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RESUMO

A doencga arterial coronariana (DAC) é de natureza multifatorial sendo que as
principais complicagcbes estdo relacionadas a angina e infarto agudo do miocardio
(IAM), apresentando disfuncdo da modulagdo autondémica cardiaca simpatica e
parassimpatica. Assim, o objetivo foi avaliar a modulagdo autonédmica da frequéncia
cardiaca (FC), a partir de métodos lineares e n&o lineares, de homens saudaveis, de
pacientes com IAM e com diferentes percentuais de estenose coronariana e sua
relagdo com os fatores de risco para a DAC. Para a analise da variabilidade da FC
(VFC) foi realizada a captagdo dos intervalos RR e da FC, durante 15 min na
posicao supina. A partir dos resultados do estudo foram elaborados trés
manuscritos.

Primeiro manuscrito: Foram apresentados os resultados de 10 homens com |IAM
(5719 anos) (avaliados no 2° e 7 ° dia apds evento coronariano) e 11 homens
saudaveis (534 anos). A analise da VFC foi realizada utilizando-se dos métodos
lineares no dominio do tempo (DT=RMSSD e RMSM) e da frequéncia (DF=Dbaixa
frequéncia (BF) e alta frequéncia (AF) em unidades normalizadas (un) e BF/AF) e
pelo método ndo linear de entropia aproximada (EnAp). As analises da relagao entre
os métodos lineares e o nao linear (indices RMSSD, RMSM, BFun, AFun e BF/AF
com a EnAp) foi significativa. Os indices lineares e nao linear da VFC do grupo
saudavel foram maiores em relagéo ao grupo IAM no 2° e no 7° dia. Os resultados
mostram que os métodos lineares no DT e no DF e o n&o linear , sdo concordantes,
para analise da VFC, tanto para voluntarios saudaveis como para pacientes apos o
IAM.

Segundo manuscrito: Foram apresentados os resultados de 52 homens (5415
anos) divididos em trés grupos, sendo dois grupos com obstru¢ao coronariana DAC+
(= 50%; n=18) e DAC- (< 50%; n=17) e um grupo controle (n=17). A andlise da VFC
foi pela entropia de Shannon (ES) e analise simbdlica (0V e 2ULV). Os pacientes
com DAC+ apresentam menor ES (complexidade) e 2ULV (predominancia vagal) e
maior OV (predominancia simpatica) quando comparado aos grupos DAC- e controle,
o que indica que a disfungdo autonédmica cardiaca esta relacionada ao grau de
oclusao coronariana.

Terceiro manuscrito: Foram apresentados os resultados da possivel relagao
existente entre dos fatores de risco, do polimorfismo I/D do gene da ECA com os
indices no DT e no DF de 151 pacientes com DAC (56+8 anos, DD=54, DI=70 e
[1=27). Os resultados mostram que nao ha relagao entre o polimorfismo I/D do gene
da ECA com a FC, PA e VFC. Ja os maiores indices da VFC que refletem a
modulagao autonémica vagal estao relacionados ao menor percentual de estenose e
ao uso de inibidores da ECA.

Descritores: Frequéncia cardiaca; Doenga coronariana; Polimorfismo genético;
Sistema nervoso autbnomo; Dinamica nao linear; Enzima conversora de
angiotensina.



ABSTRACT

The multifactorial nature of coronary artery disease (CAD) includes complications
related to angina and acute myocardial infarction (AMI) and disorders involving
sympathetic and parasympathetic cardiac autonomic modulation. The objective of
this study was to evaluate the autonomic modulation of heart rate (HR) by linear and
non-linear methods in healthy men and in patients with AMI and different
percentages of coronary stenosis, as well as its relation with CAD risk factors. In
order to evaluate heart rate variability (HRV), the HR and the RR intervals were
recorded for 15 min in the supine position. Based on the results of this study, three
manuscripts were written:

The first manuscript presents the results of 10 men with AMI (57+9 years old) (2™
and 7™ day after coronary event) and 11 healthy men (534 years old). The HRV
analysis was carried out using linear methods in the time domain (TD=RMSSD and
SDNN) and frequency domain (FD= low frequency (LF) and high frequency (HF) in
normalized units (nu) and LF/HF) and using the non-linear methods approximate
entropy (ApEn). A significant relationship between the linear and non-linear methods
and the RMSSD, SDNN, LFun, HFun and LF/HF and ApEn indexes was observed.
The linear and non-linear HRV indexes from the healthy group were higher than
those of the AMI group on the 2" and 7" days, which suggests that the analysis of
HRV with linear methods in the TD and FD and the use of ApEn for linear analysis
are in agreement, both for healthy subjects and patients after AMI.

The second manuscript presents the results of 52 men (5415 years old) divided into
two groups with coronary obstruction CAD+ = 50% (n=18) and CAD- < 50% (n=17)
and one control group (n=17). HRV analysis was carried out with Shannon entropy
(SE) and symbolic analysis (OV and 2ULV). The patients with DAC+ presented lower
SE (complexity), 2ULV (vagal predominance) and higher 0V (sympathetic
predominance) than the DAC- and control groups, which indicates that cardiac
autonomic disorder is related to the degree of coronary occlusion and to cardiac
impairment.

The third manuscript presents the results for risk factors, ACE |/D polymorphism
and the indexes in the TD and FD of 151 patients with CAD (56+8 years old, DD=54,
DI=70 and 11=27). The results show that there was no relation between the ACE |/D
polymorphism and HR, BP or HRV. However, the highest indexes of the HRV, which
reflect vagal autonomic modulation, are related to a lower percentage of stenosis and
the use of ACE inhibitors.

Key words: Heart rate, Coronary disease, Genetic polymorphism, Autonomous
nervous system, Non-linear dynamics, Angiotensin converting enzyme.
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1. CONTEXTUALIZAGAO

A doenca cardiovascular é considerada uma das principais causas de
morbidade e mortalidade, principalmente, em paises ocidentais [1]. No Brasil, as
doencas cardiovasculares representam 30% do total de ébitos, e o infarto agudo do

miocardio (IAM) continua sendo a principal causa de mortes [2].

A doenca arterial coronariana (DAC), decorrente do processo de
aterosclerose, € de natureza multifatorial e sistémica [3], uma vez que evidéncias
apresentadas na literatura sugerem que os fatores genéticos, fisioldgicos e
ambientais estdo envolvidos na sua etiologia [4]. Dentre os fatores de risco
fisiolégicos e ambientais podemos citar a hipertensao arterial, dislipidemia, diabetes
mellitus, obesidade, tabagismo, etilismo, sedentarismo e estresse, os quais estéo
associados com a progressao da DAC, cujas principais complicagdes sao a angina e
o IAM. Essas complicagdes acarretam em uma variedade de alteragdes patologicas
ao coracao, caracteristicas da doenca cardiaca em si [3, 5], e também podem estar
associadas com outras patologias e aos fatores de risco ja citados, que podem

contribuir para o pior progndstico deste pacientes [6-8].

Dentre as alteragdes promovidas pela DAC, podemos citar a disfuncao da
modulagao autondmica da FC. Alteracdo esta comumente avaliada pela técninca de
analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), método nao invasivo, de facil
aplicacao e reprodutibilidade e capaz de estimar as influéncias do sistema nervoso
autondbmico sobre o coragdo e o no sinusal [9-12]. Quando os indices da VFC
encontram-se reduzidos, como em situagdes de doencgas cardiovasculares (IAM e
DAC), tem se atribuido menor sobrevida para estes pacientes, bem como aumento
do risco para morbi-mortalidade [10, 12-14]. Assim, a VFC tem sido usada para
avaliar o balango do sistema nervoso autébnomo, por meio de métodos lineares e nao
lineares. A literatura reporta que os métodos lineares, baseados nas analises no
dominio do tempo e da frequéncia sdo considerados adequados para o estudo da
VFC [15-19]. Porém, tem surgido o interesse pelo uso de métodos nao lineares
considerando que o comportamento da FC é dinamico, irregular e complexo, devido

a interagao dos mecanismos centrais, reflexos e neurohumorais [20-24].
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Sendo assim, com base no que foi exposto, foi desenvolvido um estudo que
objetivou avaliar a relagdo entre métodos lineares no dominio do tempo e da
frequéncia com o método nao linear da entropia aproximada em pacientes com |IAM
e comparar os indices da VFC de pacientes apds o IAM com voluntarios saudaveis.
Esse estudo foi desenvolvido na Unidade Coronariana do Hospital dos Fornecedores
de Cana de Piracicaba e da Santa Casa de Misericordia de Limeira e no Laboratério
de Pesquisa em Fisioterapia Cardiovascular e de Provas Funcionais. Desse estudo
resultou o manuscrito intitulado “Linear and nonlinear analysis of heart rate variability
in healthy subjects and post acute myocardial infarction patients”. A partir dos
resultados desse estudo, observou-se que a aplicacdo dos métodos lineares e do

método nao linear na analise da VFC sio concordantes.

Devido a dificuldade de selecionar pacientes com IAM que concordassem em
participar do estudo e que atendessem os critérios de inclusdo, a pesquisa foi
direcionada para pacientes com diagnostico de DAC com diferentes caracteristicas
clinicas e angiograficas e com fatores de risco associados. Com isso, foi possivel
desenvolver o segundo manuscrito intitulado “The relationship between cardiac
autonomic function and clinical and angiographic characteristics in patients with
coronary artery disease”. Esse estudo foi desenvolvido no Centro de Hemodinémica
(Emcor) da Santa Casa de Misericordia de Piracicaba, e no Laboratério de Pesquisa
em Fisioterapia Cardiovascular e de Provas Funcionais. O objetivo foi avaliar a
modulagao autondmica da FC de pacientes com DAC com diferentes percentuais de
estenose coronariana, a partir de métodos n&o lineares baseados na entropia de
Shannon e analise simbdlica [25-27]. Os resultados indicam que na DAC nao
complicada, os parametros da VFC mostram menor complexidade da modulagao
autondbmica da FC, maior modulagdo autonbémica simpatica e menor modulagao
autondémica parassimpatica, em condi¢cdes basais, as quais estao relacionadas com

o percentual de estenose coronariana.

Considerando a influéncia de varios fatores de risco na evolugdo da DAC e
nas respostas da modulagao autonémica da FC [7, 28-30], o estudo foi direcionado
no sentido de avaliar a influéncia do fator genético e de fatores de risco sobre as
respostas da modulagdo autondmica da FC em pacientes com DAC. Dentre os
fatores genéticos, estudos de associagdo tém sido realizados com o intuito de
compreender a influéncia dos polimorfismos do sistema renina angiotensina (SRA),
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como o0 gene da enzima conversora de angiotensina (ECA), sobre a homeostase
cardiovascular [31-37]. Existem divergéncias na literatura sobre a relagdo entre o
polimorfismo I/D do gene da ECA e o controle autonémico da FC, sendo observada
associagao direta e inversa do gendtipo DD com os indices de VFC, bem como
auséncia de associacao [5, 35, 38, 39]. Porém, nao foram encontrados estudos na
literatura que associam o polimorfismo I/D do gene da ECA com os indices da VFC
de pacientes com DAC. Assim, foi realizado o terceiro manuscrito intitulado “I/D
polymorphism of the ACE gene does not influence autonomic modulation of heart
rate in patients with coronary disease”. Nesse estudo, tivemos por objetivo avaliar a
influéncia do polimorfismo I/D do gene da ECA na modulagédo autonémica da FC em
pacientes com doenga arterial coronariana (DAC) e sua associagdo com fatores de
risco. Os resultados mostram que nao ha relagao entre o polimorfismo I/D do gene
da ECA com a FC, PA e VFC, porém os maiores indices da VFC estao relacionados

ao menor percentual de estenose e ao uso de inibidores da ECA.

Os manuscritos desenvolvidos serao apresentados a seguir, em formato de
artigo cientifico, traduzidos para o portugués, de acordo com as normas do
Programa de Pdés-Graduagdo. Os manuscritos publicados e submetido estdo nos

anexos D, E e G.
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2. PRIMEIRO MANUSCRITO

“‘Analise linear e ndo linear da variabilidade da frequéncia cardiaca de homens

saudaveis e de pacientes ap6s infarto agudo do miocardio”

2.1.Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar e comparar o uso de métodos lineares e nao linear
na analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) de pacientes apos infarto
agudo do miocardio (IAM) e de saudaveis. A frequéncia cardiaca (FC) foi captada na
posicao supina durante 15min em 10 homens com IAM no 2° e no 7° dia apos
evento coronariano, em uso de betabloqueador (5749 anos) e 11 saudaveis (53+4
anos). A analise da VFC no dominio do tempo (RMSSD e RMSM) e da frequéncia
pelas bandas de baixa e alta frequéncia em unidades normalizadas (un) (BFun e
AFun) e razdo BF/AF e pela entropia aproximada (EnAp), foi realizada a partir dos
intervalos R-R (ms). A correlacao foi significativa entre os indices RMSSD, RMSM,
BFun, AFun e BF/AF com a EnAp do grupo IAM no 2° (r= 0,87; 0,65; 0,72; 0,72 e
0,64) e no 7 ° dia (r= 0,88; 0,70; 0,69; 0,69 e 0,87) e do grupo saudavel (r= 0,63;
0,71; 0,63; 0,63 e 0,74), respectivamente. Os indices medianos da VFC do grupo
IAM no 2° e no 7°dia e grupo saudavel foram: RMSSD 10,37; 19,95 e 24,81; RMSM
23,47; 31,96 e 43,79; BFun 0,79; 0,79 e 0,62; AFun 0,20; 0,20 e 0,37; BF/AF 3,87,
3,94 e 1,65 e EnAp 1,01; 1,24 e 1,31, respectivamente. Os indices da VFC do grupo
saudavel apresentaram diferencas em relagdo ao grupo IAM no 2 ° e no 7 °dia. A
VFC analisada pelos métodos lineares e nao linear sdo concordantes, sugerindo que
ambos apresentam o mesmo poder de avaliagdo da modulagdo autonémica da FC
tanto para os saudaveis como para os pacientes apés IAM. O |IAM contribui para a
redugao da irregularidade do sinal cardiaco, maior modulagdo simpatica e menor

modulagao vagal.

Palavras-chave: Infarto do Miocardio; Variabilidade da Frequéncia Cardiaca;

Sistema Nervoso Autbnomo.
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2.2.Introdugao

A avaliagdo da integridade da modulagdo autonémica da frequéncia cardiaca
(FC) se da a partir da analise de sua variabilidade (VFC), que se refere as oscilagdes
nos intervalos entre batimentos cardiacos consecutivos, conhecidos como intervalos
R-R (iRR) [1]. Esse método de avaliacdo € susceptivel de aplicagbes clinicas
variadas, sendo extensamente usada na area da cardiologia por ser um método nao

invasivo, de facil aplicagao e alta reprodutibilidade [1,2].

E bem estabelecido que o controle da modulacdo autondmica da FC esta
associado a integridade de complexas interagbes entre as variaveis
eletrofisiolégicas, humorais e hemodinamicas [2,3]. Porém, tem sido considerado
que a FC apresenta comportamento nao linear devido as interagbes complexas entre

varios sistemas (central, mecanismos reflexos e fatores neurohumorais) [3-7].

A literatura menciona que os métodos lineares sdo amplamente explorados e
considerados adequados para o estudo da VFC [8-12]. Porém nos ultimos anos tem
suscitado o interesse pelo uso de métodos nao lineares [4-7,13-15] baseados em
observacodes de que as flutuagdes da FC estdo subordinadas ao controle do sistema
nervoso autbnomo sobre a atividade cardiaca e dindmica vascular [14], sugerindo
gque o0s mecanismos envolvidos na regulagao cardiovascular interagem e tem

repercussdes em diferentes 6rgaos.

Dentre os métodos nao lineares, a entropia aproximada (EnAp) possibilita
avaliar a regularidade de séries temporais e € utilizada para analisar dados
fisiolégicos e clinicos [13, 14]. Assim, a EnAp fornece informagdes quantitativas da
complexidade ou redugdao do comportamento irregular do sinal, captados tanto a
curto como a longo prazo [2-4,13-15]. A aplicagcdo da EnAp na analise do sinal
cardiaco, fornece informag¢des da modulacédo autonémica da FC, sendo que a maior
regularidade do sinal esta relacionada a situagbes patolégicas como no infarto
agudo do miocardio (IAM). No entanto, o estudo que avaliou a VFC 30 dias em
média apdés o IAM sem uso de betabloqueadores, nao verificou correlagao entre os
indices dos métodos lineares com os nao lineares. Porém, observaram que o0s
pacientes com |AM apresentavam maior irregularidade da dindmica da FC em

relagdo aos saudaveis [2].
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Santos-Hiss et al. [10] utilizando métodos lineares para avaliar a evolugao da
modulagao autondmica da FC de pacientes em uso de betabloqueadores, que
receberam intervencgao clinica de rotina, a curto prazo, entre o 1° € 0 6° dia apds o

IAM, ndo observaram modificagdes dos indices da VFC.

Assim, no presente estudo, temos como hipdtese que a aplicagao de métodos
nao lineares como a EnAp e métodos lineares, nos dominios do tempo (DT) e da
frequéncia (DF), podem ser utilizados para identificar e avaliar a dinamica da FC em
pacientes apos IAM em uso de betabloqueadores e voluntarios saudaveis.
Adicionalmente, pacientes apds o IAM apresentam alteracbes da dindmica da

modulagao autonémica da FC em relagao aos voluntarios saudaveis.

Os objetivos do estudo foram: 1) avaliar a relagao entre a analise da VFC no
DT e no DF com a EnAp de pacientes apds IAM em uso de betabloqueadores e de
voluntarios saudaveis; 2) comparar os indices da VFC entre o 2° e o 7° dia dos
pacientes apdés o IAM; 3) comparar os indices da VFC entre os grupos IAM e

voluntarios saudaveis.
2.3.Material e Métodos
Desenho e voluntarios estudados

Sessenta e quatro voluntarios (36 com IAM e 28 saudaveis) com idades entre
50 a 65 anos foram selecionados a partir de convite e divulgacdo por cartazes.
Destes, 10 homens com IAM (5749 anos) e 11 saudaveis (5413 anos) completaram
o estudo. A figura 1 € um diagrama de fluxo que representa de forma detalhada a

perda amostral deste estudo.
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64 voluntarios foram selecionados para participar do estudo

36 pacientes
com IAM

26 pacientes
foram excluidos

Causas das exclusoes:

a) Cardioldgicas

- Angina pds infarto ou reinfarto (n=3)
-Comportamento pressorico anédmalo
persistente (n=3)

- Arritmias ventriculares malignas (n=2)
- Classificacao Killip 11, Ill e IV (n=6)

- Estenose adrtica (n=1)

- Insuficiéncia cardiaca (n=2)

b) Outras causas

- Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (n=3)

- Sequela de acidente vascular encefalico (n=2)
- Afeccdes ostemioarticulares (n=2)

- Recusa em participar (n=2)

28 voluntarios
aparentemente saudaveis

17 voluntarios
foram excluidos

Causas das exclusoes:

- Obesidade (IMC>30) (n=2)

- Tabagismo e etilismo (n=2)

- Anormalidades no ECG (n=2)

- Diabetes (n=1)

- Hipertenséo arterial (n=4)

- Dislipidemia (n=3)

- Uso de medicamentos (n=2)

- Afeccdes ostemioarticulares (n=1)

21 voluntarios concluiram o estudo

10 pacientes 11 voluntarios
com |IAM saudaveis

Figura 1: Fluxograma representativo da perda amostral.

O grupo IAM foi selecionado na Unidade Coronariana (UCO) do Hospital dos
Fornecedores de Cana de Piracicaba — SP e da Santa Casa de Misericordia de
Limeira — SP. Do total de 36 pacientes admitidos na UCO com diagnéstico de IAM,
10 pacientes foram incluidos, submetidos a ecocardiograma Doppler e cateterismo
cardiaco, com reperfusdo quimica ou mecanica nas primeiras horas apds o
diagnodstico de IAM, faziam uso de terapia betabloqueadora (atenolol, 46+9,4mg/dia),
com fragcao de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE) dentro da normalidade (0,61 +
0,06), com classificacao clinica Killip | e estilo de vida sedentario. Para a composi¢ao
do grupo saudavel, foram avaliados 28 voluntarios saudaveis sedentarios, sendo

incluidos 11 voluntarios que nao apresentaram evidéncias de anormalidades
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cardiovasculares, respiratorias, osteomioarticulares e/ou metabdlicas; ndo faziam

uso de medicamentos e nem eram fumantes ou etilistas.

Os voluntarios de ambos os grupos foram atendidos pela equipe médica dos
Hospitais e passaram por avaliacdo clinica e cardiovascular e realizaram também
exames bioquimicos de sangue (colesterol total e fragbes (HDL, LDL) glicemia,

triglicérides, creatinina e acido urico).

O diagndstico de 1AM foi confirmado pela presenga de dois ou mais critérios:
1) precordialgia ou dor retroesternal, constritiva ou em queimagdo, com ou sem
irradiacdo para membros superiores, pescoco € dorso, com duragcdo >30 minutos e
sem alivio ao vasodilatador; 2) supradesnivelamento do segmento ST >1 mV, em
pelo menos 2 ou mais derivagbes contiguas no eletrocardiograma (ECG), 3)
elevacdo dos marcadores de necrose miocardicos CK-MB e CPK, duas vezes os

valores normais [16].

O estudo foi transversal, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Metodista de Piracicaba (protocolo 63/06). Os voluntarios foram
orientados sobre a relevancia do trabalho, dos procedimentos experimentais e

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.
Procedimento experimental

Os dados de FC e press3o arterial (PA) do grupo IAM foram captados no 2° e
no 7° dia apds o evento coronariano, na UCO e do grupo saudavel foi realizado no
Laboratério de Pesquisa da Instituicdo. Os protocolos foram realizados pelos
mesmos profissionais, e sempre no periodo da manhad para que as variaveis
estudadas estivessem sob as mesmas influéncias do ciclo circadiano. Esses
ambientes eram climatizados artificialmente, com a temperatura e a umidade relativa
do ar em torno de 23°C e 50%, respectivamente. Os voluntarios foram instruidos a
nao ingerir cafeina ou bebidas alcodlicas e nao realizar exercicio extenuante no dia
anterior a aplicagdo do protocolo. No dia do experimento os voluntarios foram
entrevistados se haviam seguido as recomendacgdes prévias ao protocolo e
examinados se as condigbes de controle (FC e PA) estavam em escala normal.
Antes do experimento, os voluntarios foram familiarizados com os equipamentos e

com o protocolo experimental a fim de reduzir a ansiedade.
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Protocolo experimental

Os voluntarios permaneceram em repouso na postura supina durante 10 min.
Em seguida a FC e os iRR foram registrados continuamente, batimento a batimento,
durante 15 min, utilizando o Frequencimetro Polar® modelo S810i (Polar Electro Oy,
Finland). Esse sistema detecta a despolarizagdo ventricular, correspondente a onda
R do eletrocardiograma, com uma frequéncia de amostragem de 500Hz e resolugéo
temporal de 1ms [17], e previamente validado por Loimaala et at. [18], Gamelin et al.
[19] e Vanderlei et al. [20]. Os iRR captados por meios do monitor de FC podem ser

analisados por meio de métodos lineares e né&o lineares, incluindo a EnAp [21].

Os sinais foram gravados e armazenados no frequencimetro e posteriormente
transferidos por meio de uma interface para um computador compativel. A PA
também foi aferida por trés vezes na condi¢ao de repouso pelo método auscultatério
de Korotkoff por meio de um esfigmomanémetro de coluna de mercurio (WanMed,
Séao Paulo, SP, Brasil) e um estetoscopio (Littman, St. Paul, MN, USA).

Analise dos dados

Para analise da FC de repouso, foi utilizado o valor médio da coleta de 15

min, e para a PA foi utilizado o valor médio das afericdes.

Inicialmente foi realizada uma inspecéao visual da distribuicdo dos iRR (ms) do
ECG para a selegcado dos trechos com maior estabilidade do sinal, substituindo-se

batimentos ectopicos, considerando-se 700 pontos, para a realizagao das analises.

A andlise da VFC foi realizada a partir de métodos lineares: A) no dominio do
tempo (DT), indices temporais RMSSD (Raiz quadrada da somatéria do quadrado
das diferengas entre os iRR adjacentes no registro dividido pelo numero de iRR,
menos um, expressa em ms), que representa a modulagdo autonémica vagal e
simpatica, mas com predominio vagal; RMSM (Raiz quadrada da somatoria do
quadrado das diferengas dos valores individuais em relagdo ao valor médio, dividido
pelo numero de iRR em um periodo), que representa a variabilidade como um todo
[1]. B) no dominio da frequéncia (DF), por meio de modelo autoregressivo [22, 23]
dos iRR previamente selecionados. Pelos componentes do espectro de poténcia

foram obtidas as bandas de muito baixa frequéncia (MBF=0,003 a 0,04Hz), de baixa
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frequéncia (BF=0,04 a 0,15 Hz) e de alta frequéncia (AF=0,15 a 0,4 Hz) e a razéo
entre as areas absolutas de baixa e de alta frequéncia (razdo BF/AF). A
normalizagao foi realizada a partir da divisdo da poténcia absoluta de um dado
componente ms? (BF ou AF) pelo espectro de poténcia total subtraindo o
componente de MBF e multiplicado por 100. As bandas AF e BF representam a

atuagao dos componentes vagal e simpatico no controle da FC, respectivamente [1].

O método nao linear, pela EnAp, foi determinado de acordo com Pincus
[13,14,15]. A idéia basica da EnAp é determinar a medida de correlagdo para os m
blocos da amostra do sinal. Considere x; e x; qualquer par de blocos de tamanho m
da amostra do sinal representado por u(1), u(2), ... , u(N), sendo N o numero da
amostra do sinal, m um inteiro positivo (m<N) que indica o tamanho dos blocos
usados para a comparagcdo, e um numero inteiro positivo r que define o limite
superior para a consideragdo de similaridade entre x; e x;. Desta forma, € possivel

definir a medida de correlacido como:

Cor— 2
«— -
sendo Bi o numero de blocos x(j) com distancia maxima de x(j) < r, isto €, o niumero
de blocos x(j) de tal forma que d[x(i),x(j)]sr; e (N — m + 1) é a quantidade total de

vetores de tamanho m no sinal.

A distancia entre dois vetores pode ser calculada como:

dx(i),x(j)]= max (ju(i+k—1)—u(j+k—1)|

k=1,..,m

A seguinte medida acrescenta contribuigcdes do log das correlagdes:

N —m+1

Z logCl’."(r)

@m(,»): iZIN—m +1

sendo que log representa o logaritmo natural. A fungéo calcula o logaritmo natural

médio das fungdes Ci (7).
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EnAp é definida como:

lim  |@"(r)—" " ()], m>0
ApEn(m, r)=|N-w

lim {—cbl(r)}, m=0

N —

Dada N amostras do sinal, a EnAp é implementada definindo a seguinte

estatistica:
P = -
= F
Tjé x>

Em nosso estudo, foram definidos os seguintes valores para as variaveis: m =
2 (determina o tamanho dos blocos usados para a comparagao), r = 20%
multiplicado pelo desvio padrdao do sinal (estabelece o limite superior na
consideracgao de similaridade entre os dados), e N = 700 (representa o numero de

pontos no sinal).

Os dados foram analisados utilizando-se o aplicativo MATLAB 6.5 R13,

seguindo-se a rotina para analise da VFC.
Anidlise estatistica

A partir da analise de distribuicdo de frequéncias (Kolmogorov-Smirnov) os
dados nao apresentaram distribuicdo normal. Para avaliar a relagcédo entre as
analises da VFC no DT e no DF com a EnAp foi aplicada a regressao linear simples,
tanto no grupo IAM no 2° e no 7° dia, como para o grupo saudavel. Para a
comparagao dos dados da VFC do grupo IAM no 2° e no 7 ° dia apdés o evento
coronariano, foi realizado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon e para comparagao
do grupo IAM no 2° e no 7° dia com o grupo saudavel, foi realizado o teste nao
paramétrico de Mann-Whitnney. Nivel de significancia estabelecido em 5% para
todas as analises e os calculos foram realizados utilizando o programa BioEstat 5.0.
O calculo amostral, a partir do desvio padrao da variavel RMSSD, para o nivel de

confianga de 95% e power de 80%, sugeriu o numero de 10 voluntarios para cada

grupo.
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2.4.Resultados
Caracteristicas da amostra

Na tabela 1 estdo apresentados os dados do grupo IAM e do grupo saudavel
em relagdo a idade, as caracteristicas antropométricas, variaveis cardiovasculares
em condicdo de repouso nao apresentaram diferencas (p > 0,05). Assim como as

caracteristicas clinicas e medicamentos em uso do grupo |IAM.



Tabela 1. Idade,

caracteristicas

antropométricas,

cardiovasculares e caracteristicas clinicas dos grupos estudados.

variaveis

Idade e caracteristicas GRUPO IAM GRUPO SAUDAVEL
antropométricas (n=10) (n=11)
Idade (anos) 579 5443
Estatura (m) 1,67+0,04 1,69+0,05
Massa corporal (kg) 74,60+13,09 79,59+8,34
IMC (kg/m?) 26,81+4,22 27,86+3,11
Variaveis Cardiovasculares
FC (bpm) 65,70+10,86 70,18+9,58
PAS (mmHg) 126,00+13,49 116,42+6,43
PAD (mmHg) 76,00+10,74 77,73+4,10
Caracteristicas clinicas
Tabagismo 5(50) 0(0)
Hipertensao > 140/90 mmHg 2(20) 0(0)
Hiperglicemia de Jejum > 126 mg/dI 3(30) 0(0)
Hipercolesterolemia > 240 mg/dI 3(30) 0(0)
Hipertrigliceridemia > 200 mg/dI 4(40) 0(0)
Localizagao do IAM
Anterior 3(30) -
Postero- inferior 7(70) -
Classificagao clinica Killip | 10(100)
FEVE >40% 10(100) --
Reperfusao
Quimica 4(40) -
Mecanica 6(60) -
Medicamentos
Betabloqueadores 10(100) -
IECA 2(20) --

37

Dados expressos em média e desvio padréo, valores absolutos e porcentagem. IAM=infarto
agudo do miocardio; IMC=indice de massa corporal; FC=frequéncia cardiaca; PAS=pressao
arterial sistdlica; PAD=presséo arterial diastolica; FEVE=fragdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo; IECA=inibidores da enzima conversora de angiotensina.

(Teste de Mann-Withney para comparar idade e caracteristicas antropométricas e variaveis
cardiovasculares entre os grupos).
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Analise dos indices de VFC

Na analise de regresséo linear entre os indices no DT e no DF com a EnAp,
verifica-se relagao significativa (p < 0,05), tanto para o grupo IAM no 2° e no 7° dia

apos evento coronariano, como para o grupo saudavel (Tabela 2).

As figuras 2A e 2B mostram maiores indices de RMSSD e RMSM da VFC do
grupo saudavel (p < 0,05) quando comparado ao grupo IAM no 2° e no 7° dia. Ja os
indices do grupo IAM no 2° e 7° dia foram semelhantes (p > 0,05). Na analise no
dominio da frequéncia foi observado maior indice de BFun (Figura 2C) e BF/AF
(Figura 2E) e menor indice de AFun (Figura 2D) do grupo IAM no 2° e no 7° dia
quando comparado ao grupo saudavel (p < 0,05), o que indica que o grupo saudavel
apresenta menor modulagdo simpatica e maior modulagdo vagal em relagdo ao
grupo IAM. Na comparacéo intragrupo para esses indices, néo houve diferencgas (p >
0,05). Pela andlise nao linear da VFC, baseada na EnAp (Figura 2E), ndo foram
observadas diferengcas na comparagdo intragrupo (p > 0,05), porém o grupo
saudavel apresentou maiores valores (p < 0,05) quando comparado com o grupo
IAM no 2° e no 7° dia.
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Tabela 2. Correlagao entre Entropia Aproximada (EnAp) e os indices no DT e DF da VFC
(RMSSD, RMSM, BFun, AFun e Razdo BF/AF), para os grupos estudados.

GRUPO IAM GRUPO IAM GRUPO SAUDAVEL
20 dia 7° dia (n=11)
(n=10) (n=10)
R? r p R? r p R? r P
EnAp
RMSSD (ms) 0,72 0,87 0,00 0,75 0,88 0,00 0,34 0,63 0,03
RMSM (ms) 0,35 0,65 0,03 0,43 0,70 0,02 0,45 0,71 0,01
BFun 0,46 0,72 0,01 0,41 0,69 0,02 0,33 0,63 0,03
AFun 0,46 0,72 0,01 0,41 0,69 0,02 0,33 0,63 0,03
Razao BF/AF 0,33 0,64 0,04 0,74 0,87 0,00 0,50 0,74 0,00

R*=coeficiente de determinacdo; r=coeficiente de correlacdo; EnAp=entropia aproximada; RMSSD=raiz
quadrada da somatéria do quadrado das diferencgas entre os iRR no registro dividido pelo numero de iRR em
um tempo determinado menos um; RMSM=Raiz quadrada da somatéria do quadrado das diferengas dos
valores individuais em relagdo ao valor médio, dividido pelo nimero de iRR em um periodo;
ms=milisegundos; DF=dominio da frequéncia; BF=baixa frequéncia; AF=alta frequéncia; un=unidades

normalizadas;
(Regressao linear simples).
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Figura 2: Box Plot (mediana, intervalo de confianga, 1° e 3 ° quartis, maximo e minimo)
mostrando os resultados da analise no dominio do tempo (RMSSD, raiz quadrada da somatodria
do quadrado das diferengas entre os iRR no registro dividido pelo nimero de iRR em um tempo
determinado menos um (2A); RMSM, Raiz quadrada da somatdria do quadrado das diferengas
dos valores individuais em relacédo ao valor médio, dividido pelo nimero de iRR em um periodo
(2B)), no dominio da frequéncia (BF, baixa frequéncia (2C) e AF, alta frequéncia (2D) em un,
unidades normalizadas, e BF/AF (2E)) e pelo método n&o linear (EnAp, entropia aproximada
(2F)), comparando o grupo IAM no 2° e no 7 ° dia com o grupo saudavel.
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2.5.Discussao

Os resultados do presente estudo mostram, pela andlise de regresséo linear
entre a EnAp com os métodos lineares no DT e no DF, que os valores de coeficiente
de determinagéo e de correlagdo foram significativos tanto para o grupo IAM no 2° e
no 7° dia apos evento coronariano, bem como para o grupo saudavel. Esses
resultados diferem dos achados de Makikallio et al.[2], que comparando VFC no DT
e DF com EnAp, em pacientes apés |IAM, observaram que quanto menores 0s
valores no DT e DF, maiores eram os valores da EnAp. As divergéncias dos nossos
resultados em relagédo aos dos autores acima podem ser atribuidas a metodologia de
processamento dos dados, assim como a interrupg¢do do uso de betabloqueador e
do inibidor da ECA. Porém esses autores referem que o IAM é que contribui para
aumento do ténus simpatico refletindo no aumentando da complexidade do sinal e
que o sistema B-adrenérgico tem pouca participagdo na dindmica nao linear da VFC
[24]. No entanto, consideramos que a nao diferenga dos nossos resultados da VFC
entre a analise nao linear EnAp em relagao aos indices tanto no DT como no DF

pode ser atribuida ao bloqueio do pB-adrenoreceptor.

Beckers et al. [24] avaliando a acdo da atividade simpatica e vagal na
resposta da complexidade da FC, observaram que apds bloqueio farmacolégico
parcial do componente vagal ocorreu redugdo da complexidade nao linear da VFC,
sugerindo que a atuagao vagal é responsavel pela introdu¢do de complexidade na

variagao da FC.

Krstacic et al. [4] referem que os menores indices da EnAp de pacientes apos
o IAM em relagdo a saudaveis pode estar relacionado a perda da complexidade e
irregularidade do sinal, pelo fato de ocorrer reducédo da VFC, aumento da modulagao

autondémica simpatica e redugao da modulagdo autonémica vagal.

No que se refere a comparacao dos indices de VFC, avaliados no 2° e no 7°
dia apés o IAM, em nosso estudo ndo encontramos diferengas tanto para as
analises no DT e DF como para EnAp. Essa similaridade deve ser considerada pelo
pequeno periodo de avaliacao, ou seja, um intervalo de 5 dias. Outro fato que deve
ser considerado € o uso de medicamentos, especificamente os betabloqueadores e

a conduta de reperfusdo quimica ou mecanica realizada no 1° dia apés o |1AM.



42

De acordo Piegas et al. [16], os betabloqueadores sdo medicamentos de
primeira escolha para tratar o IAM, de modo a diminuir as demandas de oxigénio do
miocardio, da FC, da PA e da contratilidade cardiaca. Lampert et al. [25] mencionam
que estes medicamentos além de reduzirem a incidéncia de morbidade e
mortalidade, tém acédo direta sobre o SNA, pois antagonizam de forma especifica a
acao das catecolaminas nos receptores beta-adrenérgicos, e consequentemente,
alteram os indices de VFC, reduzindo a atividade simpatica, e promovendo uma

recuperacao parassimpatica.

Considerando as acgdes dos betabloqueadores sobre a modulacio
autondmica da FC, em nosso estudo verificamos que apesar de todos os pacientes
do grupo IAM fazerem uso desse medicamento, os indices de VFC apresentaram-se
similares no 2° e no 7° dia apés o evento coronariano. Do mesmo modo,
Carpeggiani et al. [26] também ndo observaram diferencas nos indices de VFC no

momento da admissao hospitalar comparado ao momento da alta hospitalar.

Por outro lado, tem sido referido que pacientes com IAM que iniciaram o uso
de betabloqueadores entre 5 a 21 dias apds internagao hospitalar durante 6
semanas apresentaram um aumento significativo dos indices no DT de RMSSD e no
DF do componente AF e reducao da razdo BF/AF [25]. Esses resultados podem ser
atribuidos ao periodo de uso de betabloqueador o qual tem efeito sobre a

modulagao autonémica da FC.

Por outro lado deve-se considerar que a reperfusdo quimica ou mecanica
empregada imediatamente apds IAM e bem sucedida, contribui para manter
preservadas as fungdes autondmicas ou até mesmo aumentada apresentando
valores dos indices da VFC préximo a faixa de normalidade. No entanto tem sido
referido que a modulagao autonémica da FC passa a ter uma recuperagao de seus

indices num periodo de 30 a 60 dias apds a angioplastia [27].

Considerando a reperfusao coronariana dos pacientes do presente estudo, a
qual foi realiza no primeiro dia de internagao e a VFC foi analisada no 2° e o 7° dia,
os indices das analises tanto no DT, DF como EnAp foram similares e concordantes
com os de Doulalas et al. [28] e Bonnemeier et al. [29] que referem que os indices

da VFC nao se alteram entre o 1° e o 5° dia.
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A reducgéo dos indices da VFC do grupo IAM em relagdo aos dos voluntarios
saudaveis, pode ser atribuida as alteracbes na modulagdo autonémica no né
sinusal, refletindo em redugcdo da modulagdo autondédmica vagal e incremento da
modulagao simpatica. Estudos prévios referem que as alteracbes da modulacao
autondbmica da FC apd6s o evento isquémico cardiaco s&o decorrentes de
modificagdes nas correntes idnicas através da membrana celular, levando a uma
instabilidade elétrica dos midcitos o que promove o aumento do trabalho ventricular
e da demanda de oxigénio [25, 27, 30, 31].

E importante notar que em nosso estudo, os valores de BFun (0,79) e BF/AF
(3,94) indicam aumento na modulagcdo autondmica simpatica dos pacientes apos
IAM quando comparado aos voluntarios saudaveis. Carpeggiani et al. [26] avaliaram
a resposta da VFC e observaram maiores valores BF/AF em pacientes com IAM na
fase hospitalar ao serem comparados voluntarios saudaveis. Do mesmo modo,
Barbosa et al. [32] observaram que pacientes com insuficiéncia cardiaca também

apresentam importantes alteracdes do sistema simpatico e parassimpatico.

No que se refere aos resultados de EnAp, nosso estudo concorda com
Krstacic et al. [4], os quais observaram valores de EnAp entre 0,941 0,13 no grupo
com IAM. Assim como com os resultados de Acharya et al. [33] que observaram

valores de EnAp 1,68 para voluntarios saudaveis de meia idade.

As diferencas da EnAp observadas entre os grupos pode ser atribuida ao
processo da doencga. No IAM, ha perda do comportamento caédtico (n&o linear) em
favor do comportamento ciclico ou de auséncia de variabilidade, que representa

maior risco de anormalidade e até mesmo de mortalidade [15].

Este estudo foi limitado pela dificuldade em selecionar uma amostra que
atendesse os critérios de inclusdo propostos. Estudos mais detalhados com
amostras maiores sao necessarios, bem como estudos transversais que incluem

pacientes com IAM e que nao recebem terapia betabloqueadora.

Implicagodes clinicas
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Considera-se que a analise da VFC por meio de métodos lineares e nao
lineares é importante para a compreensao da modulacdo autondmica cardiaca em

situagdes patologias, como o IAM.

Assim, com os resultados deste estudo foi possivel observar que a VFC, no 2°
e no 7° dia do grupo IAM, em uso de betabloqueadores e com reperfusédo
coronariana, foram semelhantes. Porém, ao compararmos os pacientes apés I1AM
com voluntarios saudaveis, observamos que os pacientes com |IAM apresentam
maior modulagéo simpatica e redugdo da modulagdo vagal. A VFC analisada pelos
métodos lineares no DT e no DF e o ndo linear pela EnAp, sdo concordantes. Isso
sugere que tanto o uso de métodos lineares no DT e no DF como os nao lineares,
como o de EnAp, podem ser empregados para a avaliaggo da modulagao

autonémica da FC, tanto de voluntarios saudaveis como de pacientes apds IAM.
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3. SEGUNDO MANUSCRITO

Relagdo entre a modulagdo autondmica cardiaca e as caracteristicas clinicas e

angiograficas de pacientes com doencga arterial coronariana
3.1.Resumo

Contextualizagao: A reducdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) é
considerada como um importante marcador de disfungdo autonémica. Objetivos:
Avaliar a VFC em pacientes com doenga arterial coronariana (DAC) e compara-los
com voluntarios saudaveis. Métodos: 52 homens (545 anos), divididos em trés
grupos, sendo dois grupos com obstrugdo coronariana, subdivididos em DAC+
(obstrugéo = 50%, n=18) e DAC- (obstrugdo <50%, n=17) e um grupo controle (GC,
n=17). A frequéncia cardiaca (FC) foi captada batimento a batimento, a partir do
Polar® S810i, em repouso supino durante 15 minutos. A analise da VFC foi pelos
calculos da entropia de Shannon (ES) e padrdes da analise simbdlica (0V e 2ULV),
relacionada a predominéancia simpatica e vagal, respectivamente. Analise estatistica:
teste de Kruskal-wallis e andlise multivariada (p < 0,05). Resultados: o grupo DAC+
apresentou menores valores de ES e 2ULV e maior OV quando comparado aos
grupos DAC- e CG. Na anadlise multivariada, foi observado menor ES e maior OV na
presenga das caracteristicas clinicas prévias como infarto e revascularizagao do
miocardio no grupo DAC+ comparado ao grupo DAC-. O uso de inibidores da
enzima conversora de angiotensina contribuiu para maior ES do grupo DAC-
comparado ao DAC+. Conclusao: Na DAC+ nao complicada, os padrdes da VFC
apresentam menor complexidade, maior modulagado autonémica simpatica e menor
modulagao parassimpatica comparativamente ao DAC- e GC em repouso supino.
Esses resultados indicam que a disfungéo autonémica cardiaca esta relacionada ao

grau de oclusao coronariana e ao comprometimento cardiaco.

Palavras-chave: Frequéncia Cardiaca; Doenca Arterial Coronariana; Dinamica Nao

Linear.
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3.2.Introdugao

Os fatores de risco fisiolégicos e ambientais para o desenvolvimento da
doencga arterial coronariana (DAC) s&o bem descritos na literatura e incluem
tabagismo, obesidade, sedentarismo, hipertensdo arterial, diabetes e
hipercolesterolemia. Esses fatores de risco alteram a fungdo autondmica [1-3], e
estdo associados com a progressdao da DAC [4] e aumento da mortalidade na
populacdo em geral [5-7]. Esse aumento de risco pode ser resultado da
instabilidade elétrica no coracdo devido a condigdes de instabilidade autondmica

dominada por influéncias do sistema nervoso simpatico [8, 9].

A disfuncao do sistema nervoso autonémico cardiaco em pacientes com DAC
esta relacionada com o grau de obstrugcdo das artérias coronarias, resultando em

diminuicdo da modulagao vagal e aumento da modulagao simpatica [10].

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) tem sido extensivamente usada
para avaliar o balanco do sistema nervoso autbnomo. A reducdo da VFC esta

associada ao aumento de risco de DAC [4, 11-13].

Convencionalmente, a VFC tem sido analisada no dominio do tempo (DT) e
da frequéncia (DF) a partir de métodos lineares [5, 12]. No entanto, a literatura refere
que o comportamento da frequéncia cardiaca (FC) apresenta-se de maneira nao
linear, devido aos varios sistemas osciladores que atuam como entrada no sistema
nervoso autonémico que, por sua vez, € o modulador da FC [14]. Assim, tem sido
proposto analisar a dindamica da FC por métodos baseados na teoria do Caos [15,
16]. Porta et al. [17] mencionam a analise nao linear da dindmica da FC usando os
métodos da Entropia de Shannon (ES), que calcula o grau de complexidade dos
padrdes dos intervalos RR (iRR). Dessa forma, o estudo da complexidade da
regulagao cardiaca pode fornecer informagdes importantes sobre os mecanismos
subjacentes de regulagdo [18]. Assim, uma modificacdo dos indices de

complexidade, pode predizer situagao patoldgica, e depressao global do organismo.

Outro método nao linear que vem sendo utilizado para analisar o sistema

simpatico e o parassimpatico é a analise simbdlica da sequéncia de trés batimentos
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cardiacos, a qual permite promover, separadamente, a porcentagem de atuagao de

cada um dos ramos do sistema nervoso autondmico cardiaco [19].

Assim, a identificacdo de alteragdes no sistema nervoso autbnomo de
pacientes com DAC, usando os métodos ndo lineares baseados na ES e na analise
simbdlica podem ser uteis para a avaliagao precoce e estratificacdo de risco, bem
como para monitoramento da vulnerabilidade clinica para novos eventos cardiacos e

avaliacao e prescricao de exercicios fisicos para esses pacientes.

A hipétese desse estudo é que o grau de oclusdo coronariana esta
relacionado com comprometimento da modulacdo autonémica com reducdo da

complexidade e do balango simpato-vagal.

O objetivo do estudo foi determinar pela analise da VFC a presenga de
disfungao autonémica baseada no ES e na analise simbdlica em pacientes com DAC

e determinar se os padrdes da VFC diferem de voluntarios saudaveis.
3.3.Métodos
Voluntarios

Foram entrevistados e elegidos para o estudo 102 homens com DAC,
determinada por angiocoronariografia no Centro de Hemodinamica do Hospital. Os
seguintes critérios de inclusdo foram definidos para o estudo: de uma a quatro
artérias comprometidas, considerando, artéria descendente anterior, artéria
coronaria esquerda e direita, artéria circunflexa esquerda, ramos marginais e
diagonais. Adicionalmente, a presenca de pelo menos um dos seguintes fatores:
infarto do miocardio e angioplastia ha mais de 6 meses; cirurgia de revascularizagao
do miocardio ha mais de 12 meses; obesidade (indice de massa corporea (IMC)
entre 30 e 35 kg/m?); tabagismo [20]; etilismo [21]; baixo nivel de atividade fisica
semanal, verificada por meio do International Physical Activity Questionarie (IPAQ),
versdao 6 [22]; histéria de hipertensao arterial até o estagio 1 [23]; historia de

dislipidemias e diabetes mellitus.

Foram excluidos voluntarios com: arritmias e extrasistoles frequentes (n=>5);
doenca pulmonar obstrutiva crénica (n=6); angioplastia realizada no mesmo dia da

angiocoronariografia (n=8); angina instavel (n=3); alteragbes musculares e
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articulares (n=5); diabéticos insulino-dependentes (n=6); hipertensdo arterial
sistémica no estagio 2 e acima (n=5), neoplasia (n=2), insuficiéncia renal (n=3),
sequela de acidente vascular cerebral (n=4); que faziam uso de terapia

betabloqueadora (n=15) e que ndo aceitaram participar do estudo (n=5).

Assim, foram estudados 35 homens (5516 anos) os quais foram divididos em
dois grupos de acordo com os resultados da angiocoronariografia em DAC+ (n=18) e
DAC- (n=17), com estenose maior e menor que 50%, respectivamente, baseado nas
Diretrizes de Doenga Coronariana Crbnica - Angina Estavel [24] e com fragdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) dentro da normalidade de acordo com a
ventriculografia (DAC+=56,2715,45 e DAC-=64,47+5,83).

O grupo controle (GC) foi constituido de 17 homens saudaveis (534 anos),
cujo estado de saude foi atestado por avaliagdo clinica completa, incluindo histéria
médica, exame fisico, radiografia de tdérax, exames bioquimicos de sangue,
eletrocardiograma (ECG) de repouso e durante o exercicio e medidas da pressao
arterial (PA) nas posturas supina e sentada. Nao faziam uso de medicamentos e

nem eram fumantes ou etlistas.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituigdo
(protocolo n° 04/09). Todos os voluntarios assinaram um termo de consentimento

formal, aceitando participar do estudo.
Captacao e analise da VFC

Os protocolos foram realizados pelos mesmos profissionais, € sempre no
periodo da tarde para evitar influéncias do ciclo circadiano sobre as variaveis
estudadas. O ambiente era climatizado artificialmente, com a temperatura em torno
de 22°C e a umidade relativa do ar entre 40 e 60%. Antes do experimento, os
voluntarios foram familiarizados com os equipamentos e com o protocolo
experimental a fim de reduzir a ansiedade. Os voluntarios foram instruidos a nao
ingerir cafeina ou bebidas alcodlicas e nao realizar exercicio extenuante 24h antes
da aplicagado do protocolo, bem como fazer uma refeigao leve pelo menos 2h antes

do teste.
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Para avaliar a modulagdo autondémica, a FC e os iRR foram captados
digitalmente durante 15 minutos, e transferidos para um computador para posterior
analise. Os dados foram obtidos antes da angioplastia, usando um frequencimetro
Polar Advanced S810i® e um cinto transmissor (Polar Electro o.Ltda. Kempele,
Finland). Os voluntarios foram cuidadosamente instruidos sobre o experimento e a
captacdao da FC foi realizada na presenca do pesquisador principal. Todos os
voluntarios permaneceram na postura supina, em repouso, com as maos ao lado do
corpo. Apoés um periodo de repouso, a FC e a pressédo arterial (PA) foram
mensurados para avaliar se as condi¢gdes basais dos voluntarios estavam dentro da
normalidade para dar inicio ao experimento. A FC e os iRR foram captados a partir

de um transmissor conectado ao toérax.

O frequencimetro fornece informagdes das captacdes dos iRR, que é definido
como o intervalo de tempo entre dois complexos QRS (extensao do ciclo cardiaco).
O Polar Advanced S810i detecta as ondas RR do ECG com uma taxa de
amostragem de 500hz e resolugédo temporal de 1ms [25]. Apds transferir os dados
para o computador, a série dos iRR foi inspecionada e interferéncias foram

eliminadas.

Para anadlise da VFC, foi utilizado o trecho de maior estabilidade do sinal,
considerando 300 pontos consecutivos para todos os voluntarios'?. Para analise da
VFC, foi utilizado a ES e analise simbdlica, os quais foram previamente validados e

descritos [17].
Analise simbdlica

Esta abordagem, que foi descrita por Porta et al. [17], baseia-se em: 1)
transformar uma série de variabilidade do periodo cardiaco em uma sequéncia de
numeros inteiros (isto €, simbolos); 2) construir padrdes (isto &, palavras); 3) reduzir
0 numero de padrbes agrupando-os em um pequeno numero de familias; e 4) avaliar
as taxas de ocorréncia dessas familias. Uma abordagem baseada num
procedimento de quantizacdo uniforme foi usada para transformar as séries RR
numa sequéncia de simbolos. Explicando de maneira breve, o espectro total da série
foi distribuido por simbolos ¢ com uma resolugdao de (RRmax-RRmin)/¢, na qual

RRmax e RRmin eram o0 maximo e o minimo da série. Apds a quantizagao, a seérie
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RR se tornou uma sequéncia RR¢ ={RR¢(i), i=1,...,N} de valores inteiros indo de 0 a ¢&-
1. A técnica de retardo coordenado foi utilizada para transformar a série RRe em
uma sequéncia de padrées RR¢, ={RR¢,.(i), i=L,...,N} com RRg,.(i)=[RRe(i), RRe(i-
1),..., RRg(i-L + 1)]. O nimero de possiveis RR;,(i) foi €. Uma vez que &" cresceu
muito rapidamente com L e ¢,, ambos os parametros precisavam ser pequenos.
Para aplicagdes com sequéncias de dados curtos, o melhor compromisso foi £=6 e

L=3, e o numero de padrdes possiveis foi 216.

Para reduzir o numero de padrbes sem perder informag¢des, seguimos um
procedimento de redugcdo de redundancia. Todos os padrdes foram agrupados sem
perda em quatro familias, de acordo com o numero e os tipos de variagcdo de um
simbolo para o outro. As familias de padrées foram as seguintes: 1) padrbes sem
variagdo [0V: todos os simbolos sdo iguais, por exemplo (4,4,4) ou (2,2,2)]; 2)
padrdes com uma variagao [1V: 2 simbolos consecutivos séo iguais € o simbolo
restante € diferente, por exemplo (3,4,4) ou (4,4,2)]; 3) padrbes com duas variagoes
semelhantes [2LV: os 3 simbolos formam uma rampa ascendente ou descendente,
por exemplo (1,2,4) ou (4,3,2)]; e 4) padrdes com duas variagdes contrarias [2ULV:
os 3 simbolos formam um pico ou um vale, por exemplo (2,4,2) ou (4,1,2)]. N6s
avaliamos as taxas de ocorréncia destas familias, que foram designadas 0V%, 1V %,
2L.V%, e 2ULV%. Para computar estes indices, simplesmente contamos o numero
de vezes que um padrédo Rg¢ -6.-3(i) pertencente a uma familia especifica foi

encontrado em RR¢ =6 =3. O resultado (multiplicado por 100) foi dividido por [N-(L-1)].

Estudos com bloqueio farmacoldgico [19] e testes autondmicos indicaram que
os indices O0V% e 2ULV% sao capazes de avaliar modulagdes simpaticas e

parassimpaticas, respectivamente.
Entropia de Shannon

A distribuicdo dos padrbes foi calculada pela ES para prover uma descricao
de sua complexidade. A ES ¢ alta se a distribuicao for plana (todos os padrdes estao
identicamente distribuidos e a série carrega a quantidade maxima de informacdes).
Ao contrario, a ES é baixa se ha um provavel subconjunto de padrées, enquanto
outros sdo ausentes ou infrequentes (por exemplo, numa distribuicdo gaussiana)
[17, 26].
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Analise dos dados

O tamanho da série N foi fixado em 300 batimentos e a média e a variancia

da série dos iRR foram calculados.
Analise estatistica

Para anélise dos dados da ES e dos padrées OV e 2ULV intergrupo foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn. A relacéo da VFC (ES, 0V
e 2ULV) com as covariantes: caracteristicas clinicas (infarto do miocardio > 6 meses,
revascularizagdo o miocardio > 12 meses, angioplastia > 6 meses, numero de
artérias e local de estenose), fatores de risco (hipertensao arterial, diabetes mellitus,
dislipidemia, predisposi¢cao familiar para DAC, tabagismo e etilismo) e medicamentos
em uso (inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), hipolipemiantes,
hipoglicemiantes, diuréticos e antiplaquetarios) foi analisada a partir do teste
multivariado, modelo tipo Ill, com post hoc de Bonferroni. Em todas as analises o
nivel de significancia foi de 5% (p < 0,05). Foi utilizado o aplicativo SPSS 13.0 for
Windows e Statistica for Windows, Release 6.1. Stat. Soft, Inc. 2000-2003 para a
analise estatistica. O célculo amostral sugeriu no minimo 14 voluntarios para cada
grupo, para o nivel de significancia de 5% (teste bi-caudal) e um power de 80% para

identificar diferencas entre os grupos para as variaveis ES, 0V e 2ULV.
3.4.Resultados
Caracteristicas clinicas

A tabela 1 mostra as caracteristicas basais e os parametros cardiovasculares
dos voluntarios dos trés grupos, incluindo os dados de repouso na postura supina de
pressao arterial sistdlica (PAS) e pressao arterial diastélica (PAD) (mmHg), FC
(bpm), iIRR (ms) e FEVE estimada. Houve diferenga significativa entre os grupos
DAC+ e GC para a FC (p < 0,05). No entanto, ndo houve diferencas significativas

para as demais variaveis (p > 0,05).

Dados referentes as caracteristicas clinicas, fatores de risco e medicamentos

em uso dos grupos estao apresentados na tabela 2.



Tabela 1. Idade, caracteristicas antropométricas e variaveis
cardiovasculares em repouso dos voluntarios.

DAC+ DAC- GC
Variaveis n=18 n=17 n=17
Idade (anos) 5715 5216 53+4
Massa corporal (kg) 79,81+14,59 78,44+15,68 76,12+6,43
Estatura (m) 1,67+0,07 1,70+£0,04 1,73+0,04
IMC (kg/m?) 28,29+4,52 26,68+4,04 25,19+1,65
PAS (mmHg) 133,33+14,95 121,17£10,53 120+£11,18
PAD (mmHg) 84,1618,08 81,17+7,81 78,23+6,35
FC (bpm) 72,1147,51* 65,70+8,09 63,11+4,83
Intervalos RR (ms) 890,65+138,91  903,50+£136,37 948,32+91,70
FEVE estimada (%) 56,27+5,45 64,4745,83 -

Média + DP para as variaveis continuas

DAC+=pacientes com estenose da artéria coronariana 250%; DAC-= pacientes com
estenose da artéria coronariana <50%; GC=grupo controle; PAS= pressao arterial
sistolica; PAD=pressao arterial diastdlica; FC=frequéncia cardiaca; FEVE=fracdo de

ejecao do ventriculo esquerdo.
*p < 0,05 (Grupo DAC+ vs GC)
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Tabela 2. Dados clinicos e angiograficos, fatores de risco e medicamentos.

DAC+ DAC- GC
Caracteristicas Clinicas Sim/ndo Sim/nao Sim/nao
Infarto do miocardio (>6 meses) 4/14 0/17 0/17
Revascularizacdo do miocardio 6/12 0/17 0/17
(>12 meses)
Angioplastia (>6 meses) 4/14 0/17 0/17
No. artérias comprometidas
Uniarterial 6/12 11/6 0/17
Biaterial 5/13 6/11 0/17
Multiarterial 7111 017 017
Local da estenose
Descendente anterior 14/4 11/6 0/17
Coronaria direita 11/7 6/11 0/17
Circunflexa esquerda 5/13 2/15 0/17
Marginais 7111 3/14 0/17
Diagonais 7111 017 017
Fatores de Risco
Hipertensao 15/3 6/11 0/17
Diabetes mellitus 9/9 2/15 017
Dislipidemia 11/7 8/9 0/17
Predisposicdo familiar para 9/9 4/13 0/17
DAC
Sobrepeso (IMC entre 25 e 30
kg/m?) 7111 5/12 5/12
Obesidade (IMC > 30 kg/m?) 7111 4/13 0/17
Tabagismo 6/12 3/14 0/17
Etilismo 2/16 3/14 017
Medicamentos
Inibidores da ECA 7111 6/11 017
Hipolipemiantes 10/8 4/13 0/17
Hipoglicemiantes 6/12 2/15 0/17
Diuréticos 6/12 2/15 017
Antiplaquetarios 16/2 5/12 0/17

DAC+=pacientes com estenose da artéria coronariana 250%; DAC-=pacientes com estenose
da artéria coronariana <50%; ECA=enzima conversora de angiotensina.
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A ES do grupo DAC+ foi menor comparado ao grupo DAC- e GC (3,28; 3,51 e
3,53, respectivamente, p < 0,05) (Figura 1A). O padrdo 0V foi menor no GC e no

grupo DAC- em relagdo ao grupo DAC+ (24,74; 26,08 e 31,26, respectivamente,

p<0,01) (Figura 1B), e o padrdao 2ULV foi menor no grupo DAC+ comparado ao
grupo DAC- e GC (12,54, 16,72 e 19,69, respectivamente, p < 0,05) (Figura 1C).
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Figura 1: Box plot (mediana, 1° e 3 ° quartis, maximo e minimo), mostrando os resultados da
entropia de Shannon (1A) e analise simbdlica (0V, padrao sem variagao (1B) e 2ULV, padrao
com duas variagbes diferentes (1C)), dos grupos DAC+(pacientes com estenose coronariana

250%), DAC- (pacientes com estenose coronariana <50%) e controle.
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Analise Multivariada

Os resultados das médias dos indices ES, OV e 2ULV da VFC dos grupos
DAC+, DAC- e GC relacionado com as variaveis caracteristicas clinicas, fatores de
risco e medicamentos em uso, estdo apresentados na tabela 3. Observa-se que os
voluntarios do grupo DAC+ que com historia de infarto e de revascularizagdo do
miocardio apresentam menores valores de ES e maiores valores do padrdo 0V
quando comparado ao grupo DAC- (p < 0,05). No que se refere ao uso de inibidores
da ECA, os voluntarios do grupo DAC- que faziam uso desse medicamento,
apresentam maior ES comparado ao DAC+ (p < 0,05). J& o padrdao 2ULV, néao
apresentou relagdo com as caracteristicas clinicas, fatores de risco e medicamentos

em uso.
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Tabela 3. Analise multivariada da média dos indices da ES, 0V e 2ULV da VFC dos
grupos DAC+, DAC- e GC, relacionados com as caracteristicas clinicas, fatores de

risco e medicamentos em uso.

Variaveis
Caracteristicas clinicas ES ov 2ULV
Infarto do miocardio (>6 meses) DAC+<DAC-e GC* DAC+>DAC-e GC* ns
Revascularizagdo do miocardio DAC+<DAC- e GC* DAC+>DAC- e GC* ns
(>12 meses)
Angioplastia (>6 meses) ns ns ns
No. artérias comprometidas
Uniarterial ns ns ns
Biaterial ns ns ns
Multiarterial ns ns ns
Local da estenose
Descendente anterior ns ns ns
Coronaria direita ns ns ns
Circunflexa esquerda ns ns ns
Marginais ns ns ns
Diagonais ns ns ns
Fatores de Risco
Hipertensao ns ns ns
Diabetes mellitus ns ns ns
Dislipidemia ns ns ns
Predisposicao familiar para DAC ns ns ns
Sobrepeso (IMC entre 25 e 30 kg/m?) ns ns ns
Obesidade (IMC > 30 kg/m?) ns ns ns
Tabagismo ns ns ns
Etilismo ns ns ns
Medicamentos
Inibidores da ECA DAC+<DAC-* ns ns
Hipolipemiantes ns ns ns
Hipoglicemiantes ns ns ns
Diuréticos ns ns ns
Antiplaquetarios ns ns ns

ES=entropia de Shannon; 0V=padrées sem nenhuma variacdo; 2ULV=padrées com duas variacbes
diferentes; DAC+=pacientes com estenose da artéria coronariana 250%; DAC-= pacientes cm estenose
da artéria coronariana <50%; GC= grupo controle; ECA=enzima conversora de angioteonsina; ns= nao
significativo.

*p < 0,05.
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3.5.Discussao

Os resultados desse estudo, baseado na ES e na analise simbdlica, indicam a
presenca de maior disfuncdo autonémica cardiaca em pacientes com DAC com
obstrucdo 250% do que em pacientes com DAC com obstru¢cao <50% e voluntarios

saudaveis.

A ES é uma medida da complexidade da distribuicdo da amostra do sinal [17].
Dessa forma, nossos resultados sugerem que a complexidade da modulagéo
autonbmica da FC esta relacionada ao grau de comprometimento da obstrugao
coronariana, uma vez que o grupo DAC+ apresentou uma redug¢do da ES, quando
comparado aos grupos DAC- e controle. A redugdo da ES esta relacionada ao
desbalango simpatovagal no coragao, que pode predizer situagbes de depressao
global do organismo [18]. Voss et al. [27] observaram um decréscimo dos padrdes
de ES em pacientes apds infarto do miocardio, o qual esta relacionado com o

aumento de risco de arritmias malignas e morte cardiaca subita.

Em nosso estudo, além dos pacientes com DAC+ apresentarem menor ES, os
mesmos também apresentaram alteragdes nos padroes da analise simbdlica, com
reducéo do padrao 2ULV e aumento do padrao 0V, em relagdo aos grupos DAC- e
controle. O padrao 0V é caracterizado por ondas lentas (oscilagdes de BF) enquanto
que 2LV e 2ULV sao padrdes de fragmentos de ondas rapidas (oscilagées de AF)
[17]. Os padrbes simbolicos tém sido associados com a modulagdo cardiaca
simpatica e vagal, em estudos prévios, com bloqueio farmacoldgico e testes
autondmicos em populacdes saudaveis e doentes [19, 26, 28, 29]. O padréao 0V tem
sido associado com a modulagao simpatica enquanto que o padrao 2ULV tem sido
associado com a modulacédo vagal [19, 29]. Portanto, nossos resultados sugerem
que os pacientes do grupo DAC+ apresentam um aumento da modulagao simpatica
e redugao da modulagao vagal, o que esta relacionado com a gravidade da oclusao

coronariana.

Esses achados sao concordantes com estudos prévios, que utilizaram
métodos lineares, os quais observaram que a insuficiéncia coronariana leva a
disfungdo da modulacdo autondbmica da FC, caracterizada pelo aumento da

modulagao simpatica ou diminuigdo da modulagao vagal [30-32].
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A funcdo autonémica anormal € conhecida por predispor arritmias em
diversas condicdes clinicas e em condi¢cdes experimentais, principalmente diante do
estresse fisico. Assim, a partir da analise dos indices da VFC pode-se obter
informagbes importantes para o prognéstico de aparecimento de eventos

indesejaveis e de mortalidade cardiaca [10, 27].

Pela analise de relacao entre as variaveis obtidas da analise da VFC com as
caracteristicas clinicas, fatores de risco e medicamentos em uso, os resultados
mostram que os voluntarios do grupo DAC+ com historia de infarto do miocardio e
revascularizacdo do miocardio prévia apresentaram maior modulacdo simpatica,
comparado ao grupo DAC-. Esse achado reflete que mesmo apds 6 meses do
periodo de IAM e 12 meses de revascularizagéo, essas duas caracteristicas clinicas,
sdo as que mais contribuiram para o aumento da modulagao autonémica simpatica.
Esses achados corroboram com estudos longitudinais que avaliaram pacientes apos
o IAM [33-35] e apds cirurgia de revascularizagdo do miocardio [36, 37] e
observaram que a disfungao autondmica pode estar presente até 12 meses apods o

evento coronariano.

Verificando a relagcdo da ES com as caracteristicas clinicas, fatores de risco e
medicamentos em uso, foi observado que houve maior valor da ES para os
voluntarios do grupo DAC- comparado ao grupo DAC+ quando considerados os
voluntarios que faziam uso de inibidores da ECA, refletindo uma maior complexidade
da série de iRR para os voluntarios do grupo DAC-. O inibidor da ECA é um
medicamento que inibe as fungbes da angiotensina Il, como a vasoconstricdo e a
atividade simpatica [38]. Com isso, esse farmaco permite que ocorra uma
recuperacao significativa dos indices da VFC, observados por métodos lineares, o
que implica em melhora da modulagdao autondmica da FC e um progndstico

cardiovascular satisfatorio [39].

Assim, de modo geral os resultados do presente estudo mostram que
pacientes do grupo DAC+, mesmo apods a revascularizagao do miocardio e o uso de
inibidores da ECA, apresentam maior modulagao autondmica simpatica, sugerindo
gque os mesmos podem estar mais susceptiveis a desenvolver novos eventos

cardiovasculares.
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Limitagoes

Consideramos como limitagdes deste estudo, a dificuldade em selecionar a
amostra que atendesse aos critérios de inclusdo propostos. Deve-se considerar
também a heterogeneidade dos voluntarios estudados, de modo que fatores como

infarto e revascularizacdo do miocardio influenciaram nos resultados encontrados.
Implicagdes clinicas e praticas

Os resultados do presente estudo mostram que em pacientes com DAC+ ha
uma redugado na complexidade da regulacédo cardiovascular devido a uma redugao
da modulagdo autondmica vagal e aumento da modulagdo autondmica simpatica.
Assim, o uso da analise pela ES e simbdlica contribui para a identificagcdo de
alteracbes da modulacdo autonémica da FC permitindo obter informacdes clinicas
sem a necessidade de adicdo de analises sofisticadas. Além disso, a analise da
VFC torna-se relevante tanto para a avaliacdo precoce e estratificacdo de risco para
doencas cardiacas, bem como para o acompanhamento clinico de pacientes com
DAC.

Além disso, a introdu¢do da analise da VFC por meio da ES e da analise
simbdlica tem como objetivo incentivar a utilizagdo dessa técnica ndo-invasiva, na
area da reabilitagcdo cardiaca, possibilitando avaliar e reavaliar a modulagao
autondbmica da FC antes e apds intervencoes fisioterapéuticas, desde que seja
seguido todas as recomendacdes e rigor metodoldgico para coleta e processamento

dos dados.
Conclusao

Na DAC nao complicada, os parametros da VFC mostram menor
complexidade da modulagdo autonémica da FC, maior modulacdo autondmica
simpatica e menor modulagdo autonémica parassimpatica, em condi¢gdes basais.
Esses resultados sao aceitos como indicador de que a disfungdo autondémica do
coracao esta relacionada ao grau de obstrugdo coronariana. No entanto, s&o

necessarios mais estudos envolvendo um numero maior de pacientes.
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4. TERCEIRO MANUSCRITO

O polimorfismo D/I do gene da ECA néo influencia a modulagdo autonémica da

frequéncia cardiaca de pacientes com doenga coronariana
4.1.Resumo

Contextualizagao: A influéncia de fatores genéticos e ambientais na modulagéo
autonbmica da frequéncia cardiaca (FC) ainda é pouco compreendida. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do polimorfismo I/D do gene da ECA na
modulagdo autonémica da FC em pacientes com doenca arterial coronariana (DAC)
e sua associacdo com fatores de risco. Métodos: Participaram do estudo 151
pacientes (56+8 anos) com DAC, divididos de acordo com os gendtipos para a
variante |I/D do gene da ECA (rs1799752) (DD, n=54; DI, n=70 e Il, n=27). As
medidas dos desfechos principais foram a presencga dos fatores de risco, os dados
de PA, FC e os indices da VFC analisadas a partir da captacao da FC e dos
intervalos RR (iRR), em repouso na posi¢ao supina, durante 15 min. Testes
estatisticos: X?, one-way ANOVA e regressdo linear maltipla com a=5%.
Resultados: As caracteristicas basais e fatores de risco ndo diferiram entre os
gendtipos (p > 0,05). Nao houve associagao entre o polimorfismo D/I do gene da
ECA e as variaveis FC, PA e VFC (p > 0,05). Na analise de regressdo multipla, o
menor percentual de estenose e o uso de inibidores da ECA, influenciaram 69,24% e
58,40% para maiores indices de RMSSD (ms) e AF (ms?), respectivamente.
Conclusao: Os resultados mostram que nao ha relagéo entre o polimorfismo D/l do
gene da ECA com a FC, PA e VFC. Ja os maiores indices da VFC que refletem a
modulagao autonémica vagal estao relacionados ao menor percentual de estenose e

ao uso de inibidores da ECA.

Palavras-chave: variabilidade da frequéncia cardiaca, doenca coronariana,

polimorfismo genético, enzima conversora de angiotensina.
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4.2.Introdugao

A doenga arterial coronariana (DAC) é a principal causa de morte nas
populagdes ocidentais e esta associada a diversos fatores de risco, que sao
classificados em modificaveis (tabagismo, hipertensao, etilismo, sedentarismo, entre
outros) e ndo modificaveis (idade, sexo, antecedentes genéticos) [1-3]. Esses fatores
de risco estao relacionados com o desenvolvimento e a progressdo da DAC [4, 5] e

com a disfuncao do sistema nervoso autonémico cardiaco [6].

Dentre os fatores genéticos, alteragbes na sequéncia nucleotidica do gene
que codifica a enzima conversora de angiotensina (ECA) tém sido associadas com
risco aumentado de infarto do miocardio e miocardiopatias [7-10], hipertrofia
ventricular esquerda [11], doenca arterial coronariana [12, 13] e alteracbes da
modulagdo autondmica cardiaca, evidenciada a partir da analise da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) [14, 15].

O polimorfismo do gene da ECA, localizado no intron 16, é caracterizado pela
presenca (insercéo — alelo 1) ou auséncia (dele¢ao — alelo D) de uma sequéncia de
287pb. A ECA é responsavel por converter angiontensina | em angiotensina Il, um
importante vasoconstritor, e esta envolvida da degradacédo da bradicinina [16, 17].
Individuos portadores de ambos os alelos D (gendtipo DD) apresentam maior

concentragao plasmatica de ECA circulante [18].

Estudos apresentam associagdo do gendtipo DD com o aumento dos niveis
pressoricos e desenvolvimento da hipertensdo arterial (HAS) [19, 20]; o que de
acordo com Murphey et al. [17] e Townend [21], pode ser justificado pelos niveis
elevados de angioensina Il, que exercem acgao inibitoria vagal e facilitagdo simpatica
em nivel central e periférico do sistema nervoso, influenciando nas respostas da
frequéncia cardiaca (FC) e da presséao arterial (PA). No que se refere a modulagéo
autonébmica da FC, Thayer et al. [15] observaram em individuos de meia idade com
fatores de risco para DAC, associagdao do gendtipo DD com menor modulagao
autondmica vagal. Ja em pacientes na fase aguda apés infarto do miocardio, nao foi
verificada associacdo do gendtipo DD com os indices da VFC [14]. No entanto,
Busjahn et al. [22] observaram maiores indices de VFC em individuos saudaveis

portadores do gendtipo DD.
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Em vista das evidéncas, os resultados de associacdo do polimorfismo do
gene da ECA com as respostas da modulagdo autonémica da FC s&o controversos.
Porém, de acordo com o nosso conhecimento, a relagdo do polimorfismo D/I do
gene da ECA com os indices da VFC nao foi abordada em uma populagdo com
diferentes graus de doenga coronariana, em que o paciente ja apresenta fatores de
risco para a DAC. Assim, com a hipotese de que individuos portadores do gendtipo
DD apresentam maior modulagdo autondmica simpatica e menor modulagéo vagal, e
que fatores de risco para o desenvolvimento da DAC podem estar envolvidos na
modulagdo autonémica da FC, os objetivos foram avaliar a relagdo entre o
polimorfismo D/l do gene da ECA com a FC, PA e os indices da VFC; e avaliar a

influéncia dos fatores de risco sobre os indices da VFC em pacientes com DAC.
4.3. Materiais e métodos
Voluntarios

Apo6s assinarem o termo de consentimento informado, 151 pacientes do
género masculino (56+8 anos) com DAC diagnosticada por angiocoronariografia
foram incluidos no estudo. As caracteristicas basais, clinicas e medicamentos em
uso estdo apresentados na tabela 1 de acordo com os gendtipos da variante D/l do
gene da ECA (DD, n=54; DI, n=70 e Il, n=27).

Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos no estudo os voluntarios que apresentaram DAC, de acordo
com o diagndstico médico e com resultados da angiocoronariografia, com percentual
de obstrucdo coronariana (de 20 a 99%) [23], de uma a quatro artérias
considerando: artéria descendente anterior, artéria coronaria esquerda e direita,
artéria circunflexa esquerda, ramos marginais e diagonais; infarto do miocardio e
angioplastia ha mais de 6 meses; cirurgia de revascularizagao do miocardio ha mais
de 12 meses; e pelo menos um dos seguintes fatores de risco: obesidade (indice de
massa corporea (IMC), até 35 kg/m?); tabagismo [24]; etilismo [25]; nivel de atividade
fisica semanal, classificado como sedentario ou irregularmente ativo, verificada por
meio do International Physical Activity Questionarie (IPAQ), versao 6 [26]; historia de
hipertensdo arterial até o estagio 1 [27]; de dislipidemia com concentracbes

plasmaticas elevadas de colesterol total (>200mg/dl), de LDL colesterol (>100mg/dl),
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e de triglicérides (>150mg/dl), ou concentragdes reduzidas de HDL (<40mg/dl) [28];

diabetes mellitus, niveis de glicemia de jejum >110mg/dI [29].

Foram considerados critérios de exclusao voluntarios com: arritmias e
extrasistoles frequentes; doenga pulmonar obstrutiva; angioplastia realizada no
mesmo dia da angiocoronariografia; angina instavel; infarto do miocardio até 6
meses; cirurgia de revascularizagédo até 12 meses; diabéticos insulino-dependentes;
hipertensao arterial sistémica acima do estagio 1; neoplasia; insuficiéncia renal;
sequela de acidente vascular cerebral; e aqueles que ndo aceitaram participar do

estudo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo sob o
n° 04/09. Os voluntarios concordaram e assinaram um termo de consentimento livre

e esclarecido.

O tamanho da amostra foi baseado levando-se em consideragdo a menor
frequéncia genotipica do polimorfismo D/l do gene da ECA (gendtipo 1) a partir dos
dados descritos por Steeds et al. [14]. Foi considerado p = 0,01 com margem de erro
de 10% e com poder de 80% e com nivel de significancia de 5%. O célculo do
tamanho da amostra foi processado utilizando-se o BioEstat 5.0, e o numero

sugerido foi de 38 voluntarios.
Procedimento e protocolo experimental

Os dados de FC e PA foram captados entre o 4° e 7° dia apos a
angiocoronariografia, no Laboratério de Pesquisa da Instituicdo, em ambiente
climatizado artificialmente, com temperatura e umidade relativa do ar em torno de
23°C e 50%, respectivamente. Os voluntarios foram instruidos a n&o ingerir cafeina
ou bebidas alcodlicas e n&o realizar exercicio extenuante no dia anterior a aplicagao
do protocolo. No dia do experimento os voluntarios foram questionados sobre o
cumprimento das recomendacdes a seguir, previamente a realizacdo dos protocolos
e subsequentemente examinados para a verificagdo da normalidade dos valores de
FC e PA.

Os voluntarios permaneceram em repouso na postura supina por um periodo

de 10 min. Durante todo o periodo de coleta, os voluntarios foram orientados a
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manter a respiragao espontanea com frequéncia entre 12 e 18 incursdes por minuto,
sendo esta monitorizada pelo pesquisador. A FC e os intervalos RR (iRR) foram
registrados continuamente, batimento a batimento, durante 15 min, utilizando o
Frequencimetro Polar® modelo S810i (Polar ElectroOy, Finland). Esse sistema
detecta a despolarizagdo ventricular, correspondente a onda R do
eletrocardiograma, com uma taxa de amostragem de 500Hz e uma resolugao
temporal de 1 ms [30], previamente validado por Loimaala et al. [31] e Gamelin et al
[32]. Apos a gravagao, os sinais foram transmitidos para um receptor de interface

conectado a um computador para analise posterior.

A pressao arterial (PA) foi medida em trés momentos, na condicdo de
repouso, pelo método auscultatério de Korotkoff por meio de um esfigmomandémetro
de coluna de mercurio (WanMed, Sao Paulo, SP, Brasil) e um estetoscopio (Littman,
St. Paul, MN, USA).

Analise dos dados

Para analise da FC de repouso, foi utilizado o valor médio da coleta de 15
min, e para a PA foi utilizado o valor médio das afericbes. Foi realizada uma
inspecgao visual da distribuicdo dos iRR (ms) para a sele¢gado dos trechos com maior
estabilidade do sinal, retirando-se batimentos ectépicos, considerando-se 300

pontos, para a realizagao das analises.

A andlise da VFC foi realizada a partir de métodos lineares: A) no dominio do
tempo, indices temporais RMSSD (Raiz quadrada da somatéria do quadrado das
diferencgas entre os intervalos R-R adjacentes no registro dividido pelo numero de
intervalos R-R, menos um, expressa em ms); RMSM (Raiz quadrada da somatéria
do quadrado das diferengas dos valores individuais em relagdo ao valor médio,
dividido pelo numero de intervalos R-R do periodo selecionado [33]. B) no dominio
da frequéncia, por meio de método nao paramétrico pela transformada rapida de
Fourier dos intervalos R-R previamente selecionados. Pelos componentes do
espectro de poténcia foram obtidas as bandas de muito baixa frequéncia
(MBF=0,003 a 0,04Hz), de baixa frequéncia (BF=0,04 a 0,15 Hz) e de alta frequéncia
(AF=0,15 a 0,4 Hz) e a razao entre as areas absolutas de baixa e de alta frequéncia

(razado BF/AF). A normalizacao foi realizada a partir da divisdo da poténcia absoluta
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de um dado componente ms? (BF ou AF) pelo espectro de poténcia total subtraindo
o componente de MBF e multiplicado por 100. As bandas AF e BF representam a
atuacdo dos componentes parassimpatico e predominantemente simpatico no
controle da FC, respectivamente [33, 34]. Os dados foram analisados utilizando-se o

aplicativo MATLAB 6.5, seguindo-se a rotina para analise da VFC.

Genotipagem (Polimorfismo D/l do gene da ECA — rs1799752)

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir de amostras de sangue
(5ml) obtidas por puncdo venosa em tubos a vacuo contendo anticoagulante, acido
etilenodiaminotretracético (EDTA), utilizando o método descrito por Salazar et.al.
[35]. Foi utilizado o conjunto de primers descrito por Rigat et al. [36], a saber: sense
5’-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3’ e anti-sense 5-GAT GTG GCC ATC
ACA TTC AGA T-3 cujo produto final de amplificacdo gera a presenga de
fragmentos com 490bp e 190bp, para os gendtipos | e D, respectivamente e de
490bp e 190bp para o gendtipo DI. A reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) foi
processada em um volume final de 50uL contendo 150ng de DNA gendémico, 3,0mM
de MgCl,, 200uM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP),
10pmols de cada primer, 0,5U de Taq polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) e
tamp&o DNA polimerase 1x (KCI a 50mM, Tris-HCI a 10mM, pH 8,4) (Invitrogen, Sao
Paulo, Brasil). O protocolo da PCR (termociclador T-Gradient, Whatman Bidmetra,
Goettingen, Alemanha) consistiu de 1 ciclo de desnaturagdo a 95°C durante 5 min,
seguido de 30 ciclos de anelamento a 94°C durante 1 min, 58°C durante 1 min e
72°C durante 1 min e finalmente 1 ciclo de 10 min a 72°C. Os produtos da PCR
foram separados em gel de agarose a 1,5% e visualizado sobre luz ultravioleta apos
coloragdo com brometo de etideo. Posteriormente, as amostras classificadas como
DD tiveram sua genotipagem confirmada (PCR confirmatério) utilizando-se o
conjunto de primers: sense 5'-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3' e anti-
sense 5-GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T-3' [18]. Na presenca do
gendtipo DD, nenhum produto de amplificagdo é observado, enquanto na presenca
do gendtipo DI, um produto de amplificagao de 355bp é visualizado. O volume final e
as concentragdes dos reagentes empregados na reagdao da PCR foram iguais ao
descrito anteriormente com excecado da concentracdo de MgCl, que foi de 2mM. O
ciclo de amplificagao foi realizado conforme ja descrito, com exceg¢do do numero de
ciclos que foi de 40 e a temperatura de anelamento de 67°C. Os produtos da PCR
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foram separados em gel de agarose a 1,5% e visualizado sobre luz ultravioleta apds
coloracdo com brometo de etideo. A confirmacéo dos gendtipos foi realizada a partir

de re-analise de 10% das amostras, selecionadas randomicamente.

Analise estatistica

As frequéncias alélicas foram calculadas pelo método de contagem do gene e
o teste X? foi utilizado para verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo com
as frequéncias genotipicas observadas. Para analise das caracteristicas basais
relacionadas a idade, caracteristicas antropométricas, variaveis cardiovasculares e
exames bioquimicos de sangue foi utilizado o teste de one-way ANOVA e para as
variaveis dicotdmicas relacionadas as caracteristicas clinicas e fatores de risco foi
utilizado o teste X?. O teste de one-way ANOVA foi aplicado para verificar a
associagao entre o polimorfismo D/I com os indices da VFC. A regresséao linear
multipla, procedimento stepwise [37] foi utilizada para verificar a relacdo entre os
indices da VFC (variaveis dependentes) e as covariantes (variaveis independentes)
como: idade, caracteristica genotipica (DD, DI e Il), caracteristicas clinicas (infarto
do miocardio > 6 meses, revascularizacdo do miocardio > 12 meses, percentual de
estenose, numero de artérias com estenose), medicamentos em uso de acdo no
sistema nervoso autbnomo cardiaco (betabloqueadores e inibidores da ECA) e
fatores de risco para DAC (tabagismo, etilismo, dislipidemia, diabetes mellitus,
hipertensao e obesidade). As variaveis independentes foram escolhidas por ordem
de magnitude do coeficiente de correlagdo com as variaveis dependentes e sua
significancia (valor de p). Foi determinado um coeficiente de explicagdo minimo de
50% e uma variacdo de r’* <0,05. Em todos os testes foi adotado o nivel de
significancia de 5%. Os dados foram analisados usando o programa estatistico

SPSS, versao 13.0, for Windows (Apache Software Foundation).
4.4.Resultados
Frequéncia genotipica da ECA

Para os 151 pacientes com DAC incluidos no estudo, as frequéncias dos
alelos D e | foram 59% e 41%, respectivamente. A frequéncia dos gendétipos DD, DI
e Il foram 36% (n=54), 46% (n=70) e 18% (n=27), respectivamente. A frequéncia dos
alelos e dos gendtipos esta em equilibrio de Hardy-Weinberg (X?=0,80; p=0,66).
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Caracteristicas demograficas, clinicas e fatores de risco

As caracteristicas demograficas e clinicas estdo apresentadas na tabela 1.
N&o houve diferengas para idade e variaveis antropométricas entre os genétipos DD,
Dl e Il (p > 0,05) do gene da ECA. Para as variaveis bioquimicas, clinicas, terapia
medicamentosa e fatores de risco os valores foram semelhantes entre os diferentes

gendtipos (p > 0,05; Tabelas 1 e 2).



Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinicas dos gendétipos DD, DI e |l do

gene da ECA.

Variaveis DD (n=54) DI (n=70) Il (n=27) p

Idade (anos) 577 5516 5817 0,11

Massa corporal (kg) 80,35+12,87 82,44+15,07 83,96+15,95 0,71

Estatura (cm) 170,80+6,49 169,80+6,83 172,15+7,34 0,26

IMC (kg/m?) 27,34+3,74 28,66+4,92 27,3414 ,40 0,35

Exames bioquimicos

Glicemia (mg/dl) 102,80+32,57 98,87+28,72 97,67+38,85 0,37

ColesterolTotal (mg/dl) 179,76£50,00 178,40+37,14 170,89+35,93 0,65

HDL (mg/dl) 38,69+8,25 39,76+10,88 41,0048,42 0,21

LDL (mg/dl) 110,30+£37,81 99,11+25,41 102,63+30,65 0,64

Triglicérides (mg/dl) 152,52+85,01 151,19+75,86 145,00+84,03 0,75

Caracteristicas Clinicas N (%) N(%) N(%)

Infarto do Miocardio (>6 7(13) 7(10) 5(19) 0,54

meses)

Revascularizagao do 3(6) 3(5) 1(4) 0,91

miocardio (>12 meses)

Angioplastia (>6 meses) 7(13) 7(10) 4(15) 0,77

Percentual de estenose

Estenose 250% 30(56) 40(57) 13(48) 0,73

Estenose<50% 24(44) 30(43) 14(52) 0,73

No. de artérias com

estenose

Uniarterial 27(50) 33(47) 12(44) 0,95

Biarterial 12(22) 20(29) 3(11) 0,99

Multiarterial 15(28) 17(24) 12(44) 0,15

Medicamentos
Betabloqueadores 20(37) 19(27) 7(30) 0,42
Inibidores da ECA 21(39) 19(27) 9(33) 0,38
Hipolipemiantes 22(41) 28(40) 10(37) 0,94
Hipoglicemiantes 4(7) 7(10) 5(19) 0,33
Diuréticos 9(17) 9(13) 6(22) 0,52
Antiplaquetarios 31(57) 32(46) 11(41) 0,27

IMC=indice da massa corporal; HDL=lipoproteina de alta densidade; LDL=lipoproteina de baixa
densidade; mg/dl=miligramas por decilitro; ECA=enzima conversora de angiotensina. Valores
expressos em média e desvio padrdo e em numero e percentual. Teste one-way ANOVA para
dados quantitativos e Teste x? para dados qualitativos.
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Tabela 2. Numero e percentual de historico familiar e de fatores de risco para

DAC de acordo com os genatipos DD, DI e |l do gene da ECA.

DD DI | p valor

(n=54) (n=70) (n=27)
Historia Familiar n(%) n(%) n(%)
Historia familiar para hipertensao 14(26) 21(30) 8(30) 0,87
Historia familiar para DAC 26(48) 23(33) 8(30) 0,13
Historia familiar para diabetes 23(25) 37(53) 16(60) 0,22
Historia familiar para dislipidemia 24(44) 21(30) 6(22) 0,09
Historia familiar para obesidade 9(17) 14(20) 7(26) 0,61
Fatores de Risco
Tabagismo 5(9) 3(4) 4(15) 0,20
Etilismo 24 (44) 29(41) 10(37) 0,81
Dislipidemia 32(59) 43(61) 12(44) 0,30
Diabetes mellitus 14(26) 21(30) 8(30) 0,97
Hipertenséo 35(65) 33(47) 11(41) 0,06
Obesidade 8(15) 16(23) 5(19) 0,52

DAC=doenca arterial coronariana; Valores de corte: Histéria familiar (presenga ou auséncia);
Valores expressos em numero e percentual. Teste X2,

Variaveis cardiovasculares

Na tabela 3 estdo apresentados os valores de FC, PA e os indices da VFC
analisados no dominio do tempo e da frequéncia, para os gendétipos DD, DI e Il do
gene da ECA. Para todas as variaveis analisadas os valores foram semelhantes

entre os trés gendtipos (p > 0,05).
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Tabela 3. Polimorfismo D/l do gene da ECA e variaveis cardiovasculares.

DD (n=54) DI (n=70) Il (n=27) p valor
FC (bpm) 65+10 69112 67113 0,23
PAS (mmHg) 127412 12311 122412 0,07
PAD (mmHg) 8016 8117 80+10 0,75

Dominio RMSSD (ms) 21,73+x11,78 20,08+11,43 19,92+19,95 0,68
do Tempo RMSM (ms) 29,59+12,09 27,54+13,45 25,25+11,03 0,33

BF (ms?) 305,35+335,50 303,33+376,04 208,51+222,92 0,41

Dominio  AF (ms?) 190,17£183,22 185,35+191,50 153,16%£161,15 0,67
da BF (un) 59,62+21,53 61,47+17,71 57,21+21,52 0,55
Frequéncia AF (un) 40,38+21,53 38,49+17,71 42,79+21,52 0,55
BF/AF 2,27+1,69 2,492 47 2,00+1,60 0,58

RMSSD-=raiz quadrada da somatdéria do quadrado das diferengas entre os intervalos R-R no registro
dividido pelo ndmero de intervalos R-R em um tempo determinado menos um; RMSM= raiz
quadrada da somatdria do quadrado das diferengas dos valores individuais em relagdo ao valor
médio, dividido pelo numero de intervalos R-R em um periodo; BF= baixa frequéncia; AF= alta
frequéncia; BF/AF= razédo entre baixa frequéncia e alta frequéncia; ms2= unidades absolutas em
milisegundos ao quadrado; un= unidades normalizadas; DD= homozigoto para o alelo DD; DI=
heterozigoto; II=homozigoto para o alelo |. Valores expressos em media e desvio padrado. Teste one-
way ANOVA.

Relagao entre os fatores de risco e os indices da VFC

Dentre todas as covariaveis avaliadas com os indices da VFC apenas o
menor percentual de estenose e o uso de inibidores da ECA apresentaram relagao
com os maiores indices de RMSSD (ms) e AF (ms?), com coeficientes de
determinacdo de 69,24 e 58,40%, respectivamente (Tabela 4). Todos os modelos
obtidos satisfizeram as hipoteses de homocedasticidade e normalidade dos

residuos.
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Tabela 4. Regressao linear entre covariaveis e os indices da variabilidade da

frequéncia cardiaca

Percentual de estenose Inibidores da ECA

intercepto  estimativa valor de p estimativa  valorde p R?
RMSSD (ms) 27,69 -10,79 <0,01 11,84 <0,01 69,24%
RMSM (ms) 30,08 -10,55 <0,01 10,31 <0,01 43,11%
BF (ms?) 177,58 -176,53 <0,01 241,32 <0,01 27,18%
AF (ms?) 280,35 -158,61 <0,01 194,84 <0,01 58,40%
BF (un) 0,40 0,09 <0,01 -0,07 <0,01 28,59%
AF (un) 0,59 -0,09 <0,01 0,07 <0,01 28,42%
BF/AF 0,92 1,06 <0,01 0,07 <0,01 19,88%

R*=coeficiente de determinacdo; RMSSD=raiz quadrada da somatéria do quadrado das diferencas
entre os intervalos R-R no registro dividido pelo niumero de intervalos R-R em um tempo determinado
menos um; RMSM= raiz quadrada da somatéria do quadrado das diferengas dos valores individuais em
relagao ao valor médio, dividido pelo nimero de intervalos R-R em um periodo; BF= baixa frequéncia;
AF= alta frequéncia; BF/AF= razdo entre baixa frequéncia e alta frequéncia; ms?= unidades absolutas
em milisegundos ao quadrado; un= unidades normalizadas. Regresséao linear multipla.

4.5.Discussao

Nossos resultados demonstram nao haver associagao do polimorfismo D/l do
gene da ECA com os fatores de risco para DAC. Além disso, ndo houve relagéo
entre o polimorfismo D/I da ECA com os niveis de PAS e PAD, FC e com os indices
da VFC analisados no dominio do tempo e da frequéncia. Pela andlise de regressao
dos indices da VFC com as covariaveis analisadas (caracteristicas clinicas e fatores
de risco) ficou evidenciado que os maiores valores dos indices de RMSSD (ms) e AF
(ms?) estdo relacionados ao menor grau de estenose coronariana e com o uso de
inibidores da ECA.

Estudos prévios, realizados com diferentes populagbes mostram alta
prevaléncia de fatores de risco em pacientes com genétipo DD e portadores de
doencgas cardiacas isquémicas [38-40]. No entanto, nesta investigagdo nao foi
possivel verificar tal relagao, corroborando com outros estudos que nao identificaram
associagao entre o polimorfismo D/I do gene da ECA e os fatores de risco para as
coronariopatias [19, 41, 42]. De fato, a presencga dos fatores de risco classicos para
DAC ¢é bastante instavel, sofrendo influéncia de componentes ambientais e

comportamentais e variando consideravelmente entre populagdes.
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Em nosso estudo, as variaveis PAS e PAD parecem n&o sofrer influéncia do
polimorfismo D/l do gene da ECA. Cambien et al.[7], Staessen et al. [43] e Lui Li et
al. [44] referem que embora o alelo D tem sido considerado um marcador de
complicagdes cardiovasculares ateroscleréticas, em suas investigagdes, os autores
nao observaram associagao do polimorfismo D/l do gene da ECA com a hipertensao
arterial. Por outro lado, Katsuya et al. [19], Mittal et al. [20] e Mastana e Nunn [45]
avaliaram a potencial influéncia do polimorfismo D/I da ECA em pacientes com
sindrome metabdlica, hipertensos e diabéticos, respectivamente, e observaram que
a PAS e PAD foi significativamente maior no genétipo DD quando comparado aos
genotipos DI e Il. Tais autores atribuem seus achados ao fato de que niveis
elevados da ECA, como consequéncia do gendtipo DD, pode resultar em aumento

de angiotensina Il e subsequente vasoconstricdo exacerbada, elevando a PA.

Em nosso estudo, também né&o foi verificada relagao entre o polimorfismo D/I
do gene da ECA e as respostas da FC e os indices da VFC, analisado no dominio
do tempo e da frequéncia. O polimorfismo D/l do gene da ECA pode afetar a
resposta da FC, porém, sem influenciar intrinsecamente na modulagao autonémica
da FC. Steeds et al. [14], avaliaram pacientes, em média 30 dias apds IAM, e
também ndo encontraram associagdo do polimorfismo D/I do gene da ECA com os
indices da VFC. Ylitalo et al. [46] avaliaram individuos jovens saudaveis e também
nao encontraram relagao entre o gendtipo DD e os indices de VFC. Alguns estudos
indicam que 12 a 65% da variagédo da VFC podem ser atribuidas a influéncia do
polimorfismo nas respostas do sistema nervoso autonémico cardiaco [22, 47, 48].
Por outro lado, Nikishino et al. [49] encontraram relagcdo do gendtipo DD com

maiores indices da BF em individuos jovens, durante o teste de mudancga postural.

Em nosso estudo, a auséncia da relagao entre o polimorfismo D/I do gene da
ECA e a VFC, pode ser parcialmente atribuida a grande variagdo dos fatores de
risco importantes associados como a DAC e que influenciam na modulagao
autondbmica da FC. Além disso, deve-se ressaltar que o grau de comprometimento
da doenca, o percentual de estenose coronariana, assim como, a terapia
medicamentosa tem sido documentado apresentar alta relagcdo com os indices da
VFC [50].
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Nossos resultados mostram que pela regressao linear foi possivel observar
que a gravidade da DAC, representada por estenose coronariana =50%, esta
associada a menores indices de RMSSD e AF. Estes indices representam a
modulacdo autonémica vagal e tais resultados ja foram observados em estudos
anteriores [50-52]. Assim, o aumento do tbnus simpatico e a reducdo do
parassimpatico podem ser atribuidos ao aumento da demanda do trabalho
ventricular e da oferta de oxigénio, causando modificagbes nas correntes iGnicas
através da membrana celular. Isso poderia levar a uma instabilidade elétrica dos

cardiomiocitos decorrente do grau e do numero de artérias com obstrugao [53].

Em adi¢cdo, o uso de medicamentos como inibidores da ECA e beta
bloqueadores também influenciam na resposta da VFC, uma vez que tais
medicamentos sao utilizados para reduzir a demanda de trabalho cardiaco, a PA e a
FC, além de reduzir a incidéncia de novos eventos cardiacos e os indices de
mortalidade [54, 55].

Em nosso estudo, observamos que os inibidores da ECA influenciaram
significativamente na resposta dos indices RMSSD (ms) e AF (ms?). Assim a
redugdo da concentracdo de angiotensina Il, promovida pela terapia
medicamentosa, estaria influenciando na atividade reflexa dos baroceptores
arteriais, desencadeando principalmente redugao da atividade simpatica e aumento
da atividade vagal [46, 56].

Outro fator a ser considerado € a idade. Estudos prévios verificaram que, com
0 avango da idade, ocorre aumento dos niveis de angiotensina Il [57]. Sendo assim,
a idade associada a presenga da doenca e ao uso de medicamentos pode ter
contribuido para a auséncia de relagao entre o polimorfismo D/I do gene da ECA e
os fendtipos avaliados neste estudo. Estes resultados ndo excluem a hipétese de
que o polimorfismo D/l do gene da ECA possa contribuir com uma parcela da
modulagao autonémica, explicando em parte um possivel mecanismo envolvido na

modulagao da FC e no controle da PA.

Algumas limitagbes podem ser observadas, como a auséncia de um grupo
controle, a ndo quantificacdo dos niveis circulantes de ECA e angiotensina Il. Além

do mais, estudos considerando a avaliagao de outros polimorfismos relacionados ao
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sistema renina angiotensina, poderiam trazer resultados interessantes, uma vez que

fazem parte da mesma via metabdlica.

Diante do exposto, os resultados do presente estudo demonstram nao haver
associagao entre o polimorfismo D/I do gene da ECA com os fenétipos de FC, PA e
os indices da VFC em pacientes com DAC. Por outro lado, o percentual de estenose
e 0 uso de medicamentos como os inibidores da ECA interferiram na modulacao

autondmica vagal da FC.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A analise da VFC tem sido usada amplamente para a avaliagdo da condigao
autonbmica cardiaca em diversas condi¢des fisiolégicas e fisiopatoldgicas. Este
estudo mostrou resultados relevantes, que refletem o comprometimento da
modulagdo autondmica da FC, com redugédo vagal e predominio simpatico em
pacientes com IAM e com DAC.

Para a andlise da VFC tém sido utilizadas varias metodologias tanto lineares
como néo lineares. Em nosso estudo os métodos lineares no dominio do tempo e da
frequéncia, bem como os nao lineares pela EnAp, ES, e analise simbdlica foram
capazes de detectar alteracbes da modulagdo autonémica da FC. A partir desse
conhecimento, torna-se importante incentivar a utilizacdo dessa técnica nao-
invasiva, por profissionais da area da saude que visam a avaliacdo da modulacao
autondmica da FC, na estratificagcdo de risco precoce de doencas cardiacas e na
avaliagao e reavaliagao antes e apos intervencoes fisioterapéuticas. Assim como,
para a avaliagcao de procedimentos clinicos e medicamentosos de pacientes
cardiopatas.

Assim, os resultados aqui apresentados, além de trazer informacgdes técnicas
conforme descrito mostra que diante das alteragdes da modulacdo autonémica da
FC de pacientes com IAM e DAC nao complicada, devem ser tomadas medidas
preventivas e de interveng¢ao, com o intuito de reduzir os efeitos deletérios gerados

pela coronariopatia sobre a modulagédo autonémica da FC.
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6. ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O DOUTORADO

Durante o periodo de realizagdo do Doutorado (2008-2012), tive a
oportunidade de participar e colaborar direta ou indiretamente em diferentes
atividades vinculadas ou n&o ao projeto de doutorado. Como desdobramento do
projeto de pesquisa intitulado “Avaliacdo dos marcadores inflamatorios,
polimorfismos genéticos e variaveis cardiovasculares e ventilatérias em pacientes
com fatores de risco para doenca arterial coronariana” financiado pelo CNPq, ao
qual estdo vinculados os estudos apresentados nessa tese, e coordenados pela

Profa. Dra. Ester da Silva:

- Co-orientei informalmente, a dissertagdo de mestrado da colega Raquel
Bressan de Souza (Titulo: Andlise ndo linear da modulagdo autonémica da
frequéncia cardiaca de voluntarios de meia idade com doenga arterial coronariana e

saudaveis)

- Co-orientei a aluna de iniciacédo cientifica Vanessa Soliani Celante (Titulo:
Estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca durante a manobra da acentuagao
da arritmia sinusal respiratéria em pacientes com fatores de risco para doenca

arterial coronariana)

- Co-orientei a aluna de iniciacéo cientifica Thamires Cristina da Costa Zanini
(Titulo: Estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca por meio de modelos lineares

e nao lineares, em pacientes com doenga arterial coronariana)

Também participei da elaboracdo e execucédo dos projetos “Avaliacdo dos
marcadores inflamatérios, polimorfismos genéticos e variaveis cardiorrespiratérias e
metabdlicas em pacientes com doencga arterial coronariana e/ou fatores de risco
submetidos a treinamento fisico” que recebeu auxilio financeiro do CNPq, Bolsa
Produtividade e “Efeito do treinamento fisico sobre as variaveis cardiorrespiratorias e
metabdlicas em pacientes com diferentes graus de obstrucdo coronariana”, Edital

Universal, coordenado pela Profa Dra Ester da Silva:

- Co-orientei informalmente a dissertacdo de mestrado da aluna Mariana
Rodrigues Salviati (Titulo: Efeito do treinamento fisico em niveis proximos ao limiar

de anaerobiose ventilatorio sobre os parametros cardiorrespiratorios, metabdlicos e
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bioquimicos na doenga arterial coronariana). Um artigo estd em fase final de

elaboragao.

- Co-orientei informalmente a dissertacdo de mestrado do aluno Tarcisio
Augusto Goncgalves Nery (Titulo: Efeito do treinamento fisico intermitente aerobio
sobre a modulagdo autonémica da frequéncia cardiaca de pacientes com doenca

arterial coronariana). Um artigo esta em fase final de elaboragéo.

Além desses projetos, participei em outros projetos, como do PPG-Ft da
UFSCAR desenvolvido por: Ana Cristina Silva Rebelo; e do PPG-Ft da UNIMEP
desenvolvidos por Marco Antonio dos Santos Carneiro Cordeiro e Roberta Fernanda

de Paula Lopes e Nayara Yamada Tamburus.

6.1.Producao técnico cientifica relaciona as atividades desenvolvidas no

periodo do doutorado
— Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)
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Sao Paulo; 2011. Sao Paulo: SOCESP; 2011; 21: 170 — 170.
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Abstract

The objectives of this study were to evaluate and compare the use of linear and nonlinear methods for analysis of heart rate
variability (HRV) in healthy subjects and in patients after acute myocardial infarction (AMI). Heart rate (HR)) was recorded for
15 min in the supine position in 10 patients with AMI taking B-blockers (aged 57 + 9 years) and in 11 healthy subjects (aged 53
+ 4 years). HRV was analyzed in the time domain (RMSSD and RMSM), the frequency domain using low- and high-frequency
bands in normalized units (nu; LFnu and HFnu) and the LF/HF ratio and approximate entropy (ApEn) were determined. There
was a correlation (P < 0.05) of RMSSD, RMSM, LFnu, HFnu, and the LF/HF ratio index with the ApEn of the AMI group on the
2nd (r=0.87, 0.65, 0.72, 0.72, and 0.64) and Tth day (r = 0.88, 0.70, 0.69, 0.69, and 0.87) and of the healthy group (r = 0.63,
0.71, 0,63, 0.63, and 0.74), respectively. The median HRV indexes of the AMI group on the 2nd and Tth day differed from the
healthy group (P < 0.05): RMSSD = 10.37, 19.95, 24.81; RMSM = 23.47, 31.96, 43.79; LFnu=0.79, 0.79, 0.62; HFnu = 0.20,
0.20, 0.37; LF/HF ratio = 3.87, 3.94, 1.65; ApEn = 1.01, 1.24, 1.31, respectively. There was agreement between the methods,
suggesting that these have the same power to evaluate autonomic modulation of HR in both AMI patients and healthy subjects.
AMI contributed to a reduction in cardiac signal irregulanty, higher sympathetic modulation and lower vagal modulation.

Key words: Myocardial infarction; Heart rate vanability; Autonomic nervous system; Spectral analysis; Nonlinear dynamics

Introduction

The integrity of autonomic modulation of heart rate (HR) is evaluated by analyzing heart rate variability (HRV), which
refers to oscillations in the intervals between consecutive heartbeats, or R-R intervals (RRi) (1). This method for evalu-
ation is employed in a variety of clinical applications, being extensively used in cardiology due to its noninvasiveness,
ease of application and high reproducibility (1,2).

It has been well established that autonomic HR regulation is associated with the integrity of complex interactions
between electrophysiological, humoral and hemodynamic variables (2,3). However, HR is considerad to present nonlin-
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ear behavior due to the complex interaction between several systems (central nervous system, reflex mechanisms and
neurohumoral factors) (3-7).

The literature indicates that linear methods have been widely explored and are considered to be appropriate for
the study of HRV (8-12). Nevertheless, interest in nonlinear methods has increased in recent years (4-7,13-15) due to
observations that HR fluctuation is subordinate to autonomic nervous system control of cardiac activity and vascular
dynamics (14}, which suggests that the mechanisms involved in cardiovascular regulation interact with and have reper-
cussions on other organs.

Among nonlinear methods, approximate entropy (ApEn) allows the evaluation of regular time series and is used to
analyze physiological and clinical data (13,14). Thus ApEn provides quantitative information about the complexity of or
reduction in the chaotic behavior of the signal of both short-term and long-term data recordings (2-4,13-15). The appli-
cation of ApEn to cardiac signal analysis provides information about the autonomic modulation of HR, considering that
increased signal regularity is related to pathological situations such as acute myocardial infarction (AMI). A study that
evaluated HRV for an average period of 30 days post-AMI without the use of B-blockers found no correlation between the
indexes of linear and nonlinear methods. Moreover, in this same study greater irregularity in HR dynamics was observed
in AMI patients than in healthy subjects (2).

Santos-Hiss et al. (10), using linear models to evaluate the short-term evolution of the autonomic modulation of HR in
patients taking B-blockers and receiving routine clinical intervention, observed no modification of HRV indexes between
the 1st and 6th day after AMI.

Thus, the hypothesis of the present study was that both the application of a nonlinear method like ApEn and linear
methods in the time and frequency domains could be used to identify and evaluate the HR dynamics of both post-AMI
patients who take g-blockers and healthy individuals. Additionally, post-AMI patients presented alterations in the dynam-
ics of autonomic modulation of HR compared to healthy subjects.

The objectives of the present study were: 1) to evaluate the relationship between HRV analysis in the time and
frequency domains with ApEn in both post-AMI patients taking B-blockers and healthy individuals; 2) to compare HRV
indexes on the 2nd and 7th day after AMI; 3) to compare the HRV indexes between AMI and healthy groups.

Material and Methods

Design and subjects

Sixty-four men (36 with AMI and 28 healthy subjects) ranging in age from 50 and 65 years volunteered for the study
through personal invitation or advertising. In this group, 10 men with AMI (57 + 9 years old) and 11 healthy men (54 + 3
years old) were enrolled and completed the study. Figure 1 is a flow diagram presenting the sample loss in detail.

The AMI group was selected from two hospitals in the State of Sao Paulo, Brazil: the coronary units of Hospital dos
Formnecedores de Cana in the city of Piracicaba and the Santa Casa de Misericordia in the city of Limeira. Of the 36
volunteers who had been admitted to the coronary unit and diagnosed with AMI, 10 were included in the study. They
had all been submitted to Doppler echocardiography and cardiac catheterization with chemical or mechanical reperfu-
sion in the first hours after the diagnosis of AMI, had been using p-blocking therapy (atenolol, 46 + 9.4 mg/day), their
left ventricular ejection fraction was within normal limits (0.61 + 0.06), and their clinical classification was Killip class |.
For the healthy group, 28 volunteers were evaluated and 11 who presented no evidence of cardiovascular, respiratory,
musculoskeletal, and/or metabolic anomalies were included. Participants in this group were taking no medications and
did not smoke or drink.

Volunteers from both groups were aftended by the hospital medical team, undergoing clinical and cardiovascular
evaluation as well as biochemical blood tests [total cholesterol and fractions (HDL, LDL), glycemia, triglycerides, crea-
tinine, and uric acid].

The diagnosis of AMI was confirmed by the presence of two or more of the following criteria; 1) precordialgia or
retrosternal pain, either constrictive or burning, whether radiating or not to the upper limbs, neck and back, that lasted
=30 min and was not treated with vasodilators; 2) elevation of segment ST =1 mm in at least two or more contiguous
derivations in the electrocardiogram (ECG); 3) elevation of the myocardial necrosis markers creatine kinase-MB and
creatine phosphokinase to twice the normal values (16).

This cross-sectional study was approved by the Ethics Committee of Universidade Metodista de Piracicaba (protocol
#63/06). The relevance and experimental procedures of the study were described fo the volunteers, who signed a free
informed consent form.

Experimental procedures
HR and blood pressure (BP) data from the AMI group were collected in the coronary units on the 2nd and 7th day
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after the coronary event, and data collection from the healthy group was performed at the institution’s research labo-
ratory. All protocols were carried out by the same researchers and in the moming to avoid circadian influence on the
variables studied. The data collection environments were climate controlled, with temperature and relative humidity of
approximately 23°C and 50%, respectively. Volunteers were instructed to avoid caffeine, alcohol and strenuous exercise
on the day before the protocol. On the day of the experiment, the volunteers were interviewed to determine whether
they had followed the instructions and if the control conditions (HR and BP) were within the normal range. While in the
supine position, subject BP was checked three times using the Korotkoff auscultatory method with a mercury-column
sphygmomanometer (WanMed, Brazil) and a stethoscope (Littman, USA).
In order to reduce anxiety, the volunteers were familiarized with the equipment and the protocol before the experiment.

Experimental protocol

First, the subjects were kept resting in the supine position for 10 min. Next, HR and RRi were recorded continuously
for 15 min with a digital telemetry system consisting of a transmitter placed on the patient's chest and an HR monitor
(Polar® 5810i; Polar Electro, Oy, Finland). The system detects ventricular depolarization, corresponding to the R wave on
the electrocardiogram, with a sampling rate of 500 Hz and a temporal resolution of 1 ms (17), and has been previously
validated by Loimaala et al. (18), Gamelin et al. (19), and Vanderlei et al. (20). The RRi captured with the HR monitor can
be analyzed with both linear and nonlinear models, including ApEn (21). After recording, the signals were transmitted fo
a receiver and interface connected to a computer for subsequent analysis.

Data analysis

Resting HR evaluation was based on the mean value of the 15-min assessment and BP evaluation was based on
the mean value of BP measurements.

The first step in the data analysis involved a visual inspection of RRI (ms) distribution in the ECG in order to select the
sections with the highest signal stability. Ectopic beats were excluded and 700 data points were used in the analysis.

HRV analysis was carried out using the following linear methods: A) in the time domain, RMSSD (square root of the
mean of the sum of the squares of differences) between adjacent RRi divided by the number of RRi minus one, expressed
in ms) and RMSM (square root of the sum of the squares of differences of individual values compared to the mean value,
divided by the number of RRi in a period) (1); B) in the frequency domain, an autoregressive algorithm was used (22 23).
Using power spectrum components, very low frequency (VLF = 0.003 at 0.04 Hz), low frequency (LF = 0.04 at 0.15 Hz)
and high frequency bands (HF = 0.15 at 0.4 Hz) were obtained, as well as the ratio between absolute LF and HF areas
(LF/HF ratio). Normalization was carried out by dividing the absolute power of a given component ms?2 (LF or HF) by the
total power spectrum, subtracting the VLF component and multiplying by 100. HF and LF bands represent the action of
vagal and sympathetic components in HR regulation, respectively (1).

The nonlinear method (ApEn) was carried out by the method of Pincus (13,14). The basic idea of ApEn is to determine
the correlation measure for blocks of m samples of signal. Let x; and x; be any pair of blocks of size m samples of u(1),
u(2), ..., ufN) signal, N the number of signal samples, a positive integer m (m < N) indicates the size of the bocks used
for comparison, and a positive number integer r sets the upper limit on the consideration of similarity between x; and x;.
Thus, it is possible fo define the following correlation measure:

B
crir )= ———
() (N—m+1)

where B; is the number of x{j) blocks with a maximum distance of (i) < r, L.e., number of x(j) blocks such that ajx{i), x(j)]
=r; (N-m + 1) is the total amount of vector of size m in the signal.

The distance between two vectors can be calculated as:
dlx(i), x(j)]= I o (i + k=1 —p(j+k—1)

The following measure adds the contributions of the Jog of the comelations:

N-m+l
Y logCrir)

()= —1
¥(r) N-—m+1
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where fog represents the natural logarithm. The function calculates the average natural logarithm of <7(r) functions.
ApEnN is then defined as:

li —=el(r) Lm =0
ApEn{m,r)= |_rn {¢ﬂrr} bt }m >
N

lim {—dﬂrr}}. m=10

N — oo

Given N samples of the signal, the ApEn is implemented by defining the following statistic:

m B m+]
ApEn{m,r N )= °(r)-®=(r)  m>0
—dlr) m=0
In our experiments the following values were used for the variables: m = 2 (size of the blocks used for comparison), r
= 20% multiplied by the standard deviation of the signal (upper limit for considering data similarity), and N = 700 (number
of data points in the signal).
Data were analyzed with MATLAB 6.5 (R13) using the HRV analysis routine.

Statistical analysis

According to the frequency distribution analysis (Kolmogorov-Smirmov), the data were not normally distributed. In
order to evaluate the relationship between the HRV analyses in the time and frequency domains and ApEn, a simple
linear regression was applied to the AMI group on the 2nd and 7th day and to the healthy group. The Wilcoxon nonpara-
metric test was used to compare the HRV data from the AMI group on the 2nd and 7th day after the coronary event. The
Mann-Whitney nonparametric test was used to compare the HRV data between the AMI group and the healthy group.
The level of significance was established at 5% for all analyses. Calculations were performed using the BioEstat 5.0
software (Brazil) . A pre-study power analysis suggested that a minimum of 10 subjects in each group and a 5% level of
significance would yield at least an 80% power.

Results

Sample characteristics

Table 1 presents the data for the AMI group and the healthy group regarding age, anthropometric characteristics,
resting cardiovascular variables, and clinical characteristics, as well as risk factors for the AMI group. No significant dif-
ferences were observed between groups.

Analysis of HRV indexes

In the linear regression analysis between time and frequency domains and ApEn indexes, there was a significant
comelation between the AMI group on the 2nd and 7th day after the coronary event and the healthy group (Table 2).

Figure 2A and B show that the RMSSD and RMSM HRV indexes of the healthy group were higher (P < 0.05) than
those of the AMI group on the 2nd and 7th day. The indexes of the AMI group were similar on the 2nd and 7th day (P
= 0.05). Freguency domain analysis revealed a higher Lfnu (normalized unit) index (Figure 2C) and LF/HF (Figure 2E)
and a lower HFnu index (Figure 2D} in the AMI group on the 2nd and 7th day compared to the healthy group (P < 0.05),
indicating that the healthy group presented lower sympathetic modulation and higher vagal modulation than the AMI
group. Mo differences were found in the intergroup comparison for these indexes (P = 0.05). There were also no significant
intergroup differences in the nonlinear HRY analysis based on ApEn (Figure 2E; P = 0.05), although the healthy group
values were higher (P < 0.05) than those of the AMI group on the 2nd and 7th day.

Discussion
The results of the linear regression analysis between ApEn and linear methods in time and frequency domains in
the present study demonstrate that the values of the coefficient of detemmination and the comelation coefficient were

significant for both the AMI group on the 2nd and 7th day after coronary event and the healthy group. These results
differ from the findings of Makikallio et al. (2) who, when comparing HRV in time and frequency domains with ApEn in
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post-AMI patients, observed that the lower the time and frequency domain values, the higher the ApEn values. The dif-
ferences between our results and those of Makikallio et al. (2) could be atiributed to data processing methodology and/
or fo their decision to interrupt B-blocker and angiotensin-converting enzyme inhibitor use before the tests. Thus, they
reported that AMI contributed to an increase in sympathetic tonus, which was reflected in increased signal complexity,
and that the p-adrenergic system participated little in nonlinear HRV dynamics (24). Nevertheless, we consider that the
lack of difference we found between nonlinear ApEn analysis and both time and frequency domain indexes could be
aftributed to B-adrenoceptor blockade.

Beckers et al. (24) assessed sympathetic and vagal activity in HR response and observed that after partial pharma-
cological blockade of the vagal component there was a decrease in the nonlinear complexity of HRV, suggesting that
vagal activity is responsible for the introduction of complexity in HR varation.

Krstacic et al. (4) found lower ApEn indexes in post-AMI patients than in healthy individuals and atfributed this to
the signal's loss of complexity and irregularity due to reduced HRV, increased sympathetic modulation and decreased
vagal modulation.

Regarding the comparison of HRV indexes evaluated on the 2nd and 7th day after AMI, we found no differences
between time and frequency domains or ApEn in our study. This similarity should be considered because of the short
evaluation period, i.e., a 5-day interval. Another fact to be considered is the use of drugs, specifically g-blockers, and
the application of chemical or mechanical reperfusion on the first day after AMI.

According to Piegas etal. (16), B-blockers are first choice medicines for treating AMI since they reduce oxygen demand
in the myocardium, HR, BP, and heart contraction. Lampert et al. (25) stated that these drugs, in addition to reducing the
incidence of morbidity and mortality, act directly on the autonomic nervous system because they specifically antagonize
the action of catecholamine on B-adrenergic receptors and consequently alter HRV indexes by reducing sympathetic
activity and promoting parasympathetic recovery.

Considering the effects of B-blockers on the autonomic modulation of HR, we verified that, even though all patients
from the AMI group were taking these drugs, the HRV indexes were similar on the 2nd and 7th day after the coronary
event. Similarly, Carpeggiani et al. (26) observed no differences in HRV indexes when comparing the time of admission
to and discharge from the hospital.

On the other hand, it has been reported that AMI patients who began the use of B-blockers between the 5th and
21st day after hospital admission and continued to use them for 6 weeks presented significant increases in time domain
(RMSSD) and frequency domain (HF component) indexes, as well as a decrease in the LF/HF ratio (25). These results
could be attributed to the period of B-blocker use, which has effects on the autonomic modulation of HR.

However, it is important to consider that successful chemical or mechanical reperfusion carried out immediately after
AMI confributes to the preservation or increase of autonomic function, yielding HRV index values close to the nomal
range. Nevertheless, it has been observed that autonomic modulation of HR begins to recover from 30 to 60 days after
angioplasty (27).

Regarding the coronary reperfusion of patients in the present study, which was carried out on the first day of admis-
sion and followed up with HRY analysis on the 2nd and 7th day, the time and frequency domains and ApEn indexes
were similar. These results agree with Doulalas et al. (28) and Bonnemeier et al. (29), who reported that HRV indexes
are not altered between the 15t and 5th day.

The reduction in the AMI group’s HRV indexes compared to those of healthy individuals could be attributed to al-
terations in autonomic modulation in the sinoatrial node, reflected on lower vagal modulation and higher sympathetic
modulation. Previous studies have reported that the alterations in autonomic modulation of HR after an ischemic cardiac
event are due to modifications in ionic currents across the cell membrane, leading to electrical instability in the myocytes
that promotes increased ventricular work and oxygen demand (25,27,30,31).

It is important to point out that the LFnu (0.79) and LF/HF (3.94) values we observed indicated an increase in the
sympathetic autonomic modulation of post-AMI patients compared to healthy individuals. Carpeggiani et al. (26) evalu-
ated the HRV respanse and observed greater LF/HF values in AMI patients who were still in the hospital than in healthy
individuals. Similarly, Barbosa et al. (32) observed that patients with cardiac insufficiency also presented important
alterations in the sympathetic and parasympathetic systems.

Regarding the ApEn results, our study agrees with Krstacic et al. (4), who observed Apen values of 0.94 £+ 0.13 inan
AMI group. Moreover, our data are also similar to the results of Acharya et al. (33), who observed ApEn values of 1.68
for healthy, middle-aged individuals.

The intergroup ApEn differences could be attributed to the disease process. In AMI there is a loss of chaotic behav-
ior (nonlinear) in favor of cyclic behavior or lack of variability, which represents a higher risk of abnormality and even
mortality (15).

The present study was limited by the difficulty in selecting a sample that would satisfy the proposed inclusion criteria.
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More detailed studies with larger samples are needed, as well as cross-sectional studies that include patients with AMI
who have not received -blocker therapy.

Clinical implications

HRV analysis using linear and nonlinear methods is considered to be important for evaluating and understanding
cardiac autonomic modulation in pathological situations like AMI.

In summary, we observed that the HRV of the sample of AMI group patients who used B-blockers and were treated
with coronary reperfusion was similar on the 2nd and 7th day. However, upon comparing post-AMI patients with healthy
individuals, we observed that patients with AMI presented greater sympathetic modulation and a reduction in vagal modu-
lation. HRV results from linear methods in the time and frequency domains agreed with those obtained by the nonlinear
method ApEn. This suggests that linear methods in time and frequency domains and nonlinear methods like ApEn can
be employed in the evaluation of the autonomic modulation of HR both in healthy subjects and in post-AMI patients.
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Table 1. Age, anthropometric characteristics, cardiovascular variables, and clinical characteristics

of the groups studied.

AMI group (N = 10}

Healthy group (N = 11)

Age and anthropometric characteristics
Age (years)
Height {m)
Body mass (kg)
Body mass index (kg/mz2)
Cardiovascular variables
Heart rate (bpm)
Systolic blood pressure {mmHg)
Diastolic blood pressure {(mmHg)
Clinical characteristics
Smoking
High blood pressure 2140/90 mmHg
Fasting hyperglycemia =126 mg/dL
Hypercholesterolemia 240 mg/dL
Hypertriglyceridemia =200 ma/dL
AMI location
Anterior
Posteroinferior
Killip clinical class |
LVEF =40%
Reperfusion
Chemical
Mechanical
Medications
B-blockers
ACEI

57.10 £+ 9.22
1.67 = 0.04
7460 £ 13.09
26.81+422

65.70 + 10.86
126.00 £ 13.49
76.00 + 10.74

5 (50)
2 (20)
3 (30)
1(30)
4 (40)

3(30)
7(70)
10 (100)
10 (100)

4 (40)
B (60)

10 (100)
2(20)

5345+ 342

169+ 005
7959 +834
2786+3M1

7018+ 958
116422643
7773410

0{0)
0(@
0(0)
0(0)
0(@

Data are reported as means + SD, absolutes values and percentage. AMI = acute myocardial in-
farction; LVEF = left ventricular ejection fraction; ACE| = angiotensin-converting enzyme inhibitors.
The Mann-Whitney test was used to compare age and anthropometric characteristics and cardio-
vascular variables between groups; there were no statistically significant differences.
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Table 2. Cormrelation between approximate entropy and indexes in time and frequency domains of HRV (RMSSD, RMSM, LFnu,
HFnu, and LF/HF ratio) for the groups studied.

AMI group, 2nd day (N = 10) AMI group, 7th day (N = 10) Healthy group (N = 11)
RZ r P R2 r P R r P
ApEn
RMSSD (ms) 0.72 0.87 0.00 0.75 0.88 0.00 0.34 0.63 0.03
RMSM (ms) 0.35 0.65 0.03 043 070 002 045 071 0.01
LFnu 0.46 072 0.0 041 069 002 033 063 0.03
HFnu 0.46 072 0.0 041 069 0.02 033 063 0.03
LF/HF ratio 0.33 0.64 0.04 0.74 0.8r7 0.00 0.50 0.74 0.00

AMI = acute myocardial infarction; R? = determination coefficient; r = correlation coefficient, ApEn = approximate entropy;
RMSSD = square root of the mean of the sum of the squares of differences between R-R intervals (RRi) divided by the number
of RRi in a determined time minus one; RMSM = sguare root of the sum of the squares of differences of individual values com-
pared to the mean value divided by the number of RRi in a period; ms = milliseconds; LF = low frequency; HF = high frequency;
nu = normalized units (simple linear regression test).
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64 volunteers were selected to participate in the study

36 patients with acute 28 apparently healthy
myocardial infarction (AMI) volunteers
26 patients were 17 volunteers were
excluded excluded
Exclusion causes: Exclusion causes:
a) Cardiological - Obesity (N =2)
- Post-infarction angina or reinfarction (N = 3) - Smoking and drinking (N = 2)
-Persistent abnormal pressure (N = 3) - Abnormalities in electrocardiogram (N = 2)
- Malignant ventricular arrhythmia (N = 2) - Diabetes (N = 1)
- Killip class I1, 11T and IV (N = 6) - High blood pressure (N = 4)
- Aortic stenosis (N = 1) - Dyslipidemia (N = 3)
- Heart failure (N = 2) - Use of medications (N =2)
b) Other causes - Musculoskeletal disorders (N = 1)
- Chronic obstructive pulmonary disease (N = 3)
- Stroke sequels (N = 2)
- Musculoskeletal disorders (N = 2) |
- Refused to participate (N = 2)
21 volunteers concluded the study

10 patients with I'1 healthy
AMI volunteers

Figure 1. Flowchart of sample loss.
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Figure 2. Box plot (median, confidence interval, 1st and 3rd quartiles, maximum and minimum) showing the results of
the time domain analysis [RMSSD = square root of the sum of the squares of differences between RRIi divided by the
number of RRi in a determined time minus one (4); RMSM = square root of the sum of the squares of differences of indi-
vidual values compared fo the mean value divided by the number of RRi in a period (8]], the frequency domain analysis
[LF = low frequency (C) and HF = high frequency (D) nu (normalized units), and LF/HF ratio (E]] and the nonlinear model
analysis [ApEn = approximate entropy (F)], comparing the AMI group on the 2nd and Tth day to the healthy group. *P
< (.05, AMI group on the 2nd day compared to the healthy group (Mann-Whitney nonparametric test); **P < 0.05, AMI
group on the 7th day compared fo the healthy group (Mann-Whitney nonparametric test).
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The relationship between cardiac
autonomic function and clinical and
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with coronary artery disease

Relacao entre a modulacao autondmica cardiaca e as caracteristicas
clinicas e angiogréficas de pacientes com doenca arterial coronariana
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Abstract

Background: A reduction in heart rate variability (HRY) is considered an important indicator of autonomic dysfunction. Objectives: The
aims of thie study were to evaluate the presence of autonomic dysfunction measured by HRV in patients with coronary artery dizease
{CAD) and to compare them with normal subjects. Methods: A sample of 52 men (mean age 54+5.39 years) was allocated into three
groups: obstructive CAD =250% (CAD+ n=18), obstructive CAD <50%, (CAD- n=17) and apparently healthy controls (CG n=17). Heart
rate (HA) was measured at rest using a Polan®5810i for 15 min. HAV was analyzed via Shannon entropy (SE) and symbalic analysis (0V
and 2ULV), which relate to sympathetic and vagal predominance, respectively. Statistical analysis included the Kruskal-Wallis test and
multivanate analysis (p<0.05). Results: The CAD+ group presented lower SE and 2ULV% values and higher OV% compared to CAD-
and control groups (p<0.05). In the multivanate analysis, the presence of the clinical characteristice such as myocardial infarction and
revasculanzation in the CAD4 group lead to a lower SE and higher OV compared to the CAD- group. The use of angiotensin converting
enzymes led to a higher SE in the CAD- group compared to the CAD+ (p<0.05). Conclusions: In uncomplicated CAD+ patients the
patternz of HAV have a lower complexity, a greater sympathetic modulation and a lower parasympathetic medulation compared to
CAD- and control groups in supine resting conditions. These results indicate that autonomic heart dysfunction is related to the degree
of coronary occlusion and cardiac compromise.

Keywonds: Physical therapy; heart rate; coronary artery disease; nonlinear dynamics.

Resumo

Contextualizagdo: A reducdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) & considerada como um importante marcador de disfuncao
autondmica. Objetivos: Avaliar a VFC em pacientes com doenca arterial coronanana (OAC) e compara-los com sujeitos saudéveis.
Meétodos: Cinguenta e dois homens (53+7,2 anos), divididos em trés grupos, sendoe dois grupos com obstrug2o coronariana (DAC+ com
obstrugio =50%, n=17 e DAC+ com obstrugio =50%, n=18) & um grupo controle (GC, n=17). A frequéncia cardiaca (FC) foi captada
batimento a batimento, & partir do Polar®S810i, em repouso supino, durante 158 minutos. A andlise da VFC foi feita pelos calculos
da entropia de Shannon (ES) e pelos padrbes da andlise simbdlica (0V e 2ULV%), relacionados a predominancia simpética e vagal,
respectivamente. A andlise estatistica incluiu o teste de Kruskal-Wallis e a analise multivariada (p<0,05). Resultados: O grupo DAC+
apresentou menares valores de ES e 2ULV% e maior OV quando comparado aos grupos DAC- e CG. Ma andlise multivanada, observou-
se menor ES e maior OV na presenga das caracteristicas clinicas prévias, como infarto e revasculanzagéio do miocgrdio no grupo
DAC+ comparado ao grupo DAC-. O uso de inibidores da enzima conversora de angictensina contribuiu para maior ES do grupo DAC-
comparado ao DAC+. Conclusdes: Na DAC+ nao complicada, os padntes da VFC apresentam menor complexidade, maior modulagio
autondmica simpsgtica e menor modulagdo parassimpatica comparativamente ao DAC- e ao GC em repouso supino. Esses resultados
indicam gue a disfung&o autondmica cardiaca esta relacionada ao grau de ocluséo coronariana e ao comprometimento cardiaco.

Palavras-chave: Fisioterapia; frequéncia cardiaca; doenca arterial coronariana; dindmica ndo-linear.
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Introduction :::.

Physiological and environmental risk factors for develop-
ing coronary artery disease (CAD) such as smoking, obesity,
sedentarism, arterial hypertension, diabetes and hypercholes-
terolemia, are well known. These risk factors alter autonomic
function™®, which is associated with both the progression of
CAD" and increased mortality in the general population®”. This
increased risk may be a result of electrical instability in the
heart because of an unstable autonomic environment domi-
nated by sympathetic nervous system influences®:.

Alterations in the cardiac autonomic nervous system
of CAD patients are related to the degree of coronary artery
occlusion. These alterations result in a decrease in the vagal
modulation and an increase in the sympathetic modulation'.
Heart rate variability (HRV) has been extensively used to evalu-
ate autonomic nervous system balance. A reduction in HRV is
associated with an increased risk of CAD*",

Traditionally, HEV has been analyzed both in time and fre-
quency domains using linear methods™* However, it has been
reported in the literature that heart rate (HR) dynamics are
non-linear due to several oscillating subsystems that contribute
through positive and negative feedback to the cardiovascular re-
sponse. One of the most important subsystems is the autonomic
nervous system, which modulates the HR'. Therefore, an analy-
sis of non-linear HR dynamics using methods based on chaos
theory has been proposed™. Porta et al."” reported the analysis
of non-linear HR dynamics using Shannon entropy (SE) analysis
method, which calculates the degree of complexity of a series of
BRinterval (RRi) patterns. Studying the complexity of autonomic
cardiac regulation could provide important information about
the underlying regulation mechanisms®. Thus, modification to
complexity indices could predict a pathological situation and a
global depression of the organism'.

Another non-linear method that has been used to analyze
sympathetic and parasympathetic systems is the symbolic
analysis of a sequence of three heart beats, which allows to
estimate the prevalence of each branch of the cardiac auto-
nomic nervous system'®. Thus, identifying alterations in the
autonomic nervous system of CAD patients using non-linear
methods such as SE and symbolic analysis may be useful for
early evaluation and stratification of risk, as well as for the eval-
uation and monitoring of clinical vulnerability of new cardiac
events and physical exercise in these patients.

Our hypothesis was that the degree of coronary occlusion
is related to impairment of cardiac autonomic modulation and
areduction of complexity of sympathovagal balance. Therefore,
the aims of this study were to determine via HRV the presence
of autonomic dysfunction based on SE and symbolic analysis in

patients with CAD and to determine if their HRV patterns are
different from normal subjects.

Methods :::.
Participants

A sample of 102 CAD male patients was interviewed and
was considered eligible for the study via angiography at the
Hospital Coronary Care Unit. The following inclusion criteria
were sel [or participation in the study: from one to four com-
promised arteries {anterior descending artery, left and right
coronary arteries, left circumflex artery, marginal and diagonal
branches): myocardial infarction and angioplasty in the past
six months; myocardial revascularization surgery in the past 12
months; obesity (body mass index between 30 and 35 kg/m?);
smoking™; drinking”; a low weekly level of physical activity
according to the International Physical Activity Questionnaire
(IPAQ) version 6% history of high blood pressure®; history of
dyslipidemia and diabetes mellitus.

Exclusion criteria included: frequent arrhythmias and
extrasystoles (n=5); obstructive pulmonary disease (n=6);
angioplasty carried out on the same day as the angiography
(n=8); unstable angina (n=3); musculoskeletal disorders (n=5)
insulin-dependent diabetes (n=6): systemic high blood pres-
sure stages 2 and above (n=5), neoplasia (n=2), renal failure
(n=3), stroke sequelae (n=4); use of beta blocker therapy (n=15)
and refusal to participate in the study {n=5).

Based on the inclusion and exclusion criteria 35 men were
included in this study (mean age 55+6.02 years). They were
classified according to the results of the angiography as either
CAD+ (n=18) or CAD- (n=17), i.e. with or without significant
stenosis (=50% ) respectively, based on the Stable Angina Guide-
lines* and a left ventricular ejection fraction (LVEF) within
normality according to ventriculography (CAD+=56.27+545
and CAD-=64.47+5.83). The control group (CG) consisted of
17 healthy male volunteers (mean age 53+3.68 years) whose
medical status was certified by a full medical checkup includ-
ing medical history. a physical examination, chest radiography,
biochemical blood tests, electrocardiograms at rest and dur-
ing exercise, and measurement of supine and standing blood
pressure. The participants of the control group were also non-
smokers, non-drinkers, were not taking any type of medication,
and were not drug users.

This study was approved by the Ethics Research Commit-
tee of the Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP),
Piracicaba, SP. Brazil (Number 04/09). All participants signed a
consent form prior to the participation in the study.
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Measurement and analysis of HRV

All experiments were carried out in the afternoon in or-
der to avoid response differences due to circadian changes.
Room temperature was kept at 22 °C with relative air humid-
ity between 40% and 60%. The day before the experiment, the
participants were taken to the experimental room for familiar-
ization with the producers and the equipment to be used. Each
subject was instructed to abstain from stimulants (coffee, tea,
soft drinks), alcoholic beverages and excessive physical activity
in the 24 hours prior to the exam, as well as to have alight meal
at least 2 hours before the measurements.

To assess autonomic modulation, each subject’s HR and RRi
were measured for 15 minutes, captured digitally, and trans-
ferred to a computer for later analysis. All data were obtained
before angioplasty using a Polar Advanced S810i* HR monitor
and a transmitter belt ( Polar Electro Co.Ltda. Kempele, Finland).
All subjects were carefully instructed and the measurements
were taken in the presence of the chief investigator of the
study. The participants were resting, awake and in supine posi-
tion with their hands lying at their sides. After resting for 15
minutes, blood pressure and HR were measured to determine
whether the basal conditions of the subjects were adequate for
the experiment. The HR monitor registered RRi via a transmit-
ter attached to the thorax and a wristband.

HE monitors provide information recording RRi, which is
defined as the time interval between two adjacent QRS com-
plexes (the extension of the heart cycle). The Polar Advanced
S810i detects the RR waves from the electrocardiogram with a
500 Hz sampling frequency and one-millisecond time resolu-
tion™. After transferring the data to the computer, the RRi series
were analyzed and any interference was eliminated. For this
measurement, the region of the greatest stability for gathering
RRi was used so that 300 consecutive beats from the same time
segment were presented for all paticipants'. To analyze HRV]
SE and symbolic analysis were used, both of which have been
fully described and validated previously".

Symbolic analysis

This approach, which has been described by Porta et al.”, is
based on 1) transforming a heart period variability series into
a sequence of integers (i.e., symbols), 2) constructing patterns
(i.e.. words), 3) reducing the number of patterns by grouping
them into a small number of families, and 4) evaluating the
rates of occurrence of these families. A coarse-graining ap-
proach based on a uniform quantization procedure was used
to transform the RR series into a sequence of symbols. Briefly,
the full range of the series was spread over § symbols with a

resolution of (RRmax-RRmin)/E, where RRmax and RRmin
were the maximum and the minimum of the series. After
quantization, the RR series became a sequence RR, ={RR§[1),
i=1...N} of integer values ranging from 0 to E-1". The tech-
nique of delayed coordinates was used to transform the RR,
series into a sequence of patterns RRgm:{RR;-u:m' i=L,..N} with
R_REI_(i]z[RRE(i)‘ RRE(i—l)..... RRE(i—L +1)]. The number of possible
RR,, (i) was £". Since E" grew very rapidly with L and &, both
parameters had to be small. For applications over short data
sequences, the best compromise was E=6 and L=3. and the
number of possible patterns was 216",

To reduce the number of patterns without losing infor-
mation, we followed a procedure of redundancy reduction.
All the patterns were grouped without loss into four families,
according to the number and types of variations from one
symbol to the next. The pattern families were as follows: 1)
patterns with no variation [0V: all the symbols are equal,
e.g. (44.4) or (2.2.2)], 2) patterns with one variation [1V: 2
consecutive symbols are equal and the remaining symbol is
different, e.g., (3.4.4) or (4,4.2)], 3) patterns with two like vari-
ations [2LV: the 3 symbols form an ascending or descending
ramp, e.g., (1,2,4) or (4,3,2)], and 4) patterns with two unlike
variations [2ULV: the 3 symbols form a peak or a valley. e.g..
(24.2) or (41.2)]". We evaluated the rates of occurrence
of these families, which were designated 0V%, 1V%, 2LV%,
and 2ULV%. To compute these indices, we simply count the

number of times a pattern R, -c.t-n(i

) belonging to a specific
family was found in RR, _M__l._'l'he result (multiplied by 100}
was divided by [N-(Z-1)]"".

Studies with pharmacological blockade' and autonomic
tests have indicated that 0V% and 2ULV% indices are able
to assess sympathetic and parasympathetic modulations,
respectively.

Shannon Entropy (SE) analysis

The SE of the pattern distribution was calculated to provide
a description of pattern distribution complexity, ie.. SE is an
index describing the shape of the distribution of the patterns.
The SE is large if the distribution is flat (all patterns are identi-
cally distributed and the series carries the maximum amount
of information). On the other hand, the SE is small if there is a
probable subset of patterns, while others are missing or infre-
quent (e.g.. in a Gaussian distribution)"™*.

Data analysis

The series length N was fixed at 300 beats. The mean RR
and the variance of the RR series were calculated.
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Statistical analysis

For the between-group analysis of the SE data and the
0V and 2ULV patterns, the Kruskal-Wallis test with Dunn’s
post hoc was used. The HRV (SE. 0V and 2ULV ) relationship
with covariant clinical characteristics (myocardial infarc-
tion »6 months, myocardial revascularization >12 months,
angioplasty »>6 months, number of diseased vessels and
location of stenosis). risk factors (hypertension, diabetes
mellitus, dyslipidemia, family predisposition to CAD, obe-
sity, smoking and drinking) and medications angiotensin
converting enzyme (ACE) inhibitors, hypolipidemic, hy-
poglycemic, diuretics and antiplatelet) was analyzed with
the multivariate test model type III and Bonferroni post
hoc. The significance level was set at 5% for all analysis
(p<0.05). The programs SPSS 13.0 for Windows and Statis-
tica for Windows v 6.1 (Stat Soft, Inc. 2000-2003) were used.
A study-power analysis suggested that a minimum of 14
subjects analyzed in each group and a 5% significance level
(two-tailed) would yield at least 80% power for detecting
differences between the variables SE, 0V and 2ULV.

Results :::.
Clinical characteristics

Table 1 shows the baseline characteristics and cardiovas-
cular parameters of participants which can be observed that
the three groups were similar, including systolic and diastolic
blood pressure (SBP and DBP) (mmHg), HR (bpm). RRi (ms)
and estimated LVEF (%) results at rest in the supine position.
There was a statistically significant difference between the
CAD+ and CG for HR (p<0.05). However, there were no signifi-
cant differences for the other variables (p>0.05).

Table 1. Clinical characteristics of the participants at baseline.

Variabias Sl Sl ——
n=18 n=17 n=17

Age (years) 57:485 52:6.11 53:368
Weight (ka) 70811450 78441568 76.12:6.43
Height (m) 167:007  1.70:004 1.73:0.04
B (ky/m?) 2829:450 2668400 2519:1.65
SBP (mmHg) 193991495 1211721053 120:1118
DBP (mmHg) §416:808  B117781 7823635
HR (beaisimin) | 7241=751°  6570:800  6311:483
RRintervals (ms) | B9065:13891  90350:13637  948.32:01.70
Estimated LVEF (%) 56272645 64472583 -

Mean+5D for confinuous variables. CAD+4=patients with significant coronary artery
stenosis (»50%); CAD-=patients without significant coronary artery stenosis (<50%);
SBP= systolic blood pressure; DEP=diastolic blood pressure; HR=heart rate; LVEF=left
ventricular ejection fraction. * p<{0.05 {CAD+ group vs control group).

Data regarding the participants’ clinical characteristics,
risk factors and medication used by group are presented in
Table 2.

Heart rate variability indices

Figure 1A shows HRV analysis via SE and symbolic analy-
sis; the between-group analysis presented statistically sig-
nificant differences. SE in the CAD+ group was significantly
lower than in CAD- and CG (3.28, 3.51 and 3.53. respectively,
p<0.05). The OV pattern was lower in CG and CAD- than the
CAD+ group (24.74, 26.08 and 31.26, respectively, p<0.01)
(Figure 1B), and the 2ULV pattern was lower in the CAD+
group than both the CAD- and CG (1254, 16.72 and 19.69,
respectively, p<0.05) (Figure 1C).

Multivariate analysis

Regarding the relationship between group means. ac-
cording to the data from the HRV analysis and the presence

Table 2. Clinical and angiographic data, risk factors and medications.

- . CAD+ CAD- Control
Clinical Characteristics e e
Myocardial infarction (6 months) 414 017 on7
Myocardial revascularization (>12 months) 612 017 0nv
Angioplasty {>6 months) 4/14 07 07
No. of diseased vessels

One diseased vessel 612  11/6 0A7

Two diseased vessels 513 61 0A7

Three or four diseased vessels 810 017 0nv
Location of stenosis

Anterior descending artery 1474 11/6 07

Right coronary artery 117 6/11 07

Left circumflex artery 513 2115 017

Marginal arferies [l 314 onT

Diagonal arferies 7 017 0nv
Risk factors

Hypertension 15/3 611 A7

Diabetes mellitus 9/9 M5 0A7

Dyslipidemia 17 8/9 A7

Family predisposition to CAD 9/9 413 0nv

Overweight {(BMI between 25 and 30 kg/m?)  7/11 512 512

Obesity (BMI > 30 kg/m?) il 413 0A7

Smoking 612 314 07

Drinking 2/16 314 07
Medications

ACE-inhibitors il 61 A7

Hypolipidemic 10/8 413 0A7

Hypoglycemic 612 215 07

Diuretics 612 215 0A7

Antiplatelst 162 512 017

CAD+=patients with significant coronary artery stenosis; CAD-=patients without signifi-
cant coronary artery stenosis; ACE=angiotensin-converting enzyme.
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of clinical characteristics, risk factors and medications used
(shown in Table 3); it was observed that among patients of  |A 42
the CAD+ group who had a history of infarction and myocar- 40 p<001
dial revascularization, the SE values were lower and the 0V —
pattern was higher compared to the CAD- group (p<0.05). a8
Regarding the use of ACE inhibitors, the patients from the %3.6 B
CAD- group who used this medication presented higher SE 53 4
compared to the CAD+ group (p<0.05). However, the 2ULV 5 L
pattern presented no relationship with clinical characteris- E 32 1
tics, risk factors or medications. =30
28 -
76 4&]‘ — Medizn .
[ 1%-3*Quartiles
Table 3. Multivariate analysis of mean between groups, according heart 24 L Maimum
rate variability variables and the presence of clinical characteristics, risk CAD+ CAD-  Cantral
factors and medications.
Clinical Variables B 50
Characteristics SE ov 2uLY . e
Myocardial infarction ns CAD+ = CAD- ns
(6 months) and control™ 40
Myocardial revasculariza- ns CAD+ > CAD- ns %5
tion (=12 months) and control”
Angioplasty (6 months) ns ns ns _ 30 T
No. of diseased vessels =
- =2 =
One vessel disease ns ns ns o
Two vessel disease ns ns ns § 20 L
Three or four vessel ns ns ns 5
disease
Location of stenosis 10 — Median
Anterior descending artery ns ns ns 5 et % L;l_ﬁnﬂ"namks
Right coronary artery ns ns ns CAD+ CAD- Contral Minimum
Letf circunflex artery ns ns ns
Marginal arteries ns ns ns
Diagonal arteries ns ns ns G :’g p0.01
Risk factors t‘»
Hipertensian ns ns ns %
Diabetes mellitus ns ns ns 24
Dyslipidemia ns ns ns w2
Familial predisposition ns ns ns E 20
to CAD £ 18 N
Overweight (BMI betwen ns ns ns % 16
25 and 30 kg/m?) = 14
(besity (BMI > 30 kg/m?) ns ns ns 12 i
Smoking ns ns ns 10
Drinking ns ns ns 8 )
— — — Median
Medications 6 O % 1°- 3° Quartiles
ACE-inhibitors CAD+< ns ns 4 Madm.m
CAD- CAD+ CAD- Control
Hypolipidemic ns ns ns
H!."pﬂ'gwcem'c o s o Figure 1. Box Plot (Median, 1° and 3° quartiles, minimum and
Dlurelics e e e maximum) showing results of Shannon entropy (1A) and symbolic
Antiplatelet ns ns ns

SE=Shannon entropy; OV= patterns with no variation; 2ULV=patterns with two unlike
variations; CAD+=patients with significant coronary artery stenosis; CAD-=patients wi-
thout significant coronary; Control=control group; ACE=angiotensin-converting enzyme;
ns=not statistically significant. *p<0.05.

analysis (OV, patterns with no variation (18) and 2ULV, patterns with two
unlike variations (1C}) in the CAD+ (patients with significant coronary
artery stenosis), CAD- (patients without significant coronary) and
control groups.
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Discussion ..

The results of this study, based on SE and symbolic analysis,
indicate presence of autonomic heart dysfunction in CAD pa-
tients with =50% occlusion compared to either CAD patients
with <50% obstruction and normal subjects.

SE is a measure of the complexity of the distribution of the
sample of a signal””. Our results suggest that the complexity of
autonomic HR modulation is related to the severity of coronary
occlusion, given that the CAD+ group presented a reduction in
SE compared to CAD- and control groups. A reduction in 5E is
related to cardiac sympatho-vagal imbalance, which can pre-
dict global depression as well as other pathological situations'®.
Voss et al.”’ observed a decrease in SE patterns in patients after
myocardial infarction, which is related to an increase in the
risk of malignant arrhythmias and sudden cardiac death.

In our study, CAD+ patients presented lower SE as well as
alterations in symbolic analysis patterns, with a decrease in the
2ULV pattern and an increase in the OV pattern compared to
the CAD- and control groups. The OV patterns are features of
slow waves (LF oscillations), while 2LV and 2ULV patterns are
fragments of faster waves (HF oscillations)". Symbolic patterns
have been linked to sympathetic and vagal cardiac modulation
in previous studies with pharmacological blockade and auto-
nomic tests in healthy and diseased populations'**#%, The
0V pattern has been associated with sympathetic modulation
while 2ULV has been associated with vagal modulation'*,
Therefore, our results suggest that patients from the CAD+
group have increased sympathetic modulation and decreased
vagal modulation, which are related to the severity of the coro-
nary occlusiorn.

These findings agree with previous studies involving linear
methods, which observed that coronary insufficiency led to
dysfunction of the autonomic modulation of HR characterized
by an increase in sympathetic modulation or a decrease in va-
gal modulation™*,

The imbalance in autonomic modulation that accompa-
nies CAD is due to increased sympathetic adrenergic tone and
reduced parasympathetic activity, which causes augmented
ventricular workload and oxygen demand, thus increasing the
occurrence of ischemic events, and causes modification to the
ionic currents across the cellular membrane, leading to direct
electrical instability of myocytes™. It is known that abnormal
autonomic function predisposes arrhythmias under vari-
ous clinical and experimental conditions, particularly during
physical stress. Therefore, important prognostic information
about the appearance of undesirable events, including cardiac
mortality, can be obtained from an analysis of HRV indices"".

Regarding the relationship between variables obtained from
the HRV analysis and clinical characteristics, risk factors and

the use of medication, the results demonstrated that patients
from the CAD+ group who had a previous history of myocar-
dial infarction and revascularization presented lower SE and
higher OV pattern than the CAD- group. This means that,
even six months after AMI and the revascularization period,
these two clinical characteristics associated with the degree
of coronary occlusion were the ones that most contributed
to the decrease of complexity in autonomic modulation and
to the increase in sympathetic moedulation. This corroborates
the finding of longitudinal studies that have evaluated patients
after AMI*** or myocardial revascularization surgery™* that
autonomic dysfunction could be present up to 12 months after
a coronary event.

Upon analyzing the relationship between HRV variables
and medication use, it was observed that there was a higher SE
value for patients from the CAD- group compared to the CAD+
group when subjects who used ACE inhibitors were consid-
ered. This reflects a greater complexity of RRi series for patients
from the CAD- group. Due to the inhibition of angiotensin II
functions along with the consequent attenuation of vasocon-
striction and sympathetic activity™® ACE inhibitors lead to
significant recovery of HRV indices, as observed through linear
methods, which implies an improvement in the autonomic
modulation of HR and a satisfactory prognosis™.

Thus, in general terms, the results of the present study show
those patients from the CAD+ group, even after myocardial
revascularization and the use of ACE inhibitors, present higher
sympathetic autonomic modulation, suggesting that they may

be more vulnerable to develop new cardiovascular events.

Limitations

This study was limited by the difficulty in selecting a sample
that fulfilled the proposed inclusion criteria, as well as by the
heterogeneity of the patient sample. Due to such factors, myo-

cardial infarction and revascularization influenced the results.

Clinical and practical implications

The results of this study demonstrate that in CAD patients
there is a reduction in the complexity of cardiovascular regula-
tion due to a reduction in autonomic vagal modulation and an
increase in sympathetic autonomic modulation. Thus, evalu-
ating the autonomic modulation of HR by SE and symbolic
analysis contributes to the identification of alterations in HR
autonomic modulation and could provide useful clinical infor-
mation without the need for additional sophisticated analysis.
Furthermore, HRV analysis becomes relevant for both early
screening and risk stratification for heart disease as well as for
the clinical follow-up of patients who are known to have CAD.
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Furthermore, the objective of introducing HRV analysis
by means of SE and symbolic analysis is to encourage the
use of this non-invasive technique in the area of cardiac re-
habilitation, making it possible to evaluate and reevaluate
HR autonomic modulation before and after physical therapy
interventions.

Conclusions :::.

In uncomplicated CAD+, the patterns of HRV presented
lower complexity of HR autonomic modulation, higher sympa-
thetic modulation and lower parasympathetic modulation in
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Abstract

Contextualization: The influence of genetic and environmental factors on the autonomic
modulation of heart rate (HR) is still little understood. The objective of this study, therefore,
was to evaluate the influence of I/D polymorphism of the ACE gene on the autonomic
modulation of HR in patients with coronary artery disease (CAD) and its association with risk
factors. Methods: 151 patients (568 years) with CAD participated in the study, divided
according to genotype for the ACE gene I/D variant (rs1799752) (DD, n=54; ID, n=70 and II,
n=27). The measurements of the principal outcomes were the presence of risk factors, BP
data, HR and HRV indexes, whose analysis was based on 15 min of HR and RR interval
(RR1) data recorded while the volunteer rested in the supine position. Statistical tests: chi-
square, one-way ANOVA and multiple linear regression (0=5%). Results: The baseline
characteristics and risk factors did not differ between the genotypes (P>0.05). There was no
association between the ACE I/D polymorphism and the variables HR, BP and HRV
(P>0.05). In the multiple regression analysis, a lower percentage of stenosis and the use of
ACE inhibitors influenced higher RMSSD (ms) and HF (ms?) indexes (69.24% and 58.40%,
respectively). Conclusion: The results show that there is no relation between the ACE 1/D
polymorphism and the variables HR, BP and HRV. However, the higher HRV indexes, which
reflect vagal autonomic modulation, are related to a lower percentage of stenosis and the use
of ACE inhibitors.

Key words: heart rate variability; coronary disease; genetic polymorphism; angiotensin-

converting enzyme.
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1. Introduction

Coronary artery disease (CAD) is the main cause of death in Western populations and
is associated with several changeable (smoking, hypertension, alcohol consumption, sedentary
lifestyle, etc.) and non-changeable (age, gender, genetic background) risk factors [1-3]. These
risk factors are linked to the development and progression of CAD [4, 5] and to disorders of
the cardiac autonomic nervous system [6].

Among genetic factors, alterations in the nucleotide sequence of the gene that codifies
the angiotensin converting enzyme (ACE) have been associated with increased risk of
myocardial infarction and cardiomyopathies [7-10], left ventricular hypertrophy [11],
coronary artery disease [12, 13] and alterations in cardiac autonomic modulation as
determined by heart rate variability (HRV) analysis [14, 15].

The insertion/deletion (I/D) polymorphism of the ACE gene, found in intron 16, is
characterized by the presence or absence (insertion and deletion alleles, respectively) of a
sequence of 287bp. ACE is responsible for converting angiotensin I into angiotensin II, an
important vasoconstrictor, and is involved in the degradation of bradykinin [16, 17].
Individuals who have both D alleles (DD genotype) present higher concentrations of
circulating ACE [18].

Studies by Katsuya et al. [19] and Mittal et al. [20] report an association between the
DD genotype, increased blood pressure levels and the development of hypertension.
According to Murphey et al. [17] and Townend [21], such an association could be justified by
the fact that higher levels of angiotensin II exert vagal inhibitory action and sympathetic
facilitation in central and peripheral levels of the nervous system, influencing heart rate (HR)
and blood pressure (BP) responses. Regarding the autonomic modulation of HR, Thayer et al.
[15] observed that middle-aged individuals with risk factors for CAD presented an association
between the DD genotype and lower vagal autonomic modulation. But in post myocardial
infarction patients no association between the DD genotype and HRV indexes was verified in
the acute phase [14]. However, Busjahn et al. [22] observed higher HRV indexes in healthy
individuals with the DD genotype.

Considering the evidence, results regarding the association of the ACE gene
polymorphism with the autonomic modulation of HR are controversial. Nevertheless, as far as
we know the relation between the ACE I/D polymorphism with HRV indexes has not been
dealt with in a population already at risk of CAD and presenting different degrees of the
disease. Thus, based on the hypothesis that individuals with the DD genotype present higher

sympathetic autonomic modulation and lower vagal modulation and that risk factors for the
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development of CAD may be involved in the autonomic modulation of HR, the objectives of
this study were to evaluate the relation between ACE I/D polymorphism and HR, BP and
HRYV indexes, as well as to evaluate the influence of risk factors on the HRV indexes of CAD
patients.
2. Materials and Methods

2.1. Subjects

After signing the informed consent form, 151 male CAD patients (56+8 years) who
had been diagnosed by coronary angiography were included in the study. Baseline
characteristics, clinical characteristics and medications used are presented in Table 1
according to ACE gene I/D genotype (DD, n=54; 1D, n=70 and II, n=27).

Inclusion and exclusion criteria

The study included volunteers with: medically diagnosed CAD (according to coronary
angiography results) and coronary obstruction (from 20 to 99%) [23] in one to four arteries
(including the anterior descending artery, left and right coronary artery, left circumflex artery,
marginal and diagonal branches), myocardial infarction and angioplasty more than six months
ago, myocardial revascularization surgery more than 12 months ago and at least one of the
following risk factors: obesity (body mass index (BMI) up to 35 kg/m?), smoking [24],
alcohol consumption [25], a weekly physical activity level classified as sedentary or
irregularly active by the International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) [26], a history
of up to stage I hypertension [27], dyslipidemia including a high plasma concentration of total
cholesterol (>200mg/dl), LDL cholesterol (>100mg/dl) and hypertriglycemia (>150mg/dl) or
low HDL concentrations (<40mg/dl) [28], diabetes mellitus and fasting glycemia levels
>110mg/dl [29].

The exclusion criteria included frequent arrhythmias and extrasystoles, obstructive
pulmonary disease, angioplasty performed on the same day as coronary angiography, unstable
angina, myocardial infarction in the previous six months, revascularization surgery in the
previous 12 months, insulin-dependent diabetics, systemic hypertension higher than stage I,
neoplasia, kidney failure, stroke sequelae and refusal to participate.

The study was approved by the Research Ethics Committee of the involved institution
under protocol 04/09. The volunteers signed a free and informed consent form.

The sample size was calculated according to the lowest genotypic frequency of the
ACE I/D polymorphism (genotype II) following Steeds et al. [14]. P= 0.01 with a margin of
error of 10%, a power of 80% and a significance level of 5%. The sample size calculation was

carried out using BioEstat 5.0, which suggested 38 volunteers.
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2.2. Procedure and experimental protocol

HR and BP data were recorded between the 4™ and the 7™ days after coronary
angiography in the research laboratory of the involved institution under climate-controlled
conditions, including temperature and relative air humidity of approximately 23°C and 50%,
respectively. The volunteers were instructed to avoid caffeine, alcohol and unnecessary
exercise on the day before the test protocol. Immediately before the exams, the volunteers
were questioned about whether they had carried out the foregoing instructions and were
examined to verify the normality of HR and BP values.

Before data collection began, the volunteers remained resting in the supine position for
a period of 10 min. Throughout the collection period, the volunteers were instructed to keep
breathing spontaneously and with a respiratory frequency between 12 and 18 breaths per
minute, which was monitored by a researcher. Beat-by-beat registration of HR and RR
intervals (RRi) occurred continuously for 15 min with a Polar® frequency meter (model
S810i: Polar Electro, Oy, Finland). This system detects ventricular depolarization, which
corresponds to the R wave of the electrocardiogram, featuring a sample rate of 500Hz and a
temporal resolution of 1 ms [30] and has been previously validated by Loimaala et al. [31]
and Gamelin et al [32]. After recording, the signals were transferred to a computer for later
analysis.

Resting blood pressure was measured with each of the following: the Korotkoff
auscultatory method, a mercury sphygmomanometer (WanMed, Sao Paulo, SP, Brazil) and a
stethoscope (Littman, St. Paul, MN, USA).

2.3. Data analysis

The mean value of the 15-min collection was used for analysis of resting HR, and the
mean value of the measurements was used for BP analysis. A visual inspection of the
distribution of the RRi (ms) of the electrocardiogram was carried out to select the 300-point
section with the greatest signal stability (removing ectopic beats) for analysis.

The HRV analysis was carried out based on linear methods. In the time domain, the
temporal indexes RMSSD (the square root of the mean squared differences of successive RRi
divided by the number of RRi minus one, expressed in ms) and SDNN (root mean square of
differences from mean R--R interval, divided by the number of RRi of the period selected
[33] were used. In the frequency domain, a non-parametric method involving fast Fourier
transformation of the previously selected RRi was used. Using power spectrum components,
very low frequency (VLF=0.003 to 0.04Hz), low frequency (LF=0.04 to 0.15 Hz) and high

frequency (HF=0.15 to 0.4 Hz) signals were obtained, as was the ratio between absolute low-
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frequency and high-frequency areas (LF/HF ratio). Normalization was carried out by dividing
the absolute power of a given component ms® (LF or HF) by the total power spectrum,
subtracting the VLF component and multiplying by 100. HF and LF bands represent the
action of parasympathetic and predominantly sympathetic components of HR regulation,
respectively [33, 34]. The data were analyzed in MATLAB 6.5 using the HRV analysis
routine.

2.4. Genotyping ( ACE I/D polymorphism—rs1799752)

The extraction of the genomic DNA was carried out using blood samples (5ml)
obtained by venipuncture in vacuum tubes containing the anticoagulant
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), following the method described by Salazar et.al.
[35]. The set of primers described by Rigat et al. [36] was used, namely: sense 5’-CTG GAG
ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3’, anti-sense 5’-GAT GTG GCC ATC ACA TTC AGA T-
3’ and anti-sense 5’-GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T-3°, whose final
amplification product produces fragments with 490bp and 190bp for the I and D genotypes,
respectively, and 490bp and 190bp for the ID genotype. The polymerase chain reaction (PCR)
was processed in a final volume of 50uL containing 150ng of genomic DNA, 3.0mM of
MgCl,, 200uM of each deoxyribonucleotide (dATP, dCTP, dGTP and dTTP), 10pmols of
each primer, 0.5U of Taq polymerase (Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil) and buffer DNA
polymerase 1x (KCI at 50mM, Tris-HCI1 at 10mM, pH 8.4) (Invitrogen, Sao Paulo, Brazil).
The PCR protocol (thermocycler T-Gradient, Whatman Biometra, Goettingen, Germany)
consisted of a 5 min denaturation cycle at 95° C, followed by 30 annealing cycles at 94° C
for 1 min, 58° C for 1 min and 72° C for 1 min, and finally a 10 min cycle at 72° C. The PCR
products were separated in 1.5% agarose gel and visualized under ultraviolet light after
staining with ethidium bromide. The genotyping of samples classified as DD was then
confirmed (confirmatory PCR) using the set of primers: sense 5'-CTG GAG ACC ACT CCC
ATC CTT TCT-3' and anti-sense 5'-GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T-3’ [18].
No amplification product was observed in the presence of the DD genotype, whereas an
amplification product of 355bp was seen in the presence of the ID genotype. The final volume
and the concentrations of the reagents utilized in the reaction of the PCR were identical to
those described above, except for the concentration of MgCl,, which was 2 mM. The
amplification cycle was carried out as previously described, except that there were 40 cycles
and the annealing temperature was 67° C. The PCR products were separated in agarose gel at
1.5% and visualized under ultraviolet light after coloration with ethidium bromide. The

genotypes were confirmed by reanalysis of a random selection of 10% of the samples.
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2.5. Statistical analysis
The allele frequencies were calculated using the gene counting method; the chi-square
test was utilized to verify Hardy-Weinberg equilibrium according to the observed genotype
frequencies. One-way ANOVA was used to analyze the baseline characteristics for age,
anthropometrics, cardiovascular variables and biochemical blood tests. The chi-square test
was used for dichotomous variables related to clinical characteristics and risk factors. One-
way ANOVA was used to verify the association between the I/D polymorphism and the HRV
indexes. A stepwise multiple linear regression [37] was used to verify the relation between the
HRYV indexes (dependent variables) and covariables (independent variables) such as: age,
genotype characteristics (DD, ID and II), clinical characteristics (myocardial infarction > 6
months, myocardial revascularization > 12 months, stenosis percentage, number of arteries
with stenosis), current medications acting on the cardiac autonomic nervous system (beta
blockers and ACE inhibitors) and risk factors for CAD (smoking, alcohol consumption,
dyslipidemia, diabetes mellitus, hypertension and obesity). The independent variables were
selected by order of magnitude of the correlation coefficient with the dependent variables and
their significance (P value). A minimum coefficient of determination of 50% and a variation
of I* <0.05 were established. A significance level of 5% was adopted for all tests. The data
were analyzed using SPSS 13.0 for Windows (Apache Software Foundation).
3. Results
3.1. ACE genotype frequency
For the 151 CAD patients included in the study, the frequencies of the alleles D and I
were 59% and 41%, respectively. The frequency of the genotypes DD, ID and II was 36%
(n=54), 46% (n=70) and 18% (n=27), respectively. The frequency of the alleles and of the
genotypes was in Hardy-Weinberg equilibrium (X*=0.80; P=0.66).
3.2. Baseline characteristics, clinical characteristics and risk factors
The volunteers’ demographic and clinical characteristics are presented in Table 1.
There were no differences in age or anthropometric variables between ACE genotypes DD,
ID and II (P>0.05). For biochemical and clinical variations, medications and risk factors, the
values were similar between the different genotypes (P>0.05; Tables 1 and 2).
3.3. Cardiovascular variables
Table 3 presents the HR, BP and the HRV index values analyzed in the time and
frequency domains for ACE genotypes DD, ID and II. The values were similar between the

three genotypes for all variables analyzed (P>0.05).



136

3.4. Relation between risk factors and HRV indexes

Among all the co-variables evaluated with the HRV indexes, only the lowest stenosis
percentage and the use of ACE inhibitors were related with the highest RMSSD (ms) and HF
(ms?) indexes, with coefficients of determination of 69.24 and 58.40%, respectively (Table 4).
All of the obtained models satisfied the hypothesis of the homoscedasticity and normality of
the residues.

4. Discussion

Our results show that there is no association between ACE I/D polymorphism and the
risk factors for CAD. Furthermore, there was no relation between ACE 1I/D polymorphism and
SBP, DBP and HR levels, or with the HRV levels analyzed in the time and frequency
domains. Based on the regression analysis of the HRV indexes with the covariables analyzed
(clinical characteristics and risk factors), it was evident that the highest RMSSD (ms) and HF
(ms”) index values are related to a lower degree of coronary stenosis and to the use of ACE
inhibitors.

Previous studies carried out with different populations have shown a high prevalence
of risk factors in patients with DD genotypes and in those with ischemic heart diseases [38-
40]. However, in this investigation such a relationship could not be verified, which
corroborates other studies that have found no association between ACE I/D polymorphism
and risk factors for coronary artery diseases [19, 41, 42]. In fact, the presence of classic CAD
risk factors is quite unstable, being influenced by environmental and behavioral components
and varying considerably between populations.

In our study, the variables SBP and DBP apparently were not influenced by ACE I/D
polymorphism. Cambien et al.[7], Staessen et al. [43] and Lui Li et al. [44] reported that even
though the D allele has been considered a marker of atherosclerotic cardiovascular
complications, no association could be found between ACE I/D polymorphism and
hypertension. On the other hand, Katsuya et al. [19], Mittal et al. [20] and Mastana and Nunn
[45] have evaluated the potential influence of ACE I/D polymorphism in patients with
metabolic syndrome, hypertension and diabetes, respectively, and observed that SBP and
DBP were significantly higher in the DD genotype than the ID and II genotypes. These
authors attribute their findings to the high levels of ACE resulting from the DD genotype,
may lead to an increase of angiotensin II and exacerbated vasoconstriction, thus elevating the
BP.

Our study found no relation between ACE I/D polymorphism and HR and the HRV
indexes in the time and frequency domains. The ACE I/D polymorphism can affect HR
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response, although without necessarily influencing the autonomic modulation of HR. Steeds
et al. [14] evaluated patients approximately 30 days after AMI and also found no association
between I/D polymorphism of the ACE gene and HRV. Ylitalo et al. [46] evaluated young
healthy individuals and also found no relation between the DD genotype and HRV. A number
of studies have indicated that from 12 to 65% of the HRV variation may be attributed to the
influence of polymorphism on cardiac autonomic nervous system responses [22, 47, 48]. On
the other hand, Nikishino et al. [49] found no relation between the DD genotype and higher
LF indexes in young adults during the postural change test.

In our study, the lack of association between ACE I/D polymorphism and HRV may
be partly due to the great variation in important associated risk factors, such as CAD, that
influence the autonomic modulation of HR. In addition, it should be pointed out that the stage
of the disease, the percentage of coronary stenosis and the use of medication are known to be
highly related to HRV indexes [50].

In the present study, linear regression demonstrated that the severity of CAD,
represented by coronary stenosis >50%, is associated with lower RMSSD and HF indexes,
which represent vagal autonomic modulation. Similar results have been observed in previous
studies [50-52]. The increase of sympathetic tonus and the reduction of parasympathetic tonus
may be due to increased demand for ventricular work and oxygen supply, causing
modifications in ionic currents through the cell membrane. This could lead to electrical
instability in the cardiomyocytes due to the degree and the number of obstructed arteries [53].

In addition, the use of medications such as ACE inhibitors and beta blockers also
influences HRV response, since such medications are used to reduce cardiac work demand,
BP and HR, as well as to reduce the incidence of new cardiac events and mortality rates [54,
55].

Our results indicate that ACE inhibitors had a significant influence on the response of
the RMSSD (ms) and HF (ms?) indexes. Thus, reducing the concentration of angiotensin II by
means of medication would influence arterial baroreceptor reflex activity, generating a
reduction of sympathetic activity and an increase of vagal activity [46, 56].

Another factor to be considered is age. Previous studies have verified that there is an
increase in angiotensin II levels with advancing age [57]. Therefore, age associated with the
presence of disease and the use of medications could have contributed to the lack of
association between ACE I/D polymorphism and the phenotypes evaluated in this study.
These results do not exclude the hypothesis that ACE I/D polymorphism could contribute to
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autonomic modulation and thus partially explain a possible mechanism involved in HR
modulation and BP control.

Some limitations should be mentioned, such as the lack of a control group and the
non-quantification of circulating levels of ACE and angiotensin II. Furthermore, studies
considering the evaluation of other polymorphisms related to the renin-angiotensin system
could have interesting results, considering that they are part of the same metabolic path.

In light of the above, there is no association between ACE I/D polymorphism with the
HR and BP phenotypes and HRV indexes of patients with CAD. On the other hand, the
percentage of stenosis and the use of medications such as ACE inhibitors interfered in the

vagal autonomic modulation of the HR.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of ACE genotypes DD, ID and II.

Variables DD (n=54) ID (n=70) I (n=27) P
Age (years) 57£7 55+6 58+7 0.11
Body mass (kg) 80.35+£12.87 82.44+15.07 83.96+15.95 0.71
Height (cm) 170.80+6.49 169.80+6.83 172.15+7.34 0.26
BMI (kg/m?) 27.34+3.74 28.66+4.92 27.34+4.40 0.35
Biochemical tests
Glycemia (mg/dl) 102.80+32.57 98.87+28.72 97.67+£38.85 0.37
Total Cholesterol (mg/dl) 179.76+50.00 178.40+37.14 170.89+35.93 0.65
HDL (mg/dl) 38.69+8.25 39.76+10.88 41.00+8.42 0.21
LDL (mg/dl) 110.30+37.81 99.11+25.41 102.63+30.65 0.64
Triglycerides (mg/dl) 152.52+85.01 151.19+75.86 145.00+84.03 0.75
Clinical Characteristics N (%) N(%) N(%)
Myocardial infarction (>6 7(13) 7(10) 5(19) 0.54
months)
Myocardial revascularization 3(6) 3(5) 1(4) 0.91
(>12 months)
Angioplasty (>6 months) 7(13) 7(10) 4(15) 0.77
Stenosis percentage
Stenosis >50% 30(56) 40(57) 13(48) 0.73
Stenosis <50% 24(44) 30(43) 14(52) 0.73
Number of diseased vessel
One diseased vessel 27(50) 33(47) 12(44) 0.95
Two diseased vessels 12(22) 20(29) 3(11) 0.99
Three diseased vessels 15(28) 17(24) 12(44) 0.15
Medications
Beta blockers 20(37) 19(27) 7(30) 0.42
ACE inhibitors 21(39) 19(27) 9(33) 0.38
Lipid-lowering 22(41) 28(40) 10(37) 0.94
Glycemia-lowering 4(7) 7(10) 5(19) 0.33
Diuretics 9(17) 9(13) 6(22) 0.52
Antiplatelet 31(57) 32(46) 11(41) 0.27

BMI= body mass index; HDL=high density lipoprotein; LDL~= low density lipoprotein; mg/dl=milligrams
per deciliter; ACE=angiotensin converting enzyme. Values expressed as mean and standard deviation and
in number and percentage. One-way ANOVA test for quantitative data and chi-square test for qualitative
data.
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Table 2. Number and percentage of family history and risk factors for CAD according

to ACE genotypes DD, ID and II.

DD ID I p value
(n=54) (n=70) (n=27)

Family History n (%) n (%) n (%)

Family history of hypertension 14(26) 21(30) 8(30) 0.87
Family history of CAD 26(48) 23(33) 8(30) 0.13
Family history of diabetes 23(25) 37(53) 16(60) 0.22
Family history of dyslipidemia 24(44) 21(30) 6(22) 0.09
Family history of obesity 9(17) 14(20) 7(26) 0.61
Risk factors

Smoking 50) 3(4) 4(15) 0.20
Alcohol consumption 24 (44) 29(41) 10(37) 0.81
Dyslipidemia 32(59) 43(61) 12(44) 0.30
Diabetes mellitus 14(26) 21(30) 8(30) 0.97
Hypertension 35(65) 33(47) 11(41) 0.06
Obesity 8(15) 16(23) 5(19) 0.52

CAD=coronary artery disease; Cutoff values: Family history (presence or absence); Values expressed
as number and percentage. Chi-square test.



Table 3. I/D polymorphism of the ACE gene and cardiovascular variables.

DD (n=54) ID (n=70) 1 (n=27) p value
HR (bpm) 65£10 69+12 67£13 0.23
SBP (mmHg) 127£12 123+11 122+12 0.07
DBP (mmHg) 806 817 8010 0.75
Time RMSSD (ms) 21.73+11.78 20.08+11.43 19.92+19.95 0.68
Domain  SDNN (ms) 29.59+12.09 27.54+13.45 25.25+11.03 0.33
LF (ms?) 305.354335.50  303.33+376.04  208.514222.92 0.41
Frequency HF (ms?) 190.17+183.22  185.35£191.50  153.16+161.15 0.67
Domain  LF (un) 59.62+21.53 61.47+17.71 57.21421.52 0.55
HF (un) 40.38+21.53 38.49+17.71 42.79421.52 0.55
LF/HF 2.27+1.69 2.49+2.47 2.00+1.60 0.58

RMSSD = the square root of the mean squared differences of successive RRinterval divided by the number
of RRi minus one; SDNN = root mean square of differences from mean RR interval, divided by the number
of RRi of the period selected; LF= low frequency; HF= high frequency; LF/HF= ratio between low
frequency and high frequency; ms2= absolute units in milliseconds squared; un= normalized units; DD=
homozygote for the DD allele; ID= heterozygote; [I=homozygote for the I allele. Values expressed as mean

and standard deviation. One-way ANOVA test.
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Table 4. Linear regression between co-variables and heart rate variability indexes

Stenosis percentage ACE inhibitors
intercept estimative  p value  estimative  p value R’
RMSSD (ms) 27.69 -10.79 <0.01 11.84 <0.01 69.24%
SDNN (ms) 30.08 -10.55 <0.01 10.31 <0.01 43.11%
LF (ms’) 177.58 -176.53 <0.01 241.32 <0.01 27.18%
HF (ms’) 280.35 -158.61 <0.01 194.84 <0.01 58.40%
LF (nu) 0.40 0.09 <0.01 -0.07 <0.01 28.59%
HF (nu) 0.59 -0.09 <0.01 0.07 <0.01 28.42%
LF/AF 0.92 1.06 <0.01 0.07 <0.01 19.88%

R’= determination coefficient; RMSSD= the square root of the mean squared differences of successive
RRi divided by the number of RRi minus one; SDNN= square root of the sum of the square of
differences of the individual values compared to the mean value, divided by the number of R-R
intervals in a period; LF= low frequency; HF= high frequency; LF/HF= ratio between low frequency
and high frequency; ms’= absolute units in milliseconds squared; nu= normalized units. Multiple linear
regression.



