - DATASUS”, [S.d.]), resultando nos principais eventos cardiovasculares
fatais, a sindrome coronariana aguda e o acidente vascular cerebral.

Apesar disso, a maioria do nosso conhecimento acerca da epidemiologia
das doencas crénicas € proveniente de grandes coortes norte-americanas e
europeias. Poucos destes estudos foram conduzidos em paises de baixa e
meédia renda, onde a prevaléncia de efeitos modificadores pode diferir da dos
paises desenvolvidos e novos fatores de risco podem estar presentes (AQUINO
e colab., 2012).

Com base no exposto acima, concebeu-se o ELSA-Brasil, do qual o
presente estudo € um subprojeto. O ELSA-Brasil € uma coorte de ambito
nacional que pretende investigar os determinantes da incidéncia de DCV e
diabetes mellitus em 15.105 adultos, entre 35 e 74 anos, residentes no Brasil. O
estudo é a primeira coorte sobre a saude do adulto no Brasil, é financiado pelo

Ministério da Saude e vem sendo conduzido por uma rede multicéntrica e
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multidisciplinar composta por seis instituicdes publicas de ensino superior, 0s
Centros de Investigagdo: UFMG (ELSA-MG), USP, FIOCRUZ, UFRGS, UFES e
UFBA (AQUINO e colab., 2012; SCHMIDT e colab., 2014).

O objetivo do ELSA-Brasil € investigar os fatores de risco para o
aparecimento e progressao de DCV e diabetes mellitus em adultos brasileiros e
os associar a desfechos subclinicos e clinicos. Uma importante contribuigdo sera
validar, em populagéo brasileira, equagdes de risco para as DCV derivadas de
outras coortes e incluir, a partir da coorte brasileira, novos fatores de risco
(SCHMIDT e colab., 2014).

Quanto aos seus critérios de incluséo, todos os funcionarios da UFMG e
do Centro Federal de Educacao Tecnolégica de Minas Gerais (CEFET-MG) nao
terceirizados ativos e aposentados, de ambos os sexos, com idade entre 35 e 74
anos foram elegiveis para o estudo. Nao foram incluidos participantes gravidas
ou com: diagndstico de doenga com progndstico de sobrevida inferior a cinco
anos; dificuldade cognitiva para a entrevista; afastamento prolongado por
doenca ou aqueles que mostraram interesse em mudanga de emprego nos dois
anos seguintes (SCHMIDT e colab., 2014).

A linha de base deste projeto, de onde se derivam os dados do presente
estudo, foi cumprida entre 2008 e 2010, e incluiu a realizagdo em todos os
Centros de Investigacdo de entrevistas detalhadas, exame clinico e
antropométrico, medida da presséao arterial e do indice tornozelo-braquial, coleta
de sangue e urina, eletrocardiograma de 12 derivagbes, avaliagdo da
variabilidade de frequéncia cardiaca (VFC), ecocardiograma, ultrassom
abdominal, medida da espessura médio-intimal de cardtidas e retinografia
(FEDELI e colab., 2013; MILL e colab., 2013). Todas as medidas e avalia¢des
foram realizadas por profissionais treinados e certificados conforme protocolos
pré-estabelecidos (AQUINO e colab., 2012). A segunda avaliagcédo dos
participantes (onda 2) foi realizada entre 2012 e 2014. A terceira avaliagao (onda

3) teve inicio em 2017 e encontra-se em andamento.

2.2- As doengas cardiovasculares e a fungao endotelial
O endotélio possui fungdes homeostaticas vitais, como o controle sobre a

coagulagao, a trombdlise, o tbnus vascular e a fungao das plaquetas e leucocitos.



13

Algumas doengas, tais como hipercolesterolemia, hipertenséo arterial sistémica,
tabagismo, hiperglicemia e doengas inflamatdrias, podem provocar alteragdes
no modo como o endotélio interage com os componentes celulares sanguineos
e da parede vascular. Estas alteragdes resultam em maior tendéncia a
vasoconstricdo, vasoespasmo, trombogenicidade e proliferagao celular anormal.
A este conjunto de anormalidades chamamos disfung¢ao endotelial (DE), que tem
papel central no surgimento, progressao e apresentacao clinica de DCV, como a
hipertensao arterial e a aterosclerose (LIBBY e colab., 2002).

A DE é caracterizada pela reducdo da biodisponibilidade de fatores
vasoativos com propriedades anti-inflamatdria, vasodilatadora e anticoagulante,
destacando-se o 6xido nitrico (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980). A reducgao da
producao do 6xido nitrico (ON) pelas células endoteliais esta relacionada a uma
alteracdo na via da L-arginina-ON, podendo ser o elo biolégico entre o dano
endotelial e a aterosclerose e, portanto, a via comum dos fatores de risco citados
acima (LIBBY e colab., 2002).

Adicionalmente, a DE pode -contribuir para o aparecimento de
manifestagbes clinicas da aterosclerose, ja que pode interagir com o
componente fixo da placa aterosclerética precipitando uma obstrugcao dinamica
através do estimulo para a trombose e vasoespasmo. Neste aspecto, a DE pode
impedir a vasodilatagdo adequada e precipitar uma resposta vasoconstritora
paradoxal em momentos de maior estresse fisico ou mental, justamente quando
a vasodilatagdo seria mais necessaria, culminando em um evento isquémico
agudo. Ludmer et al (1986) foram os primeiros a demonstrar tal fenbmeno nas
artérias coronarias. Quando normais, estas artérias dilatam-se apds a infusédo
intracoronaria de acetilcolina, droga que estimula a produ¢cdo de ON pelo
endotélio, mas artérias com obstru¢des aterosclerdticas exibem uma resposta
vasoconstritora. Apesar de o método descrito acima ser o “padrao-ouro” para
avaliagcao da funcao endotelial, o carater invasivo desta técnica inviabiliza seu
uso como método de rastreamento e sua aplicagdo em sujeitos sem
manifestagéo clinica de doenga coronariana.

Celermaijer et al (1992) descreveram a técnica de diagndstico nao invasivo
da DE em artérias de conducédo, baseando-se no conceito da aterosclerose como

doenca difusa. Desde ent&o, o teste de reatividade da artéria braquial (BART)
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tornou-se a técnica mais usada como substituta da avaliacdo da funcao
endotelial coronariana. A mudanga no diametro arterial braquial € mensurada por
meio do ultrassom vascular, antes e apos a hiperemia reativa obtida através de
isquemia provocada pela insuflagdo de um manguito de pressédo no antebraco.
A funcéo endotelial € avaliada conforme a porcentagem de dilatagdo da artéria
mediada pelo fluxo (FMD). A resposta da artéria braquial a hiperemia reativa
relaciona-se a liberacao de ON e a funcéo endotelial coronariana (ANDERSON
e colab., 1995; JOANNIDES e colab., 1995). Apesar de ser um exame né&o
invasivo, alguns problemas dificultam sua execugédo na pratica clinica: € um
exame complexo, demorado e dependente do examinador, com uma curva de
aprendizado longa (CORRETTI e colab., 2002).

Pelos motivos citados acima, buscou-se um método mais simples e Kuvin
et al (2003) descreveram uma nova técnica para avaliagao da fungao endotelial.
Este método, conhecido como tonometria arterial periférica (PAT), consiste na
avaliagado da mudanca dos volumes dos pulsos digitais apos a hiperemia reativa,
fendmeno dependente da liberagdo de ON (FLAMMER e colab., 2012; NOHRIA
e colab., 2006). A validade deste método foi mostrada por Bonetti et al (BONETTI
e colab., 2004) que estudaram a funcao endotelial em 94 pacientes submetidos
a angiografia. Apos a injecao de acetilcolina intracoronariana, o didmetro arterial
e a resposta do fluxo sanguineo foram avaliados e comparados ao indice de
hiperemia reativa (RHI) medido pelo PAT. Quanto menor o RHI, menor a
capacidade do vaso em dilatar-se apds a hiperemia reativa refletindo um maior
comprometimento da funcdo endotelial. Detectou-se para o RHI=1,35,
sensibilidade de 80% e especificidade de 85% para detecgdo de DE, quando
comparado a resposta nas artérias coronarias.

Em dois estudos, o RHI correlacionou-se significativamente (r = 0.55, P <
0.0001 e r=0.47, p<0.01) a FMD medida pelo BART (DHINDSA e colab., 2008;
NOHRIA e colab., 2006). Entretanto, em estudos mais recente esta relagao nao
foi significativa e os fatores de risco cardiovasculares associados diferiram entre
os dois métodos, sugerindo que a FMD e o RHI fornecem informagdes distintas
sobre a funcao endotelial, que depende do tipo de vaso em que ela é avaliada:
artérias de condugdo ou microvasculatura (FLAMMER e colab., 2012;

HAMBURG e colab., 2011). Enquanto a FMD correlaciona-se mais fortemente
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com idade e hipertensdo, a DE medida pelo PAT correlaciona-se a fatores de
risco metabdlicos, como obesidade, diabetes mellitus e dislipidemia, de forma
consistente e em populagdes distintas (HAMBURG e colab., 2008; MORRIS e
colab., 2013; SCHNABEL e colab., 2011). Brant et al (2014), por exemplo,
mostraram em adultos brasileiros (ELSA-Brasil) significativa correlagdo entre
RHI baixo e fatores de risco metabdlicos, tais como alto IMC, colesterol total/HDL
e ftriglicérides. Tais achados foram corroborados por metandlise de dados
agregados de trés coortes de base populacional (ELSA-Brasil, Framingham
Heart Study e Gutenberg Heart Study), totalizando 16830 participantes, que
demonstrou associagao entre DE, fatores de risco metabdlicos e obesidade de
maneira independente (BRANT e colab., 2017).

A DE, diagnosticada nos vasos coronarianos ou periféricos, € um evento
precoce, potencialmente reversivel e preditor independente de eventos
cardiovasculares recorrentes e incidentes (LERMAN e ZEIHER, 2005; YEBOAH
e colab., 2009). A capacidade de predicao independente do RHI para eventos
CV tem sido recentemente descrita em diversos estudos. Rubinshtein et al
(2010) avaliaram 270 pacientes ambulatoriais com dor toracica ndo explicada
por testes funcionais e/ou angiografia, e detectaram o RHI como preditor
independente de eventos CV adversos, mesmo ajustados para o escore de risco
de Framingham (HR=1,68, 95% CI 1,02-2,78, p=0,04). Em 231 pacientes
portadores de insuficiéncia cardiaca com fragdo de ejegcdo do ventriculo
esquerdo preservada, o RHI associou-se independentemente a eventos CV
futuros, melhorando a estratificacéo de risco destes pacientes quando somado
aos cinco fatores progndsticos sabidamente conhecidos — idade, diabetes,
classificagdo funcional da New York Heart Association (NYHA), historia de
hospitalizagdo por insuficiéncia cardiaca e fragdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo — com um indice de reclassificagédo de 19%, p=0,01 (AKIYAMA e
colab., 2012). Matsuzawa et al (2013) avaliaram 528 pacientes diabéticos ou com
mais de 2 fatores de risco CV e identificaram o RHI como fator incremental na
estratificacado de risco destes pacientes, com indice de reclassificagao de 48,9%
(p<0,0001) e um aumento significativo da estatistica-C quando adicionado ao
escore de risco de Framingham (p=0,02). Por fim, em metanalise do mesmo

autor, incluindo 6 estudos com 1602 participantes (todos portadores de DCV),
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valores reduzidos do logaritmo natural do RHI (InRHI) confirmaram-se preditores
independentes de eventos cardiovasculares futuros (RR ajustado por aumento
de 0,1 no InRHI: 0,79 [0,71-0,87], i>= 50%, p < 0,001), ndo se podendo,
entretanto, excluir a possibilidade de viés de publicagdo (MATSUZAWA e colab.,
2015).

Pelas caracteristicas citadas acima, grande énfase tem sido dada ao
estudo da DE, ja que ela pode ter implicagédo em avaliagdes progndésticas como

fator de risco incremental e ser alvo de intervengdes terapéuticas.

2.3 — As doencgas cardiovasculares e a fungao autonémica

O sistema nervoso autdbnomo € o regulador primario da frequéncia
cardiaca quando em ritmo sinusal. A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)
€ a medida das variacdes ciclicas entre os intervalos de batimentos cardiacos
normais (ou intervalos NN), mediadas por mecanismos de controle autonédmicos
(KINGWELL e colab., 1994; TASK FORCE, 1996). Ela reflete, portanto, uma
complexa interagao entre todas vias de regulagéo do sistema nervoso autbnomo
(SNA), sendo influenciada por diversas condi¢des fisiologicas e patoldgicas,
incluindo hipertenséao, diabetes mellitus, doencga renal crénica, apneia obstrutiva
do sono, alcoolismo, dentre outros (PAGANI e colab., 1986; POMERANZ e
colab., 1985).

Em condi¢des normais, a frequéncia cardiaca modifica-se em resposta a
estimulos diversos, como exercicio e estresse mental. Entretanto, mesmo em
condicbes de repouso, ela apresenta flutuagdes em torno de uma média,
relacionadas, em parte, as alteragdes continuas do balanco entre os sistemas
simpatico e parassimpatico, em resposta a mecanismos de controle
cardiovascular. Diversos ritmos periodicos endogenos influenciam a VFC no
periodo de 24 horas, entre eles (VAN RAVENSWAAIJ-ARTS e colab., 1993):

e Arritmia sinusal respiratéria (ASR), mediada pela respiracao e fortemente
relacionada a atividade parassimpatica. As variacbes da frequéncia
cardiaca relacionadas & ASR ocorrem em intervalos de 2,5 a 6,6
segundos (0,15 a 0,40Hz), sendo geralmente muito rapidas para serem

influenciadas significativamente pelo SNA nessa faixa.
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e Ondas médias de variacdo da frequéncia cardiaca, com ciclo durando
cerca de 10 segundos (0,10Hz) e variando entre 7 e 14 segundos (0,15 a
0,07Hz). Sé&o originarias de oscilacdes préprias da por¢cdo vasomotora do
arco barorreflexo, sendo mediadas tanto por influéncias simpéaticas como
parassimpaticas. Essas oscilacbes intrinsecas resultam de
retroalimentacdo negativa do barorreflexo e sdo acompanhadas de
flutuacdes sincronas da pressao arterial (ondas de Mayer). A respiracao
em baixas frequéncias também contribui para as oscilac6es dessa faixa
da frequéncia.

¢ Ondas lentas de variacéo da frequéncia cardiaca (duracéo do periodo de
cerca de 20 segundos, com frequéncia em torno de 0,05Hz), relacionam-
se a oscilacfes intrinsecas da resisténcia vascular periférica, associadas
a ajustes termorregulatérios do fluxo sanguineo periférico. As flutuacdes
na resisténcia vascular periférica sdo acompanhadas por flutuac6es com
a mesma frequéncia na pressao arterial e na frequéncia cardiaca, sendo
mediadas principalmente pelo sistema simpatico.

e OQutras variagdes mais lentas da frequéncia cardiaca estdo associadas a
oscilacbes dos niveis de epinefrina/norepinefrina e angiotensina, aos
movimentos oculares rapidos e ao ritmo circadiano.

Como o controle autonémico cardiaco é responsavel por porgédo significativa
das oscilagdes acima citadas, o estudo da VFC tem sido utilizado para o
diagnéstico de alteracfes do controle autonémico cardiaco e suas implicacdes
prognésticas em diversas condi¢des clinicas.

A VFC é avaliada por meio da eletrocardiografia dindmica e pode ser
quantificada por diversos métodos, sendo os de maior aplicabilidade e
disponibilidade na pratica clinica os indices nos dominios de tempo e de
frequéncia. Além disso, as medidas clinicas de VFC somente sao interpretaveis
nos individuos em ritmo sinusal predominante, nos quais a deteccdo da
morfologia dos batimentos (picos de onda R) é acurada (TASK FORCE, 1996).

A avaliagdo no dominio do tempo é geralmente utilizada em registros
prolongados de mensuragao, geralmente superiores a 10 minutos, e permite a
medida da VFC por meio de indices que sdo expressos em milissegundos. Os

principais sao: (1) SDNN (Standard Deviation of all normal NN interval), desvio
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padrao de todos os intervalos RR normais gravados em um intervalo de tempo;
(2) SDANN (Standard Deviation of the Average NN Interval), desvio padrdo das
meédias dos intervalos RR normais, a cada 5 minutos, em um intervalo de tempo;
(3) SDNNi (The Mean of the 5 minutes Standard Deviation of NN Intervals),
média do desvio padrao dos intervalos RR normais a cada 5 minutos; (4) RMSSD
(Root-Mean of square sucessive NN interval difference), raiz quadrada da média
do quadrado das diferengas entre intervalos RR normais adjacentes, em um
intervalo de tempo; e (5) pNN50 (Percent of normal-normal NN intervals whose
difference exceeds 50 ms), porcentagem dos intervalos RR adjacentes com
diferengcas de duragdo maior que 50ms. SDNN, SDANN, SDNNi sao indices
obtidos através de intervalos RR individuais e representam as atividades
simpatica e parassimpatica, enquanto que, RMSSD e pNN50 sdo obtidos atraves
de intervalos RR adjacentes e refletem a atividade parassimpatica (TASK
FORCE, 1996).

Para a andlise no dominio da frequéncia geralmente utiliza-se registro
continuo do eletrocardiograma durante periodos curtos (minutos) ou
prolongados (por exemplo, 24 horas), representando-se graficamente o0s
intervalos RR normais em relacéo ao tempo (tacograma). Métodos matematicos
complexos (transformacéao rapida de Fourier ou algoritmos autorregressivos) sdo
utilizados para a realizacdo da andlise espectral, através da decomposicdo da
variancia total da frequéncia cardiaca (em determinado periodo de observacéao)
em componentes atribuiveis a diferentes frequéncias, relacionadas a
mecanismos com variadas periodicidades. A informac¢éo quantitativa obtida com
esse tipo de analise pode fornecer a poténcia de cada componente, de modo
que se obtém a contribuicdo parcial de cada faixa de frequéncia na poténcia total
(medidas habitualmente em milissegundos ao quadrado). Em tragados
eletrocardiograficos de curta duracdo, mais frequentemente utilizados, é
consensual a existéncia de duas faixas de frequéncia relacionadas a duas
oscilagbes ritmicas principais: (1) HF (high frequency), engloba o componente
espectral de alta frequéncia, com variagao entre 0,15 a 0,4Hz, que corresponde
a modulagéo respiratéria e € um indicador da atuagao vagal sobre o coragao; (2)
LF (low frequency), engloba o componente de baixa frequéncia, com variagao

entre 0,04 e 0,15Hz, de significado biolégico ainda incerto, podendo refletir
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modulag¢des simpaticas ou uma resultante complexa das atividade simpatica e
parassimpatica. A analise da relagdo LF/HF é, portanto, objeto de controvérsias
entre pesquisadores, sendo considerada por uns o reflexo das modulagdes
simpaticas no sistema cardiovascular e por outros como um resultante do
balanco simpatico-vagal do SNA (TASK FORCE, 1996).

A utilizacdo da analise da VFC no dominio da frequéncia é promissora
devido a possibilidade de se dividir a variancia em componentes relacionados a
mecanismos fisiologicos especificos. Entretanto, além de limitacdes técnicas
significativas, existem controvérsias quanto ao tipo de metodologia a ser
empregada (transformacao rapida de Fourier ou modelos autorregressivos),
significado de cada faixa de frequéncia, forma como a poténcia relativa de cada
uma delas deve ser mensurada (unidades absolutas — ms2 — ou relativas,
normalizadas) e periodo de observagdo mais adequado.

Como marcador de disfungdo autonémica, a VFC tem se mostrado
preditora de mortalidade e eventos cardiovasculares em diversos cenarios
clinicos, incluindo pacientes sem DCV conhecida, como exemplificado em
alguns estudos de coorte (DEKKER e colab., 2000; SHAH e colab., 2013; STEIN
e colab., 2008). Hillebrand e colab.(2013), em metanadlise de oito estudos
envolvendo 21.988 pacientes, demonstraram um risco significativamente maior
de eventos cardiovasculares incidentes fatais e nao fatais (RR 1,35; IC 95% 1,10-
1,67) entre individuos previamente saudaveis com baixa VFC medida pelo
SDNN.

Diversos estudos demonstram o valor prognéstico da VFC em pacientes
com doenca arterial coronariana (DAC). Pacientes com indices reduzidos de
VFC medidos na fase precoce e tardia ap6s o infarto agudo do miocardio (IAM),
por exemplo, apresentam maior risco de morte e eventos adversos,
especialmente na era prévia a revascularizagcao percutanea (BIGGER e colab.,
1993; BUCCELLETTI e colab., 2009; ERDOGAN e colab., 2008; JANSZKY e
colab., 2004; KLEIGER e colab., 1987; STEIN e colab., 2004; WHANG e
BIGGER, 2003). Em consonancia com tais dados, tem sido demonstrada
associacao entre uma reduzida VFC e DAC estavel significativa (KOTECHA e
colab., 2012).
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Em pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC), uma VFC reduzida se
associa a diversos indices de gravidade da doenga de base, tais como classe
funcional (NYHA), fracdo de ejecao, diametro diastolico do ventriculo esquerdo
e pico de consumo de O2 (FAUCHIER e colab., 1997, 1999; LA ROVERE e
colab., 2003; MAKIKALLIO e colab., 2001; NOLAN e colab., 1998; PONIKOWSKI
e colab., 1997; SZABO e colab., 1997; Yl e colab., 1997). Além disso, a VFC tem
se mostrado preditora independente de mortalidade geral, mortalidade por IC,
morte subita, arritmias ventriculares e necessidade de transplante cardiaco
(FAUCHIER e colab., 1999; KAMATH e colab., 2012; NOLAN e colab., 1998).

Uma reduzida VFC é ainda consistentemente associada a diversos
fatores de risco cardiovascular, incluindo hipertensdo, diabetes mellitus,
tabagismo, sobrepeso, sedentarismo, transtornos mentais e estresse, sendo um
potencial elo entre tais fatores e as doengas cardiovasculares (CARNEY e colab.,
2001; LICHTMAN e colab., 2008; THAYER e colab., 2010). De maneira
inesperada, entretanto, existem diferengas étnicas significativas no
comportamento da VFC, em distintos cenarios populacionais, demonstrando-se
indices elevados de VFC em negros quando comparados com brancos, que por
sua vez possuem caracteristicamente um menor perfil de risco e prevaléncia de
DCV (HILL e colab., 2015; KEMP e colab., 2016). Uma potencial explicagao para
esse aparente paradoxo € uma resposta compensatoria psicofisioldgica a efeitos
adversos da discriminagao, como demonstrado em estudo da coorte ELSA-Brasil
(KEMP e colab., 2016).

Dessa forma, é de grande importancia o estudo da VFC na coorte ELSA-
Brasil, tendo em vista suas potenciais implicagcdes clinicas e progndsticas em

nossa populacéao.

2.4- Relagao entre a funcao endotelial e a fungao autonémica

O sistema nervoso autonémico (SNA), simpatico e parassimpatico, inerva
abundantemente o endotélio e laminas musculares dos vasos sanguineos,
regulando a contragéo e tensao vascular (BEVAN e BRAYDEN, 1987; TODA e
OKAMURA, 2003). Terminagdes nervosas adrenérgicas inervam as laminas
musculares, enquanto as colinérgicas s&o encontradas tanto nas camadas

musculares, quanto no endotélio. Estudos demonstram a presenca de
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receptores colinérgicos no endotélio vascular de leitos arteriais e sua associagéo
com a liberagao de ON, depreendendo-se papel significativo e complexo do SNA
na fisiologia endotelial (AMIYA e colab., 2014). Desequilibrios no SNA podem
afetar de maneira deletéria a funcdo e integridade do leito vascular, sendo este
o potencial elo fisiopatologico entre as disfungbes autonémica e endotelial
(GRASSI, 2009).

A associagdo entre marcadores de atividade simpatica e a funcéo
endotelial tem sido demonstrada em individuos sem doenga cardiovascular
prévia. Em estudo com 314 individuos, por exemplo, a fungdo endotelial
mensurada pelo BART foi inversamente relacionada aos niveis séricos de
norepinefrina (KAPLON e colab., 2011). Sverrisdottir et al. (2010), por outro lado,
realizaram medidas simultaneas de descarga simpatica (potenciais de agdo no
leito vascular) e fungdo endotelial microvascular (RHI pelo PAT) em 10 individuos
saudaveis, demonstrando uma correlagao inversa significativa (r= - 0,8, p=
0,005). Estes dados sugerem que o comprometimento da fungcado endotelial,
avaliada por métodos distintos, se relaciona a maiores niveis de atividade
simpatica, por sua vez associada a diversas doengas cardiovasculares.

De maneira semelhante, demonstra-se uma consistente associagao entre
disfungao endotelial e autondbmica em cenarios clinicos variados, tais como na
hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus, obesidade, doenca arterial
coronariana, insuficiéncia cardiaca, doenca de Chagas, dentre outros (BINKLEY
e colab., 2005; CIESLIK-GUERRA e colab., 2014; GAMBOA e colab., 2012,
2016; TRUCCOLO e colab., 2013; WATANABE e colab., 2013), com poucos
dados negativos publicados (TIFTIKCIOGLU e colab., 2016). A despeito da
limitagdo de dados sobre o tema, as disfungbes autondmica e endotelial
frequentemente coexistem no desenvolvimento de diversas doengas, sugerindo
a existéncia de uma complexa interagao entre ambas (AMIYA e colab., 2014).

A interacao entre o SNA e a funcado endotelial mensurada por métodos
distintos, que, por sua vez, sao realizados em diferentes leitos vasculares —
vasos de conducao no BART e leito microvascular de extremidades na PAT —, é
objeto de debate entre pesquisadores. Questionam-se as possiveis diferencas
entre a resposta ao ténus autonémico em vasos distintos, com provavel maior

influéncia no leito microvascular.
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Além disso, mesmo utilizando-se a PAT, diferentes abordagens
metodoldgicas existem ao se investigar a fungdo endotelial microvascular e sua
correlagdo com a fungédo autondmica. Hamada et al (2016), por exemplo, com o
objetivo de estabelecer um novo indice pelo método PAT para avaliar a disfungéo
autonémica vascular em 65 individuos (incluindo participantes saudaveis, em
uso de bloqueadores adrenérgicos e diabéticos), desenvolveram o sympathetic
hypoemia index (SHI), baseado na diferenca de amplitude de pulso no brago ndo
ocluido. Encontrou-se uma correlagdo moderada entre o SHI e a variagcdo nos
indices de VFC - A LF (r = 0,63, p <0,05) e A LF/HF (r = 0,78, p < 0,05). De
maneira interessante, ndo foi demonstrada neste estudo correlagao entre o RHI,
parametro tradicionalmente utilizado e validado pelo método PAT, e os indices
de VFC, levantando-se a possibilidade de que esse ndo seja um parametro
adequado para avaliacdo da atividade do SNA em nivel microvascular.

Apesar do exposto, conforme observa-se na tabela 1 (abaixo), a
associagao entre as disfungdes autondmica e endotelial microvascular é assunto
ainda pouco explorado, até o momento carecendo de estudos de base

populacional que investiguem o tema.
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Tabela 1. Sumario de estudos que demonstram associagio entre fungao endotelial e fungao autonomica.

Estudo

BINKLEY e colab.,
2005

CIESLIK-GUERRA
e colab., 2014

GAMBOA e colab.,
2012

GAMBOA e colab.,
2016

HAMADA e colab.,
2017

Objetivo

Testar a hipétese de que a
homizigose para
determinado polimorfismo do
promotor do gene da 6xido
nitrico sintase endotelial
(eNOS), que confere menor
atividade a esta enzima, esta
relacionada a disfuncao
autondmica.

Avaliar a correlagao entre a
fungéo endotelial e a fungéo
autonémica em pacientes
com SCA recente.

Determinar se a contencéo
ténica da presséo arterial
pelo ON é reduzida em
hipertensos.

Testar a hipétese de que a
vasodilatagdo mediada pelo
ON é mediada pela ativagcao
simpatica em obesos.

Estabelecer novo indice para
avaliar a fungao autondémica
vascular usando o método
PAT.

Amostra Populagao

29 Individuos
com

insuficiéncia

cardiaca

52 Individuos

com passado
de SCA nos
ultimos 3 a 6

meses
66 Individuos

saudaveis e
hipertensos

14 Individuos
obesos

65 Individuos

saudaveis,
diabéticos e

em uso de

bloqueadores
simpaticos

Método de
avaliagao da
fungéo
endotelial

PAT

Inibicdo da
enzima ON
sintetase com
N-monomethyl-
L-arginine (L-
NMMA).

Acetilcolina
intrabraquial
(vasodilatagéo
mediada por
ON)

PAT

Método de
avaliagao da
fungcéo autonémica

VFC

Resposta simpatica
da pele
(Sympathetic Skin
Response — SSR)

Bloqueio
autondédmico com
trimetafan

Bloqueio
autondémico com
trimetafan

VFC

Resultados

Individuos homizigotos para o
polimorfismo do promotor eNOS
(marcador de disfungdo endotelial),
quando comparados aos individuos sem
esta alteragao, apresentaram maior
disfungdo autondmica evidenciada pelo
LF (p=0.04) e pela razdo LF/HF (p=0.04).

RHI correlacionado significativamente a
laténcia da SSR nos membros superiores
(r=0.41, p= 0.004 a direita, e r= 0.42,
p=0.004 a esquerda)

A contencgao ténica pelo ON foi
semelhante em hipertensos e individuos
saudaveis durante o bloqueio
autondmico. Sugere-se que a deficiente
vasodilatagcido mediada pelo ON
(denotando disfuncéo endotelial) seria
secundaria a ativagao simpatica.
Observou-se menor aumento do fluxo
braquial com acetilcolina, quando
comparado ao aumento com
nitroprussiato (vasodilatagdo néo
mediado pelo ON) em doses equipotentes
(p <0.05). Nao houve diferenga,
entretanto, apos o bloqueio autondmico
(p=0.58).

Desenvolvido o sympathetic hypoemia
index (SHI), que apresentou correlagao
moderada variagao nos indices de VFC -
ALF (r=0,63, p <0,05) e ALF/HF (r=
0,78, p < 0,05). O SHI foi
significativamente menor em diabéticos
que nos controles (p=0.046).
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Tabela 1. Continuagao

KAPLON e colab.,
2011

SVERRISDOTTIR
e colab., 2010

TIFTIKCIOGLU e

colab., 2016

TRUCCOLO e

colab., 2013

WATANABE e
colab., 2013

Testar a hipétese de que a
disfuncao vascular endotelial
com a idade é relacionada a
maior atividade simpatica.
Investigar se a medida direta
de vasoconstricao simpatica
é correlacionada a funcao
endotelial.

Estudo caso-controle com o
objetivo de investigar a
correlagao entre marcadores
plasmaticos de disfungéo
endotelial e neuropatia
autondmica em pacientes
com tolerancia reduzida a
glicose e com DM2.

Avaliar a associagao entre
parédmetros de modulagéo
autonémica e fungao
endotelial em individuos com
Doenga de Chagas.

Avaliar a relagao entre a
fungao endotelial e a fungao
autondmica em individuos
com DAC.

314

10

80

13

47

Individuos
saudaveis

Individuos
saudaveis

Individuos
com
intolerancia a
glicose (25),
com DM2 (25)
e controles
(30).

Individuos
com Doenca
de Chagas
forma
indeterminada
Individuos
com DAC

BART

PAT

Marcadores
séricos de
disfuncao
endotelial: VWF
e E-selectina
soluvel.

BART

BART

Niveis séricos de
norepinefrina

Medidas diretas de
potenciais de agao
simpaticos no leito
muscular vascular
(MSNA)

VFC e SSR

VFC

VFC

FMD foi inversamente correlacionada aos
niveis séricos de norepinefrina (r= - 0.25,
p < 0.001).

RHI foi inversamente correlacionado ao
MSNA (r=-0.8, p = 0.005).

Nao houve correlagao entre os
marcadores séricos de disfungao
endotelial e os parametros de disfungao
autondmica.

FMD foi correlacionada com HF (r=0.78,
p=0.007), com LF (r= 0.68, p=0.01) e
com a razao HF/LF (r=-0.78, r= 0.004).

FMD foi correlacionada com SDNN
(r=0.33, p= 0.022) e com a razdo HF/LF
(r=-0.38, p=0.0087).

BART: teste de reatividade da artéria braquial; DAC: doenca arterial coronariana; DM2: diabetes mellitus tipo 2; eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial;
FMD: dilatagao arterial mediada pelo fluxo; HF: componente de alta frequéncia; LF: componente de baixa frequéncia; ON: 6xido nitrico; PAT: tonometria
arterial periférica; RHI: indice de hiperemia reativa; SCA: sindrome coronariana aguda; SDNN: desvio padrao dos intervalos NN; SHI: sympathetic
hypoemia index; SSR: resposta simpatica da pele; VFC: variabilidade da frequéncia cardiaca; vWF: fator de von Willebrand.
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3- JUSTIFICATIVA

A investigacao da relagao entre a fungao endotelial e fungéo autonémica,
objeto do presente projeto, pode auxiliar no entendimento da influéncia do
sistema nervoso autbnomo na fungdo endotelial microvascular, territorio
altamente responsivo ao tdénus simpatico, contribuindo na elucidacdo de
mecanismos fisiopatoldgicos e curso clinico das doengas cardiovasculares, além
de gerar hipoteses para possiveis alvos terapéuticos (HAMBURG e BENJAMIN,
2009).

A associacao entre a DE microvascular e a disfungéo autonémica ainda
nao foi abordada em estudos de base populacional. A investigacdo desta
associagao na coorte ELSA-MG €, portanto, original, na medida em que abrange
o estudo da fungdo endotelial microvascular pelo método PAT — de facil
execugao, nao invasivo, reprodutivel e com boa confiabilidade — em grande
amostra de adultos, com ou sem doencgas cardiovasculares (BRANT, 2011).

O Centro de Investigagcdo ELSA-MG incluiu a avaliagdo da fungéo
endotelial pelo método PAT nos exames da linha de base de 1659 participantes.
A VFC, por sua vez, foi mensurada em toda a coorte ELSA-Brasil, através de
registro do eletrocardiograma (ECG) continuo de 10 minutos em repouso € na
posigao supina.

Dessa forma, o presente estudo busca contribuir de maneira significativa
para o entendimento da fisiopatologia e historia natural das doencgas
cardiovasculares, com possiveis implicacdes terapéuticas, além de ser original

e factivel, utilizando dados da coorte de base populacional ELSA-Brasil.
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4- OBJETIVO GERAL

Investigar a associagao entre fungado endotelial microvascular medida pelo
PAT, e os indices de variabilidade de frequéncia cardiaca (VFC) em adultos
brasileiros participantes do Estudo Longitudinal da Saude do Adulto (ELSA-

Brasil).

4.1- Objetivos especificos

e Investigar a correlagao entre:

o Indices de VFC (variaveis explicativas): intervalo RR médio, SDNN,
RMSSD, LF e HF;

o Indices de DE pelo PAT (variaveis resposta): PAT ratio e amplitude
meédia do pulso basal.

e Ajustar a possivel associagao encontrada para covariaveis de interesse,
a saber: idade, sexo, raga, escolaridade, renda, tabagismo, grau de
atividade fisica, indice de massa corpérea (IMC), hipertensao arterial
sistémica (HAS), glicemia de jejum, diabetes mellitus (DM), razao
colesterol total/HDL e DCV prevalente.

e |Investigar a associagdo objeto do presente estudo em subgrupos
especificos: pacientes sem fatores de risco cardiovascular classicos (a
saber, idade > 55 anos, dislipidemia, diabetes mellitus, hipertensao arterial
e obesidade) ou DCV prevalente; pacientes portadores de diabetes
mellitus; obesidade; e sindrome metabdlica.

¢ Realizar analise de sensibilidade em individuos sem DCV prevalente e
que nao estdo em uso em uso de betabloqueadores, bloqueadores do

canal de calcio e alfa-agonistas.
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5- METODOLOGIA

5.1- Tipo do estudo

Observacional, transversal.

5.2- Populagao do estudo

No Centro de Investigagdo ELSA-MG —responsavel pela inclusdo de 3115
participantes na coorte ELSA-Brasil, a avaliacdo da fungdo endotelial foi
realizada na linha de base do estudo pelo método PAT em 1659 participantes,
tendo em vista que a inclusdo do PAT ocorreu com a linha de base ja em
andamento.

A amostra deste estudo, apds selegcao de participantes por critérios
apresentados abaixo, € composta por 1447 participantes consecutivos da linha
de base do ELSA-MG com exames PAT e de VFC considerados validos,

conforme fluxograma (Fluxograma 1):

5.2.1- Critérios de elegibilidade

e Do ELSA-Brasil: Funcionarios nao terceirizados da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e do Centro Federal de Educagéo
Tecnoldgica de Minas Gerais (CEFET-MG), de ambos os sexos,
com idade entre 35 a 74 anos.

e Avaliagdo da fungdo endotelial microvascular pelo PAT valida.

e Avaliacado da funcao autondmica pela VFC valida: exames cujas
séries R-R apresentaram menos de 20% de remocao por artefatos

(maiores detalhes no item 5.3.4).
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1659 participantes avaliados quanto a
elegibilidade e exclusao para realizagao do
PAT (centro ELSA-MG)

124 participantes excluidos:

2 por recusa do participante

2 por dados faltantes

3 por uso de nitratos

> 1 por doenga de _Rayngud _

3 por mastectomia radical previa

5 por anormalidade nas méaos

58 por doenga aguda nas 12h
antes do exame

50 por exames tecnicamente
inadequados

v

1535 participantes avaliados quanto a
critérios de elegibilidade e exclusdao no
presente estudo

88 participantes excluidos:

60 exames de VFC com artefatos

3 por uso de antiarritmicos

0 por uso de digoxina

0 por uso de escopolamina

22 por uso de antidepressivos
triciclicos

3 por uso de antidepressivos
tatraciclicos.

v

1447 participantes compoem a amostra do
estudo.

Fluxograma 1. Selecéo de participantes quanto aos critérios de elegibilidade e exclusao para a
amostra do presente estudo. PAT: tonometria arterial periférica; VFC: variabilidade da frequéncia
cardiaca.
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5.2.2- Critérios de exclusao

Do ELSA-Brasil: Gravidez, doenca com sobrevida inferior a 5 anos,
dificuldade cognitiva para entrevista, afastamento prolongado por
doenga, interesse em mudanga de emprego nos 2 anos seguintes.
Para realizacdo do PAT. Recusa em realizar exame apos
explicacédo padronizada, presencga de deformidades nos dedos que
impossibilitassem adequada aquisi¢ao do sinal do PAT, doenca de
Raynaud, mastectomia radical.

Ap0s realizagao do PAT: doenga aguda nas 12h antes da avaliacgéo,
dados faltantes, uso oral de nitratos e estudos tecnicamente
inadequados (ocluséo insuficiente do fluxo, qualidade ruim do sinal
do PAT, aquisigao incompleta de dados pelo sistema e periodo de
oclusao > 5:30 min).

Uso de antiarritmicos (amiodarona, propafenona, sotalol,
quinidina), digoxina, escolapolamina, antidepressivos triciclicos
(amitriptilina,  imipramina,  nortriptilina,  clomipramina) e

antidepressivos tetraciclicos (mirtazapine, maprotilina).

5.3- Coleta de dados

Os dados do presente estudo foram coletados no Centro de Investigagéo
ELSA-MG, de maneira padronizada (AQUINO e colab., 2012; FEDELI e colab.,
2013; MILL e colab., 2013):

5.3.1- Entrevista

Foram realizadas entrevistas com utilizacdo de questionario padronizado

envolvendo os seguintes aspectos:

Idade em anos;
Sexo (feminino e masculino);

Raca autodeclarada;
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Escolaridade atual: ensino superior completo (>15 anos), ensino
médio completo (11-14 anos), ensino fundamental completo (8-10

anos) e ensino fundamental incompleto (0-7 anos);

Tabagismo: foram considerados tabagistas os participantes que
declararam terem fumado pelo menos 100 cigarros ao longo da
vida e que continuavam tabagistas. Aqueles que relataram terem
fumado ao longo da vida, mas ndo fumavam no momento da

entrevista foram classificados como ex-fumantes;

Atividade fisica: obtida através do Questionario Internacional de
Atividade Fisica, versao curta — IPAQ (HALLAL e VICTORA, 2004)
—, 0 grau de atividade fisica entre os participantes foi classificada
em de baixa, moderada ou forte intensidade (<600, 600 a 3000 e =

3000 equivalentes metabdlicos-min/semana, respectivamente);

Doencas prévias e atuais autorreferidas e uso de medicamentos.

5.3.2- Medidas

indice de Massa Corporal (IMC): foram aferidos o peso em
quilogramas e a altura em metros por meio de métodos
padronizados e entdo calculado o IMC (Kg / m?) utilizado como

variavel continua.

Circunferéncia abdominal, medida de maneira padronizada em
linha horizontal acima ao nivel da crista iliaca direita ao final da

expiragao.

Pressdo arterial (PA): Aferida por meio do equipamento
oscilométrico (Omron HEM 705CPINT) validado. As medidas da PA
sistdlicas e diastolicas foram feitas trés vezes na posi¢cao sentada
apos 5 minutos de repouso. A média das segunda e terceira foi

utilizada nas analises.
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5.3.3- Coleta de sangue

A coleta foi realizada apés jejum de 12 horas através de pungao em veia
do antebrago por pessoal treinado. Foi coletado sangue para os seguintes
exames complementares utilizados neste estudo:

e Glicemia de jejum, mensurada através do método hexoquinase
(ADVIA Chemistry; Siemens, Deerfield, Illinois).

e Teste de toleréncia oral a glicose, mensurada glicemia 2h apdés
carga 75g de glicose oral (ADVIA Chemistry; Siemens, Deerfield,
lllinois).

e Hemoglobina glicada (HbA1c), mensurada por cromatografia
liquida de alta pressao (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California)

e Razao Colesterol total/HDL.: fragdes totais e niveis de lipoproteinas
de alta densidade (HDL) colesterol foram determinados por meio
de ensaio enzimaticos colorimétrico (ADVIA Chemistry; Siemens,

Deetfield, lllinois) e foi calculada a raz&o entre eles.

5.3.4- Avaliagao da variabilidade da frequéncia cardiaca

A VFC foi mensurada em 13791 participantes da coorte ELSA-Brasil com
idades entre 34 a 75 anos na linha de base (MILL e colab., 2013). Apesar de ter
sido programado fazer em todos os participantes incluidos na coorte (n=15105),
isto n&o ocorreu por questdes logisticas. Para sua determinacgao, foi feito registro
do eletrocardiograma (ECG) continuo de 10 minutos em repouso € na posi¢cao
supina. Tais registros foram submetidos a analise temporal e espectral da VFC,
utilizando-se o modelo autorregressivo que identifica as bandas espectrais de
frequéncia muito baixa (VLF, 0 a 0,04Hz), baixa (LF, 0.04 a 0.1Hz) e alta (HF, 0.1
a 0.4Hz). A amplitude da banda de HF correlaciona-se com a modulagao vagal
da FC, enquanto a banda LF depende simultaneamente da modulagao vagal e
simpatica (TASK FORCE, 1996).

A VFC foi avaliada pela obtencao de tracado eletrocardiografico digital
continuo (Micromed, Brasil) por periodo de 10 minutos sob as seguintes
condicdes: posicao supina, respiragao espontanea, ambiente silencioso e com
temperatura controlada entre 20 a 24°C. Foi avaliada amostra de 13791

participantes, dos quais, através de sistema especificamente desenvolvido para
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este fim (Micromed Wincardio 4.4a, Brasil), foram geradas automaticamente
séries de intervalos R-R obtidas de derivagdes com a maior amplitude de onda
R (usualmente DII). Tais séries R-R foram submetidas a processamento com o
objetivo de remover os batimentos ectdpicos e artefatos. Cada intervalo R-R foi
comparado com um intervalo R-R médio (média da soma dos ultimos 10
intervalos R-R normais), sendo que batimentos com intervalos R-R menores que
80% ou maiores que 120% do R-R médio foram classificados como ectépicos e
removidos da série através de interpolagao linear. Séries R-R com mais de 20%
de remocao foram excluidas da analise. De acordo com esse critério, eliminou-
se 3,8% dos registros eletrocardiograficos (504 participantes), permanecendo
13287 participantes com exames validos na coorte (DANTAS e colab., 2015;
MILL e colab., 2013). A partir dos tragados validos, calculou-se automaticamente
os seguintes indices de VFC nos dominios do tempo e da frequéncia: intervalo
RR médio, SDNN (desvio padrdao dos intervalos RR normais), RMSSD (raiz
quadrada do quadrado médio das diferengas sucessivas dos intervalos RR
normais), pNNS50 (propor¢do de intervalos RR normais com diferengas
sucessivas maiores que 50ms), indice triangular, componente de baixa
frequéncia (LF), componente de alta frequéncia (HF), razdo LF/HF e variancia

total.

5.3.5- Avaliagao da funcao endotelial

O PAT ratio, variavel resposta definidora da hiperemia reativa no presente
projeto (vide item 5.4.1), foi determinado através do aparelho Endo-PAT2000
(Itamar Medical Ltd., Caesarea, Israel) por quatro examinadores treinados e
certificados. O participante foi orientado a deitar-se em maca acolchoada com
bracos e pernas estendidos em ambiente calmo, e o0 manguito do aparelho de
pressao foi posicionado no brago ndo dominante, dois centimetros acima da
fossa cubital. Os sensores pneumaticos foram colocados nos dedos indicadores
de cada mao, sem contato com qualquer objeto. Estes sensores aplicam uma
pressao uniforme a superficie distal dos dedos, permitindo medir a mudancga dos
volumes do pulso. Durante o exame, os sensores digitais permanecem
insuflados com pressao eletronicamente estabelecida 10 mmHg abaixo da

pressdo diastolica do participante (maximo de 70 mmHg). Apds periodo de
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estabilizagao do sinal por um minuto, inicia-se 0 exame que contém trés periodos
de registro continuo: no primeiro, grava-se o sinal basal por cinco minutos, em
seguida interrompe-se o fluxo arterial do brago ndo dominante através da
insuflagdo do manguito com pressao 60 mmHg acima da PA sistolica (minimo de
200 mmHg) por cinco minutos (+ 30 segundos), e, por fim, registra-se por mais
cinco minutos as mudangas nos volumes dos pulsos digitais secundarios a
hiperemia reativa, apos a desinsuflagdo abrupta do manguito. Em caso de
detecgdo de n&o oclusdo do pulso arterial, o manguito foi insuflado mais 50
mmHg, até o maximo de 300 mmHg.

O PAT ratio é a razao entre a amplitude média do sinal entre 90 e 120
segundos apos o aparecimento das curvas de volume que se segue a
desinsuflagdo do manguito no brago teste, dividido pela amplitude média do sinal
antes da insuflagdo (amplitude média basal — AMB), que, por sua vez, é
calculada durante o periodo antes da oclusdo do manguito (partindo-se do inicio
do teste até 20 segundos antes do inicio da oclusao, divide-se o periodo em duas
partes, sendo considerada a ultima delas). Este resultado é dividido pela razdo
correspondente do brago contralateral, que serve de controle para alteracbes
sistémicas fisiologicas e transformado para o seu logaritmo natural (HAMBURG
e BENJAMIN, 2009). Razao semelhante a anterior é o RHI, que utiliza como fator
de correcgao, entretanto, formula de propriedade do fabricante ([0,2276 x In (mean
occluded baseline amplitude) — 0,2]), com a intengéo de ajustar frente a possiveis
alteracbes sistémicas do tonus vascular (BRUYNDONCKX e colab., 2013).
Quando necessario, o ajuste de margens final foi realizado, conforme orientagao
do fabricante (Figura 1). Conforme demostrado em 123 participantes do ELSA-
MG, a avaliacdo da funcido endotelial pelo PAT na coorte ELSA-MG é
reprodutivel e com boa confiabilidade (BRANT, 2011).
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Figura 1. Exame PAT: Ondas de pulso mostrando aumento da amplitude apos a oclusdo do pulso arterial
(resposta normal). As margens da oclusdo sdo definidas automaticamente. No entanto. em caso de definicido
automatica inadequada. o ajuste foi realizado manualmente pelo supervisor arrastando as linhas apontadas
pelas setas pretas. na escala de tempo de 1 minuto. Apés o ajuste. o RHI foi recalculado automaticamente.
RHI: indice de hiperemia reativa.

Fonte: Manual do Usuério Endo-PAT2000. 2002-2009. Itamar Medical Ltd.

5.4- Variaveis a serem avaliadas

5.4.1- Variaveis resposta (fungao endotelial microvascular)

PAT ratio, que reflete a resposta a hiperemia reativa, fenbmeno
dependente da liberacao de ON
Amplitude média do pulso basal (AMB), que reflete o tdbnus vascular

basal

5.4.2- Variaveis explicativas (variabilidade da frequéncia cardiaca)

Intervalo RR médio

SDNN (desvio padrao dos intervalos RR normais)

RMSSD (raiz quadrada do quadrado médio das diferencas
sucessivas dos intervalos RR normais)

Componente de baixa frequéncia (LF, em valores absolutos)

Componente de alta frequéncia (HF, em valores absolutos)

5.4.3- Covariaveis

Idade (em anos)
Racga autodeclarada (classificadas em branca, parda e preta -
excluidos indigenas e asiaticos devido a pequeno numero de

individuos)
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e Sexo (feminino e masculino)

e Escolaridade (estratificada em faixas: até fundamental incompleto,
fundamental completo, médio completo e superior completo)

e Renda (renda liquida familiar per capita mensal em reais)

e Tabagismo atual

e Grau de atividade fisica (fraca, moderada e intensa)

« Indice de massa corpérea (peso em Kg dividido pelo quadrado da
altura em metros)

e Hipertensdo arterial sistémica (pressdo arterial sistdlica 2
140mmHg, presséo arterial diastdlica =2 90mmHg ou uso de
tratamento anti-hipertensivo)

e Diabetes mellitus (glicemia de jejum = 126mg/dL, hemoglobina
glicosilada = 6,5%, glicemia 2h ap6s dextrosol = 200mg/dL, uso de
insulina ou tratamento medicamentoso para DM)

e Razao Colesterol total/HDL

e Doenca cardiovascular prevalente (alteracbes maiores ao
eletrocardiograma ou passado de doenga arterial coronariana,
acidente vascular encefalico ou insuficiéncia cardiaca
autorreferidos)

e Uso de betabloqueadores (atenolol, bisoprolol, nebivolol,
metoprolol, propranolol, nadolol e pindolol)

e Uso de bloqueadores do canal de calcio (anlodipino, felodipina,
isradipino, lacidipino, lercanidipino, nifedipino, nimodipino,
nitrendipino, manidipino, diltiazem e verapamil)

e Uso de alfa-agonistas (clonidina, tizanidina, ioimbina, moxonidina,

tansulosina, doxazosina, alfuzosina)

5.5- Analise estatistica dos dados

5.5.1- Analise descritiva
Serao reportados média e desvio padrdao para variaveis continuas
normais, mediana e intervalo interquartil para variaveis continuas nao normais,

e porcentagem para variaveis categéricas.



36

5.5.2- Andlise univariada

A verificagdo de correlagao entre as variaveis resposta (PAT ratio e AMB)
e cada variavel explicativa (intervalo RR médio, SDNN, RMSSD, HF e LF) sera
realizada inicialmente por meio do teste de correlagédo de Spearman (um valor-p

< 0,05 sera considerado estatisticamente significativo).

5.5.3- Analise multivariada

Na hipétese de se encontrarem correlagbes significativas clinica e
estatisticamente na analise univariada, serao construidos modelos de regressao
linear multipla, para verificar a associacdo entre cada um dos indices de VFC,
AMB e PAT ratio ajustando por idade, sexo e raca (Modelo 1). Em seguida, sera
verificado se as associagcdes encontradas sao independentes dos determinantes
distais (escolaridade, renda), comportamentos e fatores de risco cardiovascular
classicos para DCV (grau de atividade fisica, tabagismo, IMC, colesterol
total/HDL, diabetes mellitus e hipertensdo arterial) ou de DCV prevalente
(Modelo 2). Finalmente, esses modelos serdo ajustados pelas demais
covariaveis a saber: uso de betabloqueadores, bloqueadores do canal de calcio
e alfa-agonistas (Modelo 3), sendo este o modelo final (considerando um valor-
p < 0,05 e apos realizagao de teste de adequacéao). Interagdes potenciais serao
testadas e incluidas no modelo final se significativas.

A medida das associagdes encontradas sera expressa através do

coeficiente 3, com intervalo de confianga de 95%.

5.5.4- Analises de subgrupo

Serdo realizadas analises univariadas e, se necessario, multivariadas
(conforme os itens 5.5.2 e 5.5.3) nos seguintes subgrupos de pacientes.

e Participantes sem qualquer dos fatores de risco cardiovascular
classicos ou DCV prevalente, que serdo considerados “saudaveis”:

o Idade > 55 anos,
o Dislipidemia (colesterol total = 240mg/dL; LDL-colesterol =
160mg/dL; HDL-colesterol < 40mg/dL para homens; HDL-
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colesterol < 50mg/dL para mulheres; triglicérides =
150mg/dL; ou tratamento medicamentoso para dislipidemia)
o Diabetes mellitus, conforme definido em item 5.4.2.
o Hipertensao arterial, conforme definido em item 5.4.2.
o Obesidade, definida como IMC = 30 Kg / m>.
e Participantes com diabetes mellitus.
e Participantes com sobrepeso e obesidade
e Participantes com Sindrome Metabdlica, definida por critérios do
ATPIIl (GRUNDY e colab., 2004):
o Circunferéncia abdominal > 102 cm para homens ou > 88cm
para mulheres).
o Triglicérides > 150mg/dL,
o HDL-colesterol < 40mg/dL para homens ou < 50mg/dL para
mulheres.
o Pressao arterial = 130/85 mmHg

o Glicemia de jejum = 100mg/dL

5.5.5- Andlises de sensibilidade
Serdo realizadas analises univariadas e, se necessario, multivariadas
(conforme os itens 5.5.2 e 5.5.3) nos seguintes subgrupos de pacientes:
e Participantes sem DCV prevalente
e Participantes que nao estejam em uso de betabloqueadores,

bloqueadores do canal de calcio e alfa-agonistas

5.6- Aspectos éticos

O Estudo Longitudinal da Saude do Adulto (ELSA) recebeu
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP — em 28/06/06 e
foi registrado no SISNEP FR 93920 (ANEXO A). Os sujeitos da pesquisa foram
recrutados voluntariamente para participagdo na pesquisa e assinaram o Termo

de Consentimento Livre e esclarecido (ANEXO B).
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6- RESULTADOS

6.1- Artigo de Resultados

Foi produzido artigo cientifico com os resultados do presente projeto de
pesquisa, sendo submetido a revista International Journal of Cardiology no
formato short communication. O artigo foi redigido de acordo com as normas do

periddico supracitado e encontra-se reproduzido abaixo:
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Abstract

Introduction: Endothelial and autonomic dysfunctions are thought to be
associated with the development of cardiovascular diseases, and a common
pathway for both dysfunctions has been described. However, the association
between autonomic and microvascular endothelial functions assessed by non-
invasive methods - heart rate variability (HRV) and peripheral arterial tonometry
(PAT), respectively - has been little explored.

Participants and methods: In 1,447 participants of the Brazilian Longitudinal
Study of Adult Health (ELSA-Brasil), we investigated the correlation between
endothelial microvascular and autonomic functions variables using Spearman’s
rank correlation test. Subgroup analysis was pre-specified in individuals with
diabetes, overweight/obesity, metabolic syndrome, and individuals free of
cardiovascular risk factors. Sensitivity analysis was performed for individuals
without prevalent CVD and for participants who were not using beta-adrenergic
blockers, calcium-channel blockers and alpha-adrenergic agonists.

Results: We found weak correlations between basal pulse amplitude (BPA) and
mean RR interval (0.064), RMSSD (0.067) and HF (-0.093), and between PAT-
ratio and RMSSD (0.058) and HF (0.067). The observed correlations remained
weak in subgroup and sensitivity analysis.

Conclusion: The association between endothelial function evaluated in the
microvasculature and autonomic function assessed by HRV analysis is not
relevant, suggesting that they may contribute in different pathways to the

development of cardiovascular diseases.
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Highlights
e Endothelial and autonomic dysfunctions are thought to be associated
with the development of cardiovascular diseases.
¢ Endothelial function evaluated by peripheral arterial tonometry and
autonomic function assessed by heart rate variability are not relevantly
correlated in this large cohort of community-dwelling adults.
e The observed correlations remained weak even after performing a

comprehensive subgroup and sensitivity analysis.

Introduction

Endothelial dysfunction reflects early vascular damage when the process of
atherosclerosis is still potentially reversible?, and is characterized by decreased
nitric oxide bioavailability, resulting in a phenotype prone to inflammation,
constriction and thrombosis.'3 Peripheral arterial tonometry (PAT) is an
established method to assess endothelial function.” PAT measures the response
to reactive hyperemia in the microvasculature of the digits, has good
reproducibility and is easier to implement in clinical practice.?* An impaired PAT
response correlates with a greater burden of cardiovascular risk factors,
particularly metabolically,®*¢ and predicts cardiovascular events.”:8

The autonomic nervous system is the primary modulator of heart rate in response
to a complex signaling system. Heart rate variability (HRV) is characterized by
periodic and non-periodic oscillations of heart beats, which can be detected by
changes in the length of R-R intervals in the electrocardiogram.® HRV is thought
to be the result of adaptive changes in heart rate caused by sympathetic and
parasympathetic nervous system, with the purpose to buffer blood pressure.
Therefore, HRV is a recognized tool to assess the autonomic nervous system
influence on the cardiovascular system, traditionally through linear analyses
carried out in the time and frequency domains. A decreased HRV can occur in
the presence of elevated sympathetic modulation and is a predictor of morbidity
and mortality in various clinical scenarios, such as known cardiovascular or
coronary heart disease'®", heart failure, diabetes'?, arrhythmias and sudden
death3.14,

Endothelial and autonomic dysfunctions frequently coexist in the development of
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cardiovascular diseases and its risk factors'>®, suggesting the existence of
complex interaction between them. However, the association between autonomic
and microvascular endothelial function measured by peripheral arterial tonometry
has been little explored. The aim of this study was to investigate the relationship
between microvascular endothelial and autonomic functions in a large sample of

community-dwelling individuals from the ELSA-Brasil Cohort Study.

Participants and Methods

This study is embedded within the Brazilian Longitudinal Study of Adult Health
(ELSA-Brasil), a multicenter cohort of 15,105 civil servants designed to
investigate the determinants of cardiovascular diseases (CVDs) and diabetes.!”
Eligibility criteria included active or retired employees of 5 universities and one
research center, aged 35 to 74 years, who volunteered to participate. Exclusion
criteria were: pregnancy, intention to quit work at the institution in the near future,
severe cognitive or communication impairment and, if retired, residence outside
the center’s corresponding metropolitan area. The current study sample is
derived from the Minas Gerais Investigation Center, where PAT data acquisition
began partway through the baseline visit (2008-2010), and 1,535 participants
had valid data.® All participants undertook HRV measures,'® and we excluded
participants due to invalid HRV measures (n=60), use of antiarrhythmic drugs
(n=3), and tricyclic and tetracyclic antidepressants (n=25). Our sample size
consisted of 1,447 participants. The Universidade Federal de Minas Gerais Ethics
Committee approved the study and all participants provided written informed
consent.

Microvascular endothelial function was assessed using EndoPAT2000 (ltamar
Medical, Israel) and the full protocol has been described elsewhere.3#
Reproducibility of PAT is comparable to other non-invasive methods for
endothelial function assessment.3* BPA reflects the basal vascular tone and PAT
ratio measures the vascular response to reactive hyperemia.?? Higher BPA and
lower PAT ratio are related to vascular disease phenotypes.3°38

Participants also underwent autonomic function assessment through a
continuous (10 min) digital electrocardiographic recording (Micromed, Brazil).

Tracings were obtained with 250 Hz sampling rate and in physiologically stable
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conditions, i.e. at supine position under spontaneous respiration in a quiet and
temperature controlled room (22-24 °C).%'® Dedicated software (Micromed
Wincardio 4.4a, Brazil) generated the series of R—R intervals from the selected
ECG lead with the highest R wave amplitude (usually lead Il). The R—-R series
were automatically pre-processed aiming to remove ectopic beats and artefacts
and linear interpolation was used to replace removed beats. HRV analyses were
carried out in the time and frequency domains. Time domain analyses included
the mean and variance of all normal-to-normal intervals (NN); the standard
deviation of all NN intervals (SDNN); square root of the mean of the sum of the
squares of differences between adjacent NN intervals (RMSSD).° Power spectral
analysis included low frequency (LF, 0.04-0.15 Hz), and high frequency (HF,
0.15-0.40 Hz) bands and were estimated and expressed in absolute values.®

Data collection of covariates included questionnaires for medical history and
socioeconomic factors. Race and current smoking were self-reported.
Anthropometric and laboratory measurements were made as previously
described.?® The following definitions were used: diabetes (fasting glucose 2126
mg/dL, glucose after a tolerance test 2200 mg/dL, hemoglobin Alc 26.5%, and
self-reported diabetes or treatment with insulin or a hypoglycemic agent);
hypertension (systolic blood pressure [SBP] 2140 mmHg, diastolic blood
pressure [DBP] 290 mm Hg, or use of hypertensive treatment); prevalent CVD
(self-reported coronary artery disease, heart failure, or stroke); metabolic
syndrome (NCEP-ATP Il definition, present if three or more of the five criteria are
met: abdominal obesity, blood pressure over 130/85 mmHg, fasting triglyceride
level >150mg/dl, fasting high-density lipoprotein cholesterol level <40 mg/dl in
men or <50 mg/dl in women and fasting blood glucose >100 mg/dl). Otherwise
healthy individuals were defined in the absence of prevalent cardiovascular

disease or risk factor.

Statistical analyses

Characteristics of the study population are presented as unadjusted means with
standard deviations or medians with interquartile ranges for continuous variables,
and as absolute numbers and percentages for categorical variables. To

investigate the association between endothelial microvascular (PAT ratio and
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BPA) and autonomic functions (mean RR interval, SDNN, RMSSD, LF and HF),
pairwise correlation was assessed using Spearman’s rank correlation test.
Subgroup analysis was planned in individuals with diabetes, overweight and
obese, metabolic syndrome and individuals free of cardiovascular risk factors.
Sensitivity analysis was performed for individuals without prevalent CVD and for
participants who were not using beta-adrenergic blockers, calcium-channel
blockers or alfa-adrenergic agonists medications. All analyses were performed
using SPSS 20 (SPSS, Inc., Chicago, IL). Two-sided P<0.05 were considered

statistically significant.

Results

Table 1 demonstrates the characteristics of the study population (1447
participants). The mean age was 52 £ 9 years, 56% were men and 49.7% were
white. There were high proportions of sedentary and highly educated participants,
the latter reflecting the work-based origin of the sample. Overall, there was a high
prevalence of diabetes and metabolic syndrome. Table 2 shows the associations
between endothelial microvascular function and HRV measurements. We found
that, although statistically significant, there was a very weak correlation between
BPA and mean RR interval (0.064), RMSSD (0.067) and HF (-0.093). Same
results were observed between PAT-ratio and RMSSD (0.058) and HF (0.067).
After performing subgroup and sensitivity analysis the correlations found were

similar, with persistently weak correlations.

Discussion

In this large population-based sample of individuals, we found that BPA and PAT-
ratio are weakly correlated with some HRV variables. Although statistically
significant, these associations are probably not clinically relevant.

Endothelial and autonomic dysfunctions are traditionally thought to be associated
with the development of cardiovascular diseases, and a common pathway for
both dysfunctions has been described.' Microvascular bed is richly supplied by
sympathetic and parasympathetic nervous fibers. Adrenergic fibers innervate
muscular layers, while cholinergic fibers are found in both muscular layers and

endothelium, playing a critical role in regulating the vascular tone. Autonomic
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nervous system imbalances could, therefore, affect the vascular bed function and
integrity, and, as such, be the potential link between the autonomic and
endothelial dysfunctions. Preliminary studies support this hypothesis by showing
an inverse correlation of sympathetic activity markers and endothelial function
measures, including studies using PAT.'®'® However, there are important
limitations in interpreting the results mentioned, such as diverse and not
standardized protocols for endothelial and autonomic function assessments and
small sample sizes.

The findings of this study contradict the hypothesis that there is an association
between microvascular endothelial function and autonomic function. Limitations
should also be recognized: although PAT and HRV are considered established
methods for endothelial and autonomic functions evaluation, other methods may
provide different insights for the complex functions of these systems. On the other
hand, the strengths of our study include a large sample size community-based
cohort (ELSA-Brasil), the use of widely standardized methods and a

comprehensive analysis of covariates.

Conclusion

There is no relevant association between endothelial function evaluated in the
microvasculature and autonomic function assessed by heart rate variability in this
cohort of community-dwelling adults. The findings suggest that these
mechanisms are involved in different pathways in the development of

cardiovascular diseases.
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Table 1. Characteristics of participants (n=1447).
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Characteristic
Men
Age (years)
Education level
Undergraduate school or higher
High school
Elementary school
Incomplete elementary school
Race
Black
Brown
White
Yellow
Native Brazilians

Net family per capita income (US$)*

Smoking

Never

Former

Current
Physical activity

Weak

Moderate

Intense
Body Mass Index (kg/m?)
Arterial hypertension
Diabetes mellitus
Total/HDL-Cholesterol
Metabolic Syndrome
Prevalent Cardiovascular Disease

Use of beta-adrenergic blockers

809 (55.9)
51.9 (8.5)

921 (63.6)
404 (27.9)
68 (4.7)
54 (3.7)

175 (12.3)
490 (33.9)
719 (49.7)
35 (2.4)
7 (0.5)
442.07
(265.23 —
746.64)

846 (58.5)
430 (29.7)
171 (11.8)

1059 (73.2)
271 (18.7)
117 (8.1)
27.0 (4.6)
550 (38.0)
229 (15.8)
4.1 (1.0
499 (34.5)
133 (9.2)
124 (8.6)
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Use of calcium-channel blockers
Dihydropyridine
Non-dihydropyridine

Use of alpha-adrenergic agonists

Endothelial function measurements
Mean baseline pulse amplitude
PAT-ratio

Heart rate variability measurements

Mean RR interval

SDNN (ms)
RMSSD (ms)*

LF (ms?)*

HF (ms?)*

62 (4.3)
8 (0.6)
16 (1.1)

6.01 (0.83)
0.49 (0.37)

907.20
(122.08)
39.17 (16.19)
28.10 (17.08-
35.54)
233.75
(103.27-
486.51)
203.72 (91.88-
448.42)

Values are means (standard deviation) for continuous variables and number

(percentages) for dichotomous variables. *Median (interquartile range). HF:

power in high frequency range, LF: power in low frequency range, RMSSD:

square root of the mean squared differences of successive NN intervals,
SDNN: standard deviation of the NN interval, US$: United States dollar.
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Table 2. Association between endothelial function and autonomic function.
Mean RR SDNN RMSSD LF HF

Interval

Spearman’s Correlation Coefficients

BPA 0.064 -0.027 -0.067 0.017 -0.093

PAT-ratio 0.007 0.021 0.058 0.008 0.067

BPA: mean baseline pulse amplitude, HF: power in high frequency range, LF:
power in low frequency range, PAT: peripheral arterial tonometry, RMSSD: square
root of the mean squared differences of successive NN intervals, SDNN: standard

deviation of the NN interval. Bold numbers: P<0.05
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6.2- Caracteristicas da Populagao do Estudo

A populagdo do estudo € composta por 1447 participantes da coorte
ELSA-Brasil, selecionada conforme critérios de elegibilidade e exclusao
explicitados no item 5.2. Suas caracteristicas estdo sumariadas na tabela 1 do
artigo de resultados (Table 1). A idade média foi de 52 + 9 anos, com 55,9% dos
participantes do sexo masculino e com 49,7% de raca branca. Ha uma alta
proporcao de individuos com ensino superior completo ou pods-graduagao
(63,6%), refletindo o tipo de trabalho da amostra (servidores de universidades
publicas). Ha ainda uma alta prevaléncia de sedentarismo (73,2%), sobrepeso
(IMC médio de 27Kg/m?), diabetes mellitus (15,8%) e sindrome metabdlica
(34,5%). Os tabagistas ativos representam 11,8%, os hipertensos 38%, e

aqueles com prevaléncia de doencga cardiovascular, 9,2% da amostra.

6.3- Analise Univariada

A tabela 2 do artigo de resultados (Table 2) evidencia a correlagéo entre
as variaveis de fungdo endotelial microvascular e variabilidade da frequéncia
cardiaca. Embora estatisticamente significativa, foi encontrada uma correlagcéo
muito fraca entre a AMB e intervalo RR médio (0,064), RMSSD (0,067) e HF (-
0,093). Resultados semelhantes foram observados entre PAT-ratio, RMSSD
(0,058) e HF (0,067).

Devido aos resultados negativos obtidos durante a analise univariada,

optou-se por nao realizar analise multivariadas subsequentes.

6.4- Analise de subgrupos

As Tabelas 3, 4, 5 e 6 demonstram as correlagcbes observadas entre as
fungdes endotelial e autondmica nos subgrupos previamente especificados no
item 5.5.4. De maneira geral, quando encontradas e estatisticamente
significativas, as correlagdes entre as variaveis de PAT e de VFC permaneceram

muito fracas.
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6.4.1- Participantes sem fatores de risco cardiovascular ou DCV

prevalente

Participantes sem nenhum fator de risco cardiovascular classico ou
doenca cardiovascular prevalente, sendo considerados “saudaveis’,
contabilizavam 1191 individuos (82,3%). Foi encontrada uma correlagédo muito
fraca entre a AMB, RMSSD (-0,061) e HF (-0,080).

6.4.2- Participantes com diabetes mellitus

Os diabéticos contabilizavam 229 participantes (15,8%). Foi encontrada
uma correlacdo muito fraca entre a PAT-ratio, intervalo RR médio (0,142) e
RMSSD (0,133).

6.4.3- Participantes com sobrepeso ou obesidade

Os participantes com sobrepeso ou obesidade contabilizavam 907
participantes (62,7%). Observaram-se correlagdes muito fracas entre a AMB e
Intervalo RR médio (0,097), além de PAT ratio e HF (0,073).

6.4.4- Participantes com Sindrome Metabdlica

Os portadores de sindrome metabdlica contabilizaram 499 participantes

(34,5%). Nao foram encontradas correlagdes entre as variaveis PAT e de VFC.
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Tabela 3. Correlagao entre funcao endotelial e fungao autonémica em
individuos sem fatores de risco cardiovascular classicos ou DVC

prevalente (n=1191).

Intervalo SDNN RMSSD LF HF

RR médio

Coeficientes de Correlagdo de Spearman

AMB 0.044 -0.017 -0.061 0.035 -0.080

PAT-ratio 0.008 0.014 0.041 -0.002 0.048

AMB: amplitude media do pulso basal, PAT: tonometria arterial periférica, SDNN:
desvio padrao dos intervalos NN, RMSSD: raiz quadrada do quadrado médio das
diferengas sucessivas dos intervalos RR normais, LF: componente de baixa

frequéncia, HF: componente de alta frequéncia. Numeros em negrito: p < 0,05.
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Tabela 4. Correlagao entre funcao endotelial e fungao autonémica em

participantes com diabetes mellitus (n=229).

Intervalo SDNN RMSSD LF HF

RR médio

Coeficientes de Correlagdo de Spearman

AMB -0.035 0.019 0.012 0.089 0.003

PAT-ratio 0.142 0.125 0.133 0.038 0.116

AMB: amplitude media do pulso basal, PAT: tonometria arterial periférica, SDNN:
desvio padrao dos intervalos NN, RMSSD: raiz quadrada do quadrado médio das
diferengas sucessivas dos intervalos RR normais, LF: componente de baixa

frequéncia, HF: componente de alta frequéncia. Numeros em negrito: p < 0,05.
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Tabela 5. Correlagao entre funcao endotelial e fungao autonémica em

participantes com sobrepeso ou obesidade (n=907).

Intervalo SDNN RMSSD LF HF

RR médio

Coeficientes de Correlagdo de Spearman

AMB 0.097 0.004 -0.025 0.044 -0.054

PAT-ratio -0.010 0.022 0.056 0.019 0.073

AMB: amplitude media do pulso basal, PAT: tonometria arterial periférica, SDNN:
desvio padrao dos intervalos NN, RMSSD: raiz quadrada do quadrado médio das
diferengas sucessivas dos intervalos RR normais, LF: componente de baixa

frequéncia, HF: componente de alta frequéncia. Numeros em negrito: p < 0,05.
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Tabela 6. Correlagao entre funcao endotelial e fungao autonémica em

participantes com sindrome metabdlica (n=499).

Intervalo SDNN RMSSD LF HF

RR médio

Coeficientes de Correlagdo de Spearman

AMB 0.060 0.013 -0.023 0.083 -0.038

PAT-ratio 0.012 0.008 0.039 -0.012 0.038

AMB: amplitude media do pulso basal, PAT: tonometria arterial periférica, SDNN:
desvio padrao dos intervalos NN, RMSSD: raiz quadrada do quadrado médio das
diferengas sucessivas dos intervalos RR normais, LF: componente de baixa

frequéncia, HF: componente de alta frequéncia. Numeros em negrito: p < 0,05.
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6.5- Analise de sensibilidade

As Tabela 7 e 8 demonstram as correlagdes observadas entre as fungdes
endotelial e autonémica nos subgrupos previamente especificados no item 5.5.5.
Quando presentes as correlagbes entre as variaveis de PAT e de VFC
permaneceram fracas, demonstrando que o resultado final do estudo sofreu

pouca influéncia pelas covariaveis analisadas.

6.5.1- Participantes sem Doenga Cardiovascular Prevalente

Os participantes com dados referentes a presenca de DCV prevalente
totalizaram 1431 individuos (dados ausentes em 16).

Apos exclusao dos individuos com DCV prevalente, permaneceram 1298
(90,7%). Foram encontradas correlagdes muito fracas entre a AMB, Intervalo RR
meédio (0,063), RMSSD (-0,076) e HF (-0,106). Resultados semelhantes foram
observados entre PAT-ratio, RMSSD (0,064) e HF (0,072).

Nos 133 individuos com DCV prevalente (9,3%), por outro lado, ndo foram

observadas correlagdes significativas.

6.5.2- Participantes sem o uso de betabloqueadores, de

bloqueadores do canal de calcio ou de alfa-agonistas adrenérgicos

Os individuos que nado estavam em uso de betabloqueadores,
bloqueadores do canal de calcio ou alfa-agonistas adrenérgicos contabilizaram
1257 participantes (86,9%). Foram encontradas correlagdes muito fracas entre
a AMB, RMSSD (-0,078) e HF (-0,106). Resultado semelhante foi observado
entre PAT-ratio e HF (0,063).

Nos 190 individuos em uso de betabloqueadores, bloqueadores do canal
de calcio ou alfa-agonistas adrenérgicos (13,1%), por outro lado, foi encontrada

correlacdo muito fraca entre AMB e o intervalo RR médio (0,158).
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Tabela 7. Correlagao entre fungao endotelial e fungao autonémica conforme

a presencga de DCV prevalente (n=1431).

Intervalo SDNN RMSSD LF HF

RR médio

Coeficientes de Correlagdo de Spearman

Pacientes sem DCV prevalente (n=1298)

AMB 0.063 -0.025 -0.076 0.014 -0.106

PAT-ratio 0.010 0.015 0.064 0.004 0.072

Pacientes com DCV prevalente (n=133)

AMB 0.014 -0.060 -0.024 0.049 0.002

PAT-ratio 0.077 0.052 0.023 -0.011 0.035

AMB: amplitude media do pulso basal, PAT: tonometria arterial periférica, SDNN:
desvio padrao dos intervalos NN, RMSSD: raiz quadrada do quadrado médio das
diferengas sucessivas dos intervalos RR normais, LF: componente de baixa

frequéncia, HF: componente de alta frequéncia. Numeros em negrito: p < 0,05.
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Tabela 8. Correlagao entre fungao endotelial e fungao autonémica conforme
o uso de betabloqueadores, bloqueadores do canal de calcio ou alfa-

agonistas adrenérgicos (n=1447).

Intervalo SDNN RMSSD LF HF

RR médio

Coeficientes de Correlagdo de Spearman

Nao uso (n=1257)

AMB 0.039 -0.025 -0.078 0.023 -0.106

PAT-ratio 0.017 0.015 0.054 -0.002 0.063
Uso (n=190)

AMB 0.158 0.011 0.018 0.060 0.015

PAT-ratio 0.025 0.030 0.079 -0.014 0.095

AMB: amplitude media do pulso basal, PAT: tonometria arterial periférica, SDNN:
desvio padrao dos intervalos NN, RMSSD: raiz quadrada do quadrado médio das
diferengas sucessivas dos intervalos RR normais, LF: componente de baixa

frequéncia, HF: componente de alta frequéncia. Numeros em negrito: p < 0,05.
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7- CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo, realizado em grande amostra de individuos da coorte
multicéntrica ELSA-Brasil, identificou-se uma fraca correlacdo entre a funcao
endotelial microvascular, medida pela tonometria arterial periférica (PAT), e a
funcdo autondmica, mensurada pelos indices de variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC). Embora estatisticamente significante, tal associagdo é
provavelmente isenta de significancia bioldgica.

As disfuncbes endotelial e autondmica s&o tradicionalmente descritas
como associadas no desenvolvimento das doengas cardiovasculares, e muitos
atribuem a ambas uma via fisiopatolégica comum (AMIYA e colab., 2014). Essa
hipétese encontra apoio no fato de que o leito microvascular é ricamente suprido
por terminagdes nervosas simpaticas e parassimpaticas. Fibras adrenérgicas
inervam as camadas musculares, enquanto as colinérgicas siao encontradas
tanto nas camadas musculares, quanto no endotélio, cumprindo o sistema
nervoso autbnomo um papel critico no controle do ténus microvascular. A
disfuncédo autonémica poderia, portanto, afetar a funcao do leito microvascular e
sua integridade, sendo esse o potencial elo entre os dois sistemas.

Estudos preliminares suportam a hipotese de associagdao entre os dois
sistemas no desenvolvimento das doengas cardiovasculares, investigados
através de inumeros métodos, incluindo a tonometria arterial periférica (AMIYA e
colab., 2014; HAMADA e colab., 2017). Entretanto, conforme abordado no item
2.4, ha importantes limitagdes na interpretacdo de seus resultados, como a
utilizacao de diferentes metodologias de avaliagdo das funcdes endotelial e
autonémica, além da auséncia de estudos de base populacional, com ajustes
abrangentes de covariaveis e analise de sensibilidade e subgrupo.

Através de estudo pioneiro, por exemplo, Hamada et al. (2017), em 65
individuos (incluindo participantes saudaveis, em uso de bloqueadores
adrenérgicos e diabéticos), desenvolveram um indice derivado do método PAT,
denominado sympathetic hypoemia index (SHI), correlacionado moderadamente
com variagoes nos parametros de VFC e com a presenca de diabetes mellitus.
No entanto, o foco do presente estudo difere do anterior, na medida em que se

busca investigar a associagdo entre a disfungdo endotelial microvascular,
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através dos amplamente estudados e utilizados indices de fungdo endotelial
derivados da PAT (AMB e PAT-ratio), e a disfungdo autondmica, avaliada pelo
estudo da VFC.

Os achados deste estudo contradizem, portanto, a hipbétese de
associacao entre a funcao endotelial microvascular e a autondmica, avaliadas
pela PAT e pela VFC, em grande amostra de individuos saudaveis, com fatores
de risco cardiovascular e portadores de doengas cardiovasculares. Limitacdes
devem ser consideradas: embora PAT e VFC sejam considerados métodos
estabelecidos para avaliagdo das funcbes endotelial microvascular e
autondbmica, outros métodos podem prover informagdes adicionais sobre a
interacao entre estes complexos sistemas. Por outro lado, o presente estudo
apresenta como pontos fortes a utilizagdo de métodos amplamente
padronizados em estudos epidemiologicos, além de utilizar dados de uma

grande amostra proveniente da coorte ELSA-Brasil.
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8- CONCLUSAO

A associacao entre a fungao endotelial avaliada no leito microvascular e
a funcdo autondmica analisada por intermédio da variabilidade da frequéncia
cardiaca nao é biologicamente relevante, sugerindo que possam existir vias
fisiopatoldgicas diferentes e independentes no desenvolvimento das doencas
cardiovasculares. Entretanto novos estudos sao necessarios para elucidar
definitivamente esta questdo, em particular ao utilizar diferentes métodos de

avaliagdo de sistemas tdo complexos e intrincados.
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ANEXO A - Aprovagio Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(COEP/UFMG)

FOLHA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n®. ETIC 186/06

Interesse: Prof. (a) Sandhi Maria Barreto
Depto. De Medicina Preventiva e Social
Faculdade de Medicina -UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou no
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.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa. Dra. Maria Elena-de Lima Perez Garcia
Presidente do COEP/UFMG
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ANEXO B - Termo de consentimento Livre e Esclarecido.

Apresentacao do estudo:

O Estudo Longitudinal de Saude do Adulto — Elsa — € uma pesquisa sobre
doencas cardiovasculares, diabetes e outras doencas crénicas. E um estudo
pioneiro no Brasil por ser realizado em varias 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 pressao arterial e a dieta na prevengao dessas
doencas.

Objetivos do estudo:

O Elsa investigara fatores que podem levar ao desenvolvimento dessas doencgas
ou ao seu agravamento, visando sugerir medidas mais eficazes de prevencéao
ou tratamento. Os fatores de interesse incluem aspectos de sua vida, familia,
trabalho, lazer e saude em geral, inclusive fatores genéticos.

Instituicoes envolvidas no estudo:

O Elsa sera realizado em instituicbes publicas de ensino e pesquisa localizadas
em seis estados brasileiros (BA, ES, MG, RJ, RS e SP)! e envolvera 15.000
funcionarios dessas instituicdes. E coordenado por representantes de cada
Centro de Investigacédo, do Ministério da Saude e do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia tendo sido aprovado pelas Comissdes de Etica em Pesquisa dos seis
centros. Em Minas Gerais, o estudo esta sob a responsabilidade da Universidade
Federal de Minas Gerais.

Participagao no estudo:

O(a) Sr./Sra. é convidado(a) a participar da pesquisa Elsa, a qual envolve o
acompanhamento dos participantes por pelo menos sete anos, com a realizagao
de entrevistas, de exames e medidas que ocorrerdo no Centro de Investigacao
Elsa-MG, situado no Campus Saude da UFMG, Av. Alfredo Balena, 190.

Na primeira visita, sua permanéncia no Centro devera ser de cerca de quatro

horas, e caso necessario, sera solicitada sua liberagdo para participar da

! Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Universidade de Sio Paulo (USP), Fundacio Osvaldo
Cruz (Fiocruz) e Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ), Universidade Federal da Bahia
(UFBA). Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).
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pesquisa em horario de trabalho. Nessa oportunidade, o(a) Sr./Sra. sera
entrevistado sobre questdes do seu dia a dia e condi¢gdes de saude, realizara
algumas medidas (peso, altura e pressao arterial), exame de urina, ultrassom do
abdome e do coracdo, eletrocardiograma, e fotografia do fundo de olho.
Realizara também exames de sangue?, para os quais serao feitas duas coletas:
a primeira quando chegar, em jejum de 12 horas, e a segunda, apos duas horas
da ingestdo de uma bebida doce padréo. O total de sangue coletado sera de 80
ml (cerca de 5 colheres de sopa), uma quantidade muito menor do que uma
doacgao de sangue, e que para uma pessoa adulta, ndo traz inconveniéncias. O
procedimento para a coleta de sangue segue rotinas hospitalares e espera-se
apenas um leve desconforto associado a picada da agulha. Algumas vezes pode
haver sensagdao momentanea de desmaio ou pequena reagao local, mas esses
efeitos sdo passageiros e nao oferecem riscos. A maioria dos exames que sera
realizada faz parte da rotina médica e nenhum deles emite radiacdo ou
representa risco para gestantes.

A coleta de sangue e os demais procedimentos seréo realizados por pessoal
capacitado e treinado para este fim, sendo supervisionados por profissional
qualificado que podera orienta-lo no caso de duvida, ou alguma outra
eventualidade.

ApOs esta primeira visita, faremos contatos breves durante os proximos anos
para acompanhar as modificagées no seu estado de saude. O(a) Sr./Sra. sera
contatado por telefone, correspondéncia ou e-mail, para obtencdo de
informagdes adicionais e também sera convidado para novas visitas ao Centro
de Investigacao Elsa-MG, que ocorrerdo a cada trés anos. Por isso, € muito
importante informar seu novo endereco e telefone em caso de mudanca.

Para poder acompanhar melhor sua situagcdo de saude, solicitaremos
informacdes a UFMG e a outras instituicbes do sistema de saude, sobre a
ocorréncia de hospitalizagbes, licengas meédicas, eventos de saude,

aposentadoria, ou afastamento de qualquer natureza. Para isso solicitamos sua

2 Hemograma, exames diagndsticos para diabetes (p. ex. glicose em jejum e teste de tolerancia a glicose),
creatinina, dosagem de lipidios, hormdnios associados ao diabetes ou a doenca cardiovascular e provas de
atividade inflamatoria.
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concordancia e assinatura de uma autorizagao expressa em anexo.
Armazenamento de material biolégico:

Considerando os avangos da ciéncia, serao armazenadas amostras de sangue,
de forma padronizada e sigilosa, para futuras analises sobre as doencas em
estudo. Uma parte do sangue coletado ficara estocada localmente, uma parte no
laboratério central do Hospital Universitario da USP (Avenida Lineu Prestes,
2565, Sao Paulo SP) e outra na Fundagao Oswaldo Cruz (Avenida Brasil, 4365,
Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ, 21040-360), para estudos cientificos nos
proximos anos.

O Comité Diretivo da pesquisa Elsa é responsavel pelas amostras juntamente
com os coordenadores em cada local de estoque. As amostras serao utilizadas
apenas quando estiverem de acordo com os procedimentos descritos no projeto
originalmente aprovado pelos Comités de Etica e Pesquisa dos Centros de
Investigacdo. Caso torne-se relevante estudar novos marcadores genéticos nao
contemplados nos objetivos do projeto original, seu material biolégico somente
sera utilizado mediante encaminhamento de adendo a esse termo, encaminhado
as Comissdes de Etica e Pesquisa dos Centros de Investigagdo (CEPs) e a
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

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 entrevistador ou deixar de participar da pesquisa a
qualquer momento.

Nao sera feito nenhum pagamento pela sua participagdo, porém os resultados
das medidas e exames realizados que sejam relevantes para sua avaliagéo
clinica lhe serao entregues. O Sr./Sra. também podera obter esclarecimentos
sobre todas as informagdes que foram coletadas, mediante solicitagdo, a
qualquer momento. Caso sejam detectadas alteragbes, se necessario, o(a)
Sr./Sra. sera encaminhado(a) com orientagdo para acompanhamento em
unidades da rede SUS ou outro servico de saude de sua preferéncia. O Centro
de Investigagao Elsa-MG estara a disposicao para prestar esclarecimentos sobre

0s exames e seus resultados aos profissionais médicos envolvidos. Se durante
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a sua permanéncia no Centro de Investigac&o forem identificados problemas que
requeiram atencao de urgéncia/emergéncia, o(a) Sr./Sra. sera atendido no
Hospital das Clinicas da UFMG.

Todas as informacdes obtidas das entrevistas e nos exames serao confidenciais,
identificadas por um numero e sem mengao ao seu nome. Elas serdo utilizadas
exclusivamente para fins de analise estatistica, e serdo guardadas com
seguranga - somente terdo acesso a elas os pesquisadores envolvidos no
projeto, ou profissionais de saude que porventura venham a lhe prestar
atendimento ou cuidados como paciente. Isso significa que a informacéo
coletada é sigilosa, mas nao andnima, podendo ser identificada quando
necessario, pelo nome do participante, a partir de um cédigo identificador do
projeto. Contudo, em nenhuma hipétese sera permitido aos seus empregadores
ou superiores hierarquicos o acesso as informacdes coletadas.

Uma copia deste Termo de Consentimento lhe sera entregue. Se houver
perguntas ou necessidade de mais informagdes sobre o estudo ou qualquer
intercorréncia o Sr podera contatar a Professora Dra. Sandhi Maria Barreto, Av.
Alfredo Balena 190, sala 813, telefone (31) 32489938, coordenadora do projeto
no Centro de Investigagdo Elsa-MG. O Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais pode ser contatado pelo seguinte
telefone: (31) 2409 4592 . Sua assinatura abaixo significa que o(a) Sr./Sra. leu e

compreendeu todas as informagdes e concorda em participar da pesquisa ELSA.
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ESTUDO LONGITUDINAL DE SAUDE DO ADULTO — ELSA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

NOME dO PArtiCIPANTE: ...evieeeiciiee ettt e e esaabre e e s eerte e e e e ssntaeeeeeanns

Documento de 1dentidade: .......cccviiiiiieiiie e e

(DY o [ T Y of [0 V=T o] o LA RPN
Yo [T =T o LR PPRINt
RICUIS] (o oIl oF: | = R ole Y1) = { o H PP TP

(codigo de barras podera substituir detalhamento da identificacdo feito em outro formulario na
mesma ocasido)

Declaro que compreendi as informacgGes apresentadas neste documento e dei meu consentimento
para participacdo no estudo.

Assinatura

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

[ ]sim [ ]N&o

Declaro autorizar os pesquisadores do Estudo Longitudinal de Saude do Adulto — Elsa, a obter
informacdes sobre meu histérico de saude junto a UFMG e a outras instituicdes de saude, a partir
de prontuarios médicos ambulatoriais, de emergéncia e/ou internagdo, conforme situacdo
especifica.

[]sim [ ] N3o

Assinatura

Local Data / /

NOME O ENEIEVISTAAOI A% weeiiiiieeeeeeeeeeee ettt ettt et e e e e e e e e e aeeteeeeesseesasraeearereseesens
Cédigo do entrevistador no Centro de Investigacdo Elsa-MG: ........cccceeeeecieeeeecciiieeeennns

Assinatura:

Testemunha:




