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RESUMO

O envelhecimento exerce influéncia sobre vérios sistemas do corpo humano, dentre eles:
sistema nervoso autonémico, que pode ser avaliado pela variabilidade da frequéncia cardiaca
(VFC); estruturas celulares, como o comprimento de telomeros; e mecanismos reguladores de
processos inflamatorios, que podem ser avaliados por marcadores inflamatérios, como a
proteina C-reativa ultra sensivel (PCRus). A analise conjunta dessas variaveis permitiria o
estudo do processo de envelhecimento de forma multidimensional. Adicionalmente, séo
controversos os efeitos da terapia de reposicdo hormonal (TRH) sobre a VFC. Assim, foi
realizado o estudo I, o qual teve por objetivo investigar os efeitos da TRH na VFC em
mulheres p6s-menopdausicas saudaveis. Foram avaliados dois grupos: grupo 1 (G1): 20
mulheres que ndo faziam uso de TRH (60 £ 5,89 anos) e grupo 2 (G2): 20 mulheres
submetidas a TRH (59 £ 5,70 anos). O eletrocardiograma foi registrado na posi¢ado supina por
10 min. A analise espectral incluiu a baixa e a alta frequéncia em unidades absolutas (BF e
AF) e normalizadas (BFun e AFun). A relacdo BF/AF também foi calculada. A anéalise
simbdlica (0V%, 1V%, 2LV% e 2UV%), e entropias de Shannon e condicional também
foram calculadas. BF, BFun e a razdo BF/AF foram maiores, enquanto AFun foi menor no G2
do que no G1. As correlacdes entre indices de complexidade e AFun foram significativos e
positivos apenas no G1. Concluimos que mulheres submetidas a TRH apresentaram maior
modulacdo cardiaca simpatica e menor modulacdo cardiaca vagal em comparacdo as que nao
faziam a terapia. Além disso, a relacdo positiva esperada entre modulacdo cardiaca vagal e a
complexidade da VFC foi encontrada apenas no grupo ndo submetido a TRH, indicando que a
modulacdo vagal em mulheres sob a terapia ndo atinge um valor minimo necessario para a
associacdo se tornar aparente, sugerindo uma modulacdo autondmica cardiaca desfavoravel,
apesar da TRH. A partir dos achados do estudo I, optou-se por adotar, como critério de
exclusdo para o estudo Il, o uso da terapia. Assim, o estudo Il teve por objetivo analisar o
efeito do envelhecimento sobre a VFC nas posices supina e ortostatica, 0s niveis séricos da
PCRus e o comprimento de telémeros leucocitarios, além de verificar em qual faixa etaria se
acentuam as alteracdes provocadas pelo processo de envelhecimento. Foram avaliados 110
voluntérios, divididos em cinco grupos, de acordo com a idade: G21-30 anos, G31-40 anos,
G41-50 anos, G51-60 anos e G61-70 anos. Amostras de sangue venoso foram coletadas para
medidas de PCRus e comprimento de telomeros. Os sinais eletrocardiograficos foram
registrados em repouso nas posi¢des supina e ortostatica (15 min em cada postura). A VFC foi

avaliada por indices de baixa e alta frequéncias em unidades absolutas (BF e AF) e



normalizadas (BFun e AFun) da analise espectral; indices 0V%, 1V%, 2LV% e 2UV% da
analise simbdlica; entropia de Shannon; e indice de complexidade (IC) e IC normalizado
(ICN) da entropia condicional. Os principais resultados foram: 1) reducdo de AF e 2UV%
(modulacdo vagal) em G51-60, além de aumento de 0V% (modulacdo simpética) e
diminuicdo de ICN (complexidade) em G61-70 na posic¢ao supina; 2) resposta menos eficiente
a manobra de mudanca postural de supino para ortostatismo com o avango da idade; 3)
aumento da PCRus em G51-60; 4) encurtamento do comprimento de telomeros em G61-70;
5) na posicao supina, os indices da VFC apresentaram relagdo mais alta com o componente
principal de maior relevancia, proveniente da analise multivariada por componentes
principais, em comparacdo a PCRus e ao comprimento de teldomeros. Considerando-se que 0s
indices da VFC na posicdo supina apresentaram uma associacdo mais forte com o
envelhecimento, podemos concluir que a diminuicdo da modulacdo cardiaca vagal possa ter
contribuido para o aumento dos niveis séricos de PCRus (apesar dos valores estarem dentro
de faixa de normalidade), na faixa etaria de 51 a 60 anos, uma vez que este efeito € descrito
pela via anti-inflamatoria colinérgica. A diminuicdo da modulagéo cardiaca vagal e 0 aumento
da PCRus podem ter contribuido para o encurtamento de telémeros, identificado na década
sequinte, de 61 a 70 anos. Dessa maneira, torna-se importante a proposicdo de acdes
preventivas em faixas etarias anteriores ao inicio das alteracbes provocadas pelo
envelhecimento, especialmente na década de 41 a 50 anos, na tentativa de atenuar os efeitos

naturais da senescéncia.

Palavras-chave: Variabilidade da frequéncia cardiaca; Sistema nervoso autondmico; Analise
simbodlica; Analise espectral; Envelhecimento; Proteina C-reativa, Comprimento de

telomeros; Terapia de reposicdo hormonal.



ABSTRACT

The aging process affects many systems of the human body, including: autonomic nervous
system, which can be assessed by heart rate variability (HRV); cellular structures, such as
telomere length; and mechanisms of regulation of the inflammatory process, which can be
evaluated by inflammatory markers such as high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP). The
combined analysis of these variables enables the study of the aging process in a
multidimensional way. Additionally, the effects of hormone replacement therapy (HRT) on
HRV are contradictory. In this way, we conducted the study I, which aimed to investigate the
effects of HRT on HRV in healthy postmenopausal women. Two groups were evaluated:
Group 1 (G1): 20 women who did not use HRT (60 + 5.89 years) and group 2 (G2): 20
women undergoing HRT (59 + 5.70 years). The electrocardiogram was recorded in supine
position for 10 min. Spectral analysis included low and high frequency in absolute (LF and
HF) and normalized (LFnu and HFnu) units. LF/HF ratio was also calculated. Symbolic
analysis (0V%, 1V%, 2LV% e 2UV%), Shannon and conditional entropy were calculated. LF,
LFnu and LF/HF ratio were higher, whereas HFnu was lower in G2 than in G1. Correlations
between complexity indices and HFnu were significant and positive only in G1. We conclude
that women undergoing HRT had higher cardiac sympathetic modulation and reduced cardiac
vagal modulation compared to women not using HRT. Moreover, the expected positive
relationship between cardiac vagal modulation and HRV complexity was found only in the
group not undergoing HRT, indicating that vagal modulation in women under therapy drop
below a minimum value necessary to the association to become apparent, suggesting an
unfavorable cardiac autonomic modulation in spite of HRT. Considering the findings of the
study I, we chose to adopt the use of the therapy as an exclusion criterion for the study II.
Thus, the study Il aimed to examine the aging effect on heart rate variability in supine and
standing, on serum hsCRP and leukocyte telomere length, as well as to verify the age at which
the changes caused by aging process are accentuated. One hundred and ten volunteers were
divided into five groups according to age: G21-30 years, G31-40 years, G41-50 years, G51-60
years, and G61-70 years. Venous blood samples were collected for measurements of serum
hsCRP and telomere length. ECG signals were recorded in rest supine and standing (15 min in
each posture). HRV was assessed by spectral analysis in low and high frequencies in absolute
(LF e HF) and normalized (LFnu e HFnu) units; symbolic analysis (0V%, 1V%, 2LV% e
2UV%); Shannon entropy; and complexity index (Cl) and normalized CI (NCI) from

conditional entropy. The main results were: 1) HF and 2UV% reduction (vagal modulation) in



G51-60, and 0V% increase (sympathetic modulation) and NCI reduction (complexity) in
G61-70, in supine; 2) less efficient response to postural change from supine to standing with
advancing age; 3) hsCRP increase in G51-60; 4) telomere shortening in G61-70; 5) in supine,
HRV indices showed stronger relationship with the principal component of most relevance
from the multivariate principal component analysis, compared to hsCRP and telomere length.
Considering that HRV indices in supine had a stronger association with the aging process, we
can conclude that the decrease in cardiac vagal modulation may have influenced the increase
in serum hsCRP (although normal values), in G51-60, since this effect is described by the
cholinergic anti-inflammatory pathway. Decreased cardiac vagal modulation and increased
hsCRP may have contributed to the telomere shortening identified in the following decade
(G61-70). In this way, we must consider the importance of preventive actions prior to the
onset of aging effects, particularly in the 41-50 age range, in an attempt to attenuate the

natural effects of senescence.

Keywords: Heart rate variability; Autonomic nervous system; Symbolic analysis; Spectral

analysis; Aging; C-reactive protein; Telomere length; Hormone replacement therapy.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Nos ultimos anos, o aumento da populagdo idosa no Brasil tornou-se significativo.
Dados do IBGE (2013) mostraram que a distribui¢cdo populacional por idade segue apontando
para a tendéncia de envelhecimento da estrutura etaria no pais. Desde 2002 tem sido
observado o estreitamento da base da pirdmide populacional, sendo que a estrutura etéria,
avaliada em 2012, mostrou que este estreitamento da base da piramide esta ainda mais
acentuado, conforme representado na Figura 1 (IBGE, 2013). Ainda, segundo dados do IBGE
(2013), a tendéncia de envelhecimento populacional fica ainda mais clara ao se observar a
distribuicdo da populagdo projetada por grupos de idade. De acordo com a projecdo de
populacdo mais recente, a proporcdo de jovens diminui gradualmente, enquanto individuos
idosos, de 60 anos ou mais, 0 aumento na participacdo relativa é acentuado, passando de
13,8%, em 2020, para 33,7%, em 2060, ou seja, um aumento de 20 pontos percentuais (Figura
2).
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-
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Figura 1. Distribuicdo percentual da populacdo residente no Brasil, por sexo, segundo 0s
grupos de idade - 2002/2012. Fonte: IBGE, Estudos e Pesquisas Informagéo

Demogréfica e Socioecondmica, n. 32, 2013.
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Figura 2. Distribuicdo percentual da populacdo projetada, por grupos de idade - Brasil -
2020/2060. Fonte: IBGE, Estudos e Pesquisas Informacdo Demografica e
Socioecondémica, n. 32, 2013.

O desenvolvimento de novas tecnologias permitiu avancos na area da medicina, que
foram capazes de eliminar e/ou reduzir parte dos fatores extrinsecos que levam a morte do ser
humano (BUCKWALTER, 2000). Assim, estudos para o desenvolvimento de novos
conhecimentos sobre diagndstico, tratamento e, principalmente, prevencdo de doencas para
melhorar a qualidade de vida é de fundamental importancia (KEEN, 2007; TONNER et al.,
2003).

O processo de envelhecimento desencadeia uma série de alteracdes fisiologicas nos
varios sistemas bioldgicos (cardiovascular, respiratério, neuroendocrino, imune, metabdlico),
gue promovem a perda e/ou reducdo da homeostase frente a mecanismos estressores. Esse
quadro se reflete em perda e/ou redugdo da interacdo dos subsistemas envolvidos,
comprometendo as respostas decorrentes desses mecanismos (KAPLAN et al., 1991; LIPSITZ
et al., 1992; PIKKUJAMSA et al. 1999; VARADHAN et al., 2009).

Com relagdo ao sistema cardiovascular, de acordo com Zaslavsky e Gus (2002), o
envelhecimento tem como consequéncia o desenvolvimento de diversas alteragdes e/ou

doencas relacionadas a este sistema. Com 0 avanco da idade, sdo observadas modificacbes
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nos vasos sanguineos (LAKATTA, 2008; LAKATTA e LEVY, 2003), com diminui¢o da luz
vascular e disfungdo endotelial (BORTOLOTTO et al., 1999), aumento da espessura e
reducdo da complacéncia das paredes do ventriculo esquerdo (DAI et al., 2012; FLEG e
STRAIT, 2012). Alem disso, o processo de envelhecimento leva a alteracbes no sistema
nervoso autondmico (SNA), caracterizadas pela diminuicdo da sensibilidade barorreflexa
(BARANTKE et al., 2008; FAUVEL et al., 2007), bem como reducéo da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) (CATAI et al., 2002; BARANTKE et al., 2008; LAKATTA e
LEVY, 2003; MELO et al, 2005; PAGANI et al., 1988; SIMPSON e WICKS, 1988;
TAKAHASHI et al., 2012).

A VFC, a qual representa as oscilagbes nos intervalos entre batimentos cardiacos
consecutivos, os chamados intervalos RR (iRR), € uma importante ferramenta de analise ndo
invasiva da modulacdo do SNA sobre o coracdo (TASK FORCE, 1996). O sistema nervoso
parassimpatico atua por meio do nervo vago e de seu neurotransmissor acetilcolina,
retardando o ritmo de descarga sinusal, consequentemente diminuindo a frequéncia cardiaca
(FC). Por outro lado, o sistema nervoso simpatico age através dos nervos cardioaceleradores
liberando as catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), que aceleram a despolarizacdo do
nodulo sinusal, aumentando o ritmo cardiaco e a contratilidade do miocardio (MCARDLE et
al., 1998).

Em relacdo a metodologias de analise da VFC, a mesma é amplamente avaliada por
meio de técnicas lineares, como a analise espectral, na qual a série de iIRR sofre um
processamento matematico, resultando no chamado tacograma, que expressa a variacéo da FC
e dos iRR e contém um sinal que oscila no tempo, o qual é processado por algoritmos
matematicos, sendo calculada a densidade espectral de poténcia (TASK FORCE, 1996). Em
um trabalho pioneiro realizado por Akselrold et al. (1981) com céaes acordados, foram
identificados basicamente trés bandas principais de densidade espectral. Ainda em estudos
com individuos saudaveis envolvendo registros de longa duracdo foram identificados trés
bandas espectrais: (1) Componente de muito baixa frequéncia (MBF: entre 0 e 0,04 Hz),
relacionado ao sistema renina-angiotensina-aldosterona, a termorregulacdo e ao tonus
vasomotor periférico; (2) Componente de baixa frequéncia (BF: entre 0,04 e 0,15 Hz),
decorrente da acdo conjunta dos componentes vagal e simpatico, sendo este Ultimo mais
predominante, motivo pelo qual o componente BF é indicador da modulacdo simpética
cardiaca; (3) Componente de alta frequéncia (AF: entre 0,15 e 0,4 Hz), correspondente a

modulacdo respiratdria e indicador da modulacdo vagal cardiaca (AKSELROD et al., 1981,
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AKSELROD et al., 1985; LONGO et al., 1995; MALLIANI et al., 1991; POMERANZ et al.,
1985; TASK FORCE et al., 1996).

Ainda, os componentes espectrais das bandas de baixa e alta frequéncias, considerados
em analises da VFC de curta-duracdo, podem ser apresentados em unidades normalizadas
(BFun e AFun), sendo que a normalizagdo é realizada dividindo-se a poténcia de um dado
componente espectral (BF ou AF) pela poténcia total menos a poténcia abaixo de 0,04 Hz,
multiplicando-se a razdo por 100 (MALLIANI et al., 1991; PAGANI et al., 1986). O indice
BFun representa a modulacdo simpaética cardiaca, enquanto AFun corresponde a modulagédo
vagal cardiaca. Ja o balanco simpato-vagal pode ser avaliado pela razdo entre as bandas de
baixa e alta frequéncias (razdo BF/AF) (TASK FORCE 1996).

Dessa maneira, 0 grupo de pesquisa do Laboratério de Fisioterapia Cardiovascular -
Nucleo de Pesquisa em Exercicio Fisico, do Departamento de Fisioterapia da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar) tem se dedicado ao estudo da informatizacdo das respostas
de sinais biologicos. Um software de captacdo e armazenamento dos iRR (SILVA et al.,
1994) foi desenvolvido, o que permitiu investiga¢des subsequentes da modulagdo autonémica
cardiaca em diversas condigdes, tais como: em repouso (CATAI et al., 2002; RIBEIRO et al.,
2001); em diferentes posturas corporais, durante e apds a aplicagdo de estimulos como
exercicio fisico dinamico e manobras provocatdrias especificas (HIGA et al., 2007; MARAES
et al., 2004; MARAES et al., 2005; SANTOS et al., 2005). Adicionalmente, também foram
realizados estudos com pacientes com insuficiéncia cardiaca (REIS et al., 2010); com
pacientes no periodo de poés-infarto do miocardio (SANTOS-HISS et al., 2011); com
pacientes apds revascularizagdo do miocardio (MENDES et al., 2010); com pacientes com
doenca pulmonar obstrutiva crénica (BORGHI-SILVA et al., 2008; BORGHI-SILVA et al.,
2009; REIS et al., 2010); no processo de envelhecimento (MELO et al., 2005; MELO et al.,
2008; NEVES et al., 2007; RIBEIRO et al., 2001; TAKAHASHI et al., 2009); e comparacéo
entre géneros (PERSEGUINI et al., 2011).

No entanto, embora a modulacdo autonémica cardiaca seja mais comumente analisada
por metodologias lineares, tém sido relatadas importantes limitacdes relacionadas a estas
técnicas. Porta et al. (2007a) relataram que a andlise espectral € estritamente baseada na
definicdo de bandas de frequéncia, cujos limites inferiores e superiores sdo fixados
convencionalmente. Além disso, os indices espectrais sdo favoraveis apenas em condicdes
caracterizadas por mudancas reciprocas nas modula¢fes simpatica e parassimpatica. De fato,

0s componentes de BF e AF, expressos em unidades normalizadas (BFun e AFun), foram
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propostos para a hipdtese de que um aumento da modulagéo cardiaca simpética corresponda a
uma diminui¢do da modulagdo cardiaca vagal.

Por este motivo, o interesse por métodos nao lineares tem aumentado, uma vez que
indices ndo lineares podem fornecer informagcfes mais estaveis e reprodutiveis e também
identificar anormalidades e alteragdes ndo aparentes (HUIKURI et al., 2003; LIPSITZ et al.,
1992; MAKIKALLIO et al., 2002). Além disso, os métodos néo lineares sdo mais adequados
para extrair informagdes relevantes relacionadas a complexidade (HUIKURI et al., 2000;
HUIKURI et al., 2003). Dessa maneira, metodologias ndo lineares se diferenciam dos
métodos tradicionais porque consideram principalmente propriedades qualitativas da série
temporal de FC. Ainda, os mecanismos que envolvem a regulacdo cardiovascular séo
interligados entre si de modo ndo linear e, teoricamente, técnicas de analise ndo lineares
poderiam trazer contribui¢cbes adicionais (HUIKURI et al., 1999; HUIKURI et al., 2003;
JOKINEN et al., 2003; MAKIKALLIO et al., 2001; MAKIKALLIO et al., 2002).

Além disso, de acordo com Voss et al. (2009), um Unico parametro ndo é capaz de
descrever suficientemente sistemas fisiologicos complexos, como o controle da FC. Por essa
razdo, o uso de técnicas multivariadas deve ser considerado, sendo que parametros nédo
lineares em combinacédo a parametros lineares padrdes tornam a analise da VFC mais efetiva.

Assim, na tentativa de suprir as deficiéncias das técnicas lineares, Porta et al. (2001)
propuseram uma nova ferramenta de analise nédo linear para a avaliagdo da VFC baseada na
analise da dinamica simbolica, a qual apresenta potencial para detectar modificacfes ndo-
reciprocas nas modulacdes simpatica e parassimpatica ou mudancas reciprocas com diferentes
magnitudes, visto que a soma de todos os parametros simbdlicos € igual a 100% (0V% +
1V% + 2LV% + 2UV% = 100%). Para a realizacdo da analise simbolica, a série de iRR
previamente selecionada é distribuida em 6 niveis (0 a 5) e transformada em uma sequéncia
de simbolos, a partir dos quais sdo construidos os padrdes (sequéncias de 3 simbolos). Tais
padrdes sdo agrupados em 4 familias, considerando a quantidade e o tipo de variacGes
existentes entre os simbolos subsequentes: 1) OV: padrdo sem variacdo [3 simbolos iguais, por
exemplo, (2,2,2) ou (4,4,4)], 2) 1V: padrdo com uma variacdo [2 simbolos subsequentes
iguais e outro diferente, por exemplo, (4,2,2) ou (4,4,3)], 3) 2LV: padrdo com 2 variacGes
iguais [os 3 simbolos formam uma rampa ascendente ou descendente, por exemplo, (5,4,2) ou
(1,3,4)], e 4) 2UV: padrdo com 2 variacOes diferentes [0os 3 simbolos formam um pico ou um
vale, por exemplo, (4,1,2) ou (3,5,3)]. Ainda, estudos com bloqueios farmacoldgicos
(GUZZETT]I et al., 2005) ou testes autondmicos especificos (PORTA et al., 2001; PORTA et

al., 2007a) mostraram que o indice simbolico 0V% esté relacionado a modulacdo simpética,
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enquanto o indice 1V% represente a presenca simultanea das modulagdes vagal e simpatica, 0
indice 2LV% corresponde predominantemente & modulagdo vagal e 2UV% refere-se a
modulagéo vagal.

Assim, a analise simbdlica foi introduzida na rotina de analises desenvolvida em nosso
laboratdrio desde 2009, em parceria com o Prof. Dr. Alberto Porta, do Dipartimento di
Scienze Biomediche per la Salute, Istituto Ortopedico Galeazzi, Universita degli Studi di
Milano/Italia. Um estudo realizado por Perseguini et al. (2011) avaliou o efeito do género e da
mudanca postural de supino para ortostatismo na modulacdo autondmica cardiaca de idosos
de ambos os géneros, por meio da analise simbdlica e da analise espectral. Foi observado que
as mulheres, comparativamente aos homens, apresentaram VFC de repouso caracterizada por
menor modulagdo simpatica, evidenciada por menores BFun e razdo BF/AF, além de maior
modulacéo vagal, evidenciada por maior AFun. Com relacdo a mudanga postural, as mulheres
apresentaram uma resposta mais apropriada a manobra, demonstrada pela analise espectral da
VFC, com aumento da modulacdo simpatica (aumento de BFun e razdo BF/AF) e reducéo da
modulagdo parassimpatica (diminui¢do de AFun). Ainda, a analise simbdlica mostrou que as
mulheres apresentaram uma diminuicdo do indice 2LV% em resposta a manobra, o qual
segundo Porta et al. (2001) e Porta et al. (2007a) esta predominantemente relacionado aos
componentes de ondas rapidas, que correspondem a modulacdo parassimpatica. Assim, com o
estudo de Perseguini et al. (2011), observamos que, na faixa etaria estudada, as mulheres
apresentaram uma resposta mais apropriada a mudanca postural, sugerindo que a modulacao
autondmica cardiaca esteja melhor preservada em comparacao aos homens.

Em outro recente trabalho (TAKAHASHI et al., 2012) também desenvolvido em
nosso laboratério, foram aplicados os mesmos algoritmos nao lineares para o estudo da VFC,
com intuito de avaliar a capacidade destes em detectar alteragdes no controle autonémico da
FC com o envelhecimento. Este trabalho comparou duas faixas etarias (jovens e idosos) e
como resultado observou-se que o grupo idoso apesar de apresentar distribuicdo de padrbes
similares aos jovens (valores de entropia de Shannon semelhantes) estes padrdes foram mais
repetitivos e previsiveis (valores de entropia condicional reduzidos); além disso, a analise de
tipos de padrbes revelou predomindncia da modulacdo simpatica no grupo de idosos
(predominancia de padrGes sem variagdes na analise simbolica). Ainda, a analise de
correlacdo entre os indices da analise simbdlica e os indices de complexidade da entropia
condicional mostrou moderada a forte correlacdo para o grupo de idosos e fraca a moderada
para 0 grupo jovem, indicando que as andlises aplicadas podem ser sensiveis a questdo da
idade.
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Assim, considerando os dois trabalhos prévios desenvolvidos em nosso laboratorio,
envolvendo técnicas de analise ndo linear da VFC (PERSEGUINI et al., 2011; TAKAHASHI
et al., 2012), observamos, como de fundamental importancia, a realizacdo de um estudo que
analise a modulacdo autondmica cardiaca, por meio de técnicas lineares e ndo lineares,
durante o processo natural de envelhecimento (processo de senescéncia), avaliando individuos
saudaveis de diferentes faixas etarias, em repouso e em resposta a mudanga postural de supino
para ortostatismo. Os resultados deste trabalho possibilitariam observar em qual faixa etéria as
alteracbes no controle autonémico cardiaco se acentuam e, portanto, qual fase da vida deve
ser a de maior atencdo para praticas de prevencdo e promocao de salde, uma vez que a
literatura descreve amplamente a relagcdo entre alteraces no balango simpatovagal e doencas
cardiovasculares (BIGGER et al., 1992; DE ANGELIS et al., 2004; HUIKURI et al., 2000).

Considerando-se que, além do controle autonémico cardiaco, o0 processo de
envelhecimento tem efeitos em outras funcdes do corpo humano, como 0 processo
inflamatdrio e o envelhecimento celular, e que estes fatores poderiam estar relacionados a
modulacdo autonémica cardiaca, despertou-se a motivacdo no estudo do envelhecimento de
uma forma multidimensional, uma vez que se trata de um processo bastante complexo.

Dessa maneira, estudos mostram que a presenca de marcadores inflamatérios
circulantes, como a proteina C-reativa (PCR), exerce influéncia sobre a VFC. Por isso, a PCR
tem sido utilizada como prognostico e, também, na estratificacdo de risco de pacientes com
doenca cardiovascular (MORROW et al., 1998; PEARSON et al., 2003). Ainda, estudos
mostram que o aumento da dosagem de PCR leva a reducdo da VFC (HAENSEL et al., 2008;
SLOAN et al.,, 2007), sendo que a dominancia da modulacdo parassimpética sobre a
modulacdo simpatica estd associada a um menor nivel sérico desta proteina inflamatoria
(SINGH et al., 2009). Existem inferéncias de que o nervo vago possa modular a resposta
imunoldgica e, consequentemente, ter uma acdo anti-inflamatdria sistémica, sendo que a
relacdo entre os indices da VFC e marcadores inflamatorios sanguineos tem sido relatada por
varios pesquisadores (HAENSEL et al., 2008; MADSEN et al., 2007; NOLAN et al., 2007;
ULLOA, 2005).

No entanto, a maioria dos estudos, envolvendo a presenca de processo inflamatério e a
modulacdo autondmica cardiaca, avaliou populacdes com alguma disfuncdo pré-existente
(SLOAN et al., 2007), sendo que ainda existem diferentes explicacdes para a associa¢do entre
estes dois fatores, ou seja, uma reduzida modulacdo cardiaca vagal levando ao aumento de
marcadores inflamatdrios, ou uma elevacdo da producéo de proteinas inflamatorias causando

a diminuicdo da modulacdo cardiaca vagal. Portanto, segundo a revisdo de Haensel et al.
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(2008), o estudo da relacéo entre os marcadores inflamatdrios, como a PCR, e os indices ndo
lineares de analise da VFC se faz importante para o melhor entendimento da interagéo entre o
processo inflamatdrio e a modulagdo do sistema nervoso autondémico sobre 0 coragao.

Ainda, Barcel6 et al. (2010) relataram que o comprimento dos telomeros é
influenciado pelo processo de envelhecimento. Teldmeros sdo estruturas de DNA localizadas
no final dos cromossomos eucariéticos, sendo reguladores da duracdo da vida celular e da
integridade do cromossomo (WONG e COLLINS, 2003). Segundo Harley et al. (1990), o
comprimento dos telémeros diminui progressivamente a cada divisdo da célula, devido as
replicacdes ineficientes, sendo, por essa razdo, um indicador do envelhecimento celular.
Estudos mostram que o estresse oxidativo e processos inflamatorios aceleram a taxa de
desgaste telomérica, sendo que o encurtamento dos teldomeros também esta relacionado ao
aparecimento de doencas cronico-degenerativas associadas ao envelhecimento, como
diabetes, hipertensdo arterial, aterosclerose e obesidade (EPEL et al., 2004; FUSTER e
ANDRES, 2006). Por essa razdo, as relacdes entre comprimento de teldmeros, processo
inflamatorio (detectado pela PCR ultra sensivel - PCRus) e a modulagdo autonémica cardiaca
podem trazer informacdes adicionais sobre as alteragdes causadas pelo processo de
envelhecimento, uma vez que estes fatores estdo associados as doengas crénico-degenerativas.

Ressalta-se que, durante o planejamento do estudo que avaliaria a relacdo entre
modulacdo autondmica cardiaca, perfil inflamatério e comprimento de telomeros durante o
processo de senescéncia de homens e mulheres saudaveis, um importante questionamento foi
levantado. O uso de medicamentos para terapia de reposicdo hormonal (TRH), bastante
utilizada por mulheres no periodo po6s-menopausa, interferiria nas varidveis estudadas
relacionadas ao controle autondmico da FC?

Afinal, estudos mostram que a TRH pode influenciar a modulacdo autondmica
cardiaca. Ha relatos de que mulheres submetidas a terapia apresentam maior VFC, com maior
modulagdo vagal (GOKCE et al., 2005; LIU et al., 2003) e menor modulagdo simpatica (LIU
et al., 2003; ROSANO et al., 1997), quando comparadas as mulheres que ndo utilizam a TRH.
Ainda, em outro estudo realizado por Neves et al. (2007), foram avaliadas mulheres jovens e
no periodo pos-menopausa, com e sem 0 uso de terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH).
Também foi observada reducéo da VFC com o envelhecimento, sendo que os autores sugerem
que a TRH parece atenuar o processo de diminuicdo da VFC com o aumento da idade,
promovendo uma reducdo da modulacdo simpatica sobre o coracdo e contribuindo para o

efeito cardioprotetor do horménio estrogeno.
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No entanto, os achados a respeito dos efeitos da terapia sobre o controle autondomico
cardiaco ainda sdo contraditérios, sendo que estudos avaliando a VFC por meio de técnicas
ndo lineares sdo escassos. Dessa maneira, optamos por realizar um trabalho preliminar,
avaliando os efeitos da TRH sobre a modulagdo autonémica cardiaca, o qual se tornou o
primeiro estudo desta tese de Doutorado e foi publicado no periédico Clinical Autonomic
Research, intitulado: “Effect of hormone replacement therapy on cardiac autonomic
modulation”. Este trabalho foi capaz de embasar nossa decisdo em nao incluir mulheres pos-
menopausicas em uso da terapia em nosso préximo estudo que avaliaria a relagdo entre VFC,
processo inflamatério e comprimento de telébmeros durante o processo natural de
envelhecimento.

Sendo assim, observamos, em nosso primeiro estudo, que as mulheres que nao
utilizavam a TRH apresentaram controle autondmico cardiaco mais favoravel, com maior
modulacdo cardiaca vagal e menor modulacdo cardiaca simpatica, em comparagdo as
mulheres que usavam a terapia. Ainda, a relacéo positiva esperada entre modulacao cardiaca
vagal e a complexidade da VFC foi encontrada apenas no grupo de mulheres ndo usuarias da
TRH, indicando que esta modulacdo ndo atingiu um valor minimo necessario para a
associacgdo se tornar aparente em mulheres sob a terapia. Estes achados mostraram que a TRH
ndo foi vantajosa para a modulacdo autonémica cardiaca nos grupos avaliados. Por essa razao,
optamos por adotar o uso de qualquer tipo de TRH como critério de exclusdo para a selecao
das voluntéarias que participariam do segundo estudo desta tese de Doutorado.

Dando prosseguimento, realizamos o trabalho inicialmente proposto, o qual esta
apresentado como o segundo estudo desta tese e intitula-se: “Modulac¢do autondmica cardiaca,
proteina C-reativa e comprimento de teldmeros: nova perspectiva relacionada ao processo de
envelhecimento”. Este teve como objetivo avaliar os efeitos do envelhecimento sobre a
modulacdo autonémica cardiaca (avaliada por técnicas lineares e ndo lineares da VFC), o
perfil inflamatorio (avaliado pela PCRus) e o envelhecimento celular (avaliado pelo
comprimento de telomeros), de homens e mulheres saudaveis em diferentes faixas etarias,
além de identificar em qual faixa etaria se acentuam as alteracGes provocadas pelo processo
de envelhecimento, bem como identificar a variavel a sofrer primeiramente os efeitos da
idade.

Os estudos desenvolvidos sdo apresentados a seguir, em formato de artigo cientifico
e/ou manuscrito, traduzidos para a lingua portuguesa. Os textos originais, em lingua inglesa,

encontram-se nos Apéndices A (Estudo I) e B (Estudo I1).
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2. ESTUDO I
(Versdo em Portugués com inclusdo de ilustracdes)

Natalia M. Perseguini, Anielle C.M. Takahashi, Juliana C. Milan, Patricia R. Santos,
Valéria F.C. Neves, Audrey Borghi-Silva, Ester da Silva, Nicola Montano, Alberto
Porta, Aparecida M. Catai. Efeitos da terapia de reposi¢cdo hormonal sobre a modulagao
autondmica cardiaca. Publicado no periddico Clinical Autonomic Research, v. 24, p. 63-
70, 2014.
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RESUMO

O objetivo do estudo foi investigar os efeitos da terapia de reposicdo hormonal (TRH) na
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) em mulheres pds-menopéausicas saudaveis. Foram
avaliados dois grupos: grupo 1 (G1): 20 mulheres que ndo faziam uso de TRH (60 = 5,89
anos) e grupo 2 (G2): 20 mulheres submetidas & TRH (59 + 5,70 anos). Os tipos de horménios
envolvidos eram o estrogeno equino conjugado com ou sem medroxiprogesterona, 0
horménio estrégeno sintético, o estradiol associado ao acetato de noretisterona ou
isoflavonoides. O eletrocardiograma foi registrado na posicdo supina por 10 min. A anélise
espectral incluiu a baixa e a alta frequéncia em unidades absolutas (BF e AF) e normalizadas
(BFun e AFun), que sdo predominantemente indicadores da modulacéo cardiaca simpatica e
da modulagéo cardiaca vagal, respectivamente. A relacdo BF/AF também foi calculada. A
analise simbdlica envolveu os seguintes indices: 0V% (indicador da modulagdo cardiaca
simpética), 1V% (indicador das modulacdes cardiacas simpatica e vagal), 2LV%
(predominantemente indicador da modulacdo cardiaca vagal) e 2UV% (indicador da
modulacdo cardiaca vagal). As entropias de Shannon e condicional também foram calculadas.
A andlise espectral demonstrou que a TRH afeta a VFC. BF, BFun e a razdo BF/AF foram
maiores (mostrando maior modulacdo cardiaca simpatica), enquanto AFun foi menor
(representando diminuicdo da modulacéo cardiaca vagal) no G2 do que no G1. As correlacbes
entre indices de complexidade e AFun foram significativos e positivos apenas no GL.
Concluimos que mulheres submetidas a TRH apresentaram maior modulacdo cardiaca
simpética e menor modulacdo cardiaca vagal em comparacdo as que ndo faziam a terapia.
Além disso, a relacdo positiva esperada entre modulacdo cardiaca vagal e a complexidade da
VFC foi encontrada apenas no grupo ndo submetido a TRH, indicando assim, que a
modulacdo vagal em mulheres sob a terapia ndo atinge um valor minimo necessario para a
associacdo se tornar aparente, sugerindo uma modulacdo autonémica cardiaca desfavoravel,

apesar da TRH.

Palavras-chave: Variabilidade da frequéncia cardiaca, Analise simbolica, Entropia

condicional, Anéalise espectral, Terapia de reposicdo hormonal.
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2.1. INTRODUCAO

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) € uma importante ferramenta para a
analise ndo invasiva da funcdo autonémica cardiaca, a qual se refere as oscilagdes nos
intervalos entre batimentos cardiacos consecutivos, conhecidos como intervalos RR (iRR)
(TASK FORCE, 1996). A VFC tem sido amplamente utilizada como um fator preditor, sendo
que sua reducdo esta associada a maiores taxas de morbidade e mortalidade cardiovascular
(BIGGER et al., 1992).

A VFC é comumente analisada por meio de modelos lineares, como a analise
espectral. No entanto, o interesse por métodos ndo lineares tem aumentado nos Gltimos anos,
uma vez que os mecanismos que envolvem a regulacdo cardiovascular estdo interligados de
uma maneira ndo linear, sendo que técnicas ndo lineares poderiam fornecer informacgoes
adicionais. A analise ndo linear difere da tradicional, pois considera propriedades qualitativas
de séries temporais da frequéncia cardiaca (FC) (HUIKURI et al., 1999; HUIKURI et al.,
2003; JOKINEN et al., 2003; MAKIKALLIO et al., 2001; MAKIKALLIO et al., 2002). Por
esta razdo, Porta et al. (2001) desenvolveram uma metodologia néo linear, a analise simbolica,
aplicada em coletas de iIRR de curto periodo, e que tem sido eficaz para avaliar as modulacdes
simpatica e vagal da FC (GUZZETT]I et al., 2005; PORTA et al., 2007a).

A terapia de reposicdo hormonal (TRH) pode influenciar a modulagdo autondmica
cardiaca. Ha relatos de que mulheres submetidas a TRH apresentam maior VFC, com maior
modulagdo vagal (GOKCE et al., 2005; LIU et al., 2003) e menor modulagdo simpatica (LIU
et al., 2003; ROSANO et al., 1997), quando comparadas a mulheres que ndo utilizam a
terapia. No entanto, Neves et al. (2007) ndo encontraram diferencas na VFC na posicao
supina, entre mulheres de meia-idade em uso ou ndo de TRH. Por outro lado, esses mesmos
autores observaram que, na posi¢do sentada, mulheres submetidas a terapia apresentaram
maior modulacdo vagal e menor modulacdo simpatica em comparacdo aquelas que nao
utilizavam a TRH. Além disso, foi observado que o grupo sem TRH apresentou menor
modulacdo vagal e maior modulacdo simpéatica em relacdo as mulheres jovens (NEVES et al.,
2007).

Adicionalmente, diminuicdo da pressdo arterial (PA) (DE MEERSMAN et al., 1998;
VONGPATANASIN et al., 2001), diminuicdo da FC de repouso (VONGPATANASIN et al.,
2001) e aumento da sensibilidade barorreflexa (DE MEERSMAN et al., 1998; HUIKURI et

al., 1996) tem sido associados a TRH. Estudos tém mostrado que a TRH pode afetar o
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metabolismo de lipidios e lipoproteinas (ROSS et al., 1989), além da formacdo de placas
ateroscleroéticas (ADAMS et al., 1990).

No entanto, nenhum estudo comparou a modulacdo autonémica cardiaca de mulheres
submetidas e ndo submetidas @ TRH por meio de métodos ndo lineares, tais como analise da
dindmica simbdlica e da complexidade da VFC. A hip6tese do presente estudo foi de que
mulheres submetidas @ TRH apresentem maior modulagdo autondmica cardiaca, com maior
modulacdo vagal e menor modulacdo simpatica. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
investigar os efeitos da TRH sobre a VFC, por meio de métodos lineares e ndo lineares.

2.2. METODOS

2.2.1. Sujeitos

Foram selecionadas, para participarem do presente estudo, 40 mulheres saudaveis com
idades entre 49 e 70 anos. As voluntarias foram divididas em dois grupos, de acordo com o
uso ou nao da terapia: grupo 1 (G1) incluiu 20 mulheres que nao utilizavam TRH (60 + 5,89
anos), enquanto grupo 2 (G2) incluiu 20 mulheres submetidas a TRH (59 + 5,70 anos). Os
tipos de horménios, utilizados pelas voluntarias do G2, incluiam estrogeno equino conjugado
(0,625 mg) (7 mulheres), estrégeno equino conjugado (0,625 mg) associado a
medroxiprogesterona (4 mulheres), isoflavonoides (60 mg) (4 mulheres), estrégeno sintético
(tibolona - 2,5 mg) (3 mulheres) e estradiol (2 mg) associado ao acetato de noretisterona (1
mg) (2 mulheres). As participantes faziam uso da TRH com o intuito de reduzir os sintomas
da menopausa, como ondas de calor, ondas de frio, irritabilidade, alteracBes de humor e
depresséo.

Todas as participantes foram consideradas saudaveis, com base em exames clinicos e
fisicos, exames laboratoriais, além de eletrocardiograma (ECG) completo e teste de esforco
méaximo conduzidos por um médico cardiologista. Todas as participantes foram clinicamente
diagnosticadas na pds-menopausa, caracterizada por amenorreia (auséncia de menstruacao)
por pelo menos 1 ano. Nenhum dos individuos apresentou alteraces nos sistemas
cardiovascular ou respiratério. Os resultados do ECG foram negativos para isquemia do
miocardio e arritmia, tanto em repouso quanto durante o teste de esforco maximo, para todas
as participantes. Foram excluidos do estudo individuos fumantes, alcoodlatras, diabéticos,
hipertensos, usuarios de drogas ilicitas ou de medicamentos que pudessem interferir no
sistema cardiorrespiratério, bem como individuos com doencas neuroldgicas,

cardiovasculares ou doencas respiratorias.
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2.2.2. Aspectos Eticos
Todas as participantes foram informadas sobre os procedimentos nédo invasivos que
seriam realizados durante o estudo. Depois de concordarem em participar do estudo, todas
assinaram um formulario de consentimento livre e esclarecido. O presente estudo seguiu as
diretrizes da Declaracdo de Helsinki e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Universidade Federal de Sdo Carlos, com o protocolo nimero 174/2011
(Anexo A).

2.2.3. Procedimentos Experimentais

Todas as participantes foram avaliadas no periodo da manhd, considerando-se as
influéncias circadianas. Os experimentos foram realizados em sala climatizada (21 a 24°C),
com umidade relativa do ar entre 40 e 60%. As participantes foram instruidas a evitarem
bebidas alcodlicas e cafeinadas, bem como qualquer exercicio extenuante no dia anterior ao
procedimento experimental; além de realizarem uma refei¢éo leve, pelo menos 2 horas antes
do teste. No dia do experimento, anteriormente ao inicio do procedimento, as participantes
foram entrevistadas e examinadas para verificar se apresentavam boas condi¢fes de saude, se
tiveram boa noite de sono, bem como se as condigdes basais (FC e PA) estavam dentro da
normalidade. Antes do experimento, foi feita uma familiarizagdo das voluntarias com os

equipamentos e o procedimento experimental, a fim de reduzir a ansiedade.

2.2.4. Protocolo Experimental

As participantes permaneceram em repouso por 10 minutos na posi¢do supina, para
estabilizacdo dos parametros cardiovasculares. Apos isso, 0 ECG foi registado (derivacao
MCS5) durante 10 minutos, usando-se uma interface entre um bioamplificador para sinais
eletrocardiograficos (Bio Amp PowerLab® ADInstruments, Australia) e um sistema para
aquisicdo de sinais bioldgicos (PowerLab® 8/35, ADInstruments, Australia). Durante a coleta
do ECG, os movimentos respiratorios foram simultaneamente gravados, por meio de uma
cinta respiratdria (Marazza, Monza, Italia) fixada no térax. Todos os sinais foram amostrados
em uma frequéncia de 400 Hz. As participantes foram instruidas a respirarem
espontaneamente ao longo de todo o procedimento experimental. A Figura 3 representa a
ilustracdo da tela de captacdo do ECG (iRR) e dos movimentos respiratorios, por meio do
software LabChart 7 Pro, versdo 7.2.1 (ADInstruments, Australia). No inicio do protocolo, a

PA de todas as participantes foi verificada por meio do método auscultatorio.
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Figura 3. llustracdo da tela de captacdo dos sinais eletrocardiograficos e dos movimentos
respiratorios de uma das participantes do estudo.

2.2.5. Andlise dos Dados
Foram selecionadas, para cada participante, sequéncias de iRR com comprimentos de
250 batimentos. A sequéncia de iRR de maior estabilidade foi escolhida da regido central da
série temporal, sendo que os trechos iniciais e finais foram descartados. A mesma sequéncia
foi utilizada para as analises linear e ndo linear. A média e a variancia dos iRR também foram

calculadas.

2.2.5.1. Analise Linear da VFC — Analise Espectral

A andlise espectral da VFC foi realizada por meio de um modelo auto-regressivo
(MALLIANI et al.,, 1991; PAGANI et al., 1986) em sequéncias de iIRR previamente
selecionadas. Dois componentes espectrais principais foram considerados, sendo eles de baixa
frequéncia (BF: 0,04-0,15 Hz) e alta frequéncia (AF: 0,15-0,50 Hz). Os componentes
espectrais foram apresentados em unidades absolutas (BF e AF) e em unidades normalizadas
(BFun e AFun) e razdo BF/AF (TASK FORCE 1996). A normalizacdo consistiu na divisdo da
poténcia de um dado componente espectral (BF ou AF) pela poténcia total menos a poténcia
abaixo de 0,04 Hz, multiplicando a razdo por 100 (MALLIANI et al., 1991; PAGANI et al.,
1986). O componente BF expressa as modulacdes simpatica e vagal simultaneamente, mas
este indice em unidades normalizadas (BFun) representa melhor a modulagdo cardiaca

simpatica. J& o componente AF é um indicador da modulacéo cardiaca vagal (TASK FORCE
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1996). A frequéncia respiratéria foi avaliada para assegurar que esta se encontrava na faixa
incluida na banda de AF. A respiracdo de todas as voluntérias estava dentro da faixa de AF,

com excecdo de uma mulher submetida a TRH, a qual foi excluida do estudo.

2.2.5.2. Analise N&@o Linear da VFC — Analise Simbdlica

A andlise simbdlica da VFC foi descrita por Porta et al. (2001). Resumidamente, esta
abordagem baseia-se na classificacdo da sequéncia de iIRR em seis niveis (de 0 a 5),
transformando-os em uma sequéncia de simbolos, a partir dos quais houve a construcdo de
padrdes (sequéncia de 3 simbolos), como demonstrado na Figura 4A. Todos 0s possiveis
padrdes foram agrupados sem perdas em 4 familias, de acordo com o nimero e o tipo de
variacdes entre os simbolos subsequentes: 1) 0V: padrdo sem variacdo [3 simbolos iguais, por
exemplo, (2,2,2) ou (4,4,4)], 2) 1V: padrdo com uma variagdo [2 simbolos subsequentes
iguais e outro diferente, por exemplo, (4,2,2) ou (4,4,3)], 3) 2LV: padrdo com 2 variacGes
iguais [os 3 simbolos formam uma rampa ascendente ou descendente, por exemplo, (5,4,2) ou
(1,3,4)], e 4) 2UV: padrdo com 2 variacOes diferentes [0s 3 simbolos formam um pico ou um
vale, por exemplo, (4,1,2) ou (3,5,3)] (Figura 4B). As taxas de ocorréncia destas familias
(0OV%, 1V%, 2LV% e 2UV%) foram avaliadas no presente estudo. Estudos prévios
envolvendo bloqueio farmacologico (GUZZETTI et al., 2005) e testes autondmicos (PORTA
et al., 2001; PORTA et al., 2007a) indicaram que os indices 0V% e 2UV% sdo os marcadores
mais especificos, dentro do conjunto acima mencionado, para avaliar modificacdes da
modulacdo autondmica cardiaca, sendo que 0V % e 2UV % sdo indices representativos da

modulacdo cardiaca simpatica e da modulacéo cardiaca vagal, respectivamente.
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Figura 4. Andlise Simbolica. A - llustracdo resumida do método de analise simbdlica. As
séries de RR foram uniformemente distribuidas em 6 niveis (de 0 a 5). Cada nivel
foi identificado por um simbolo (nimero) e o padrdo com comprimento de 3
simbolos foram construidos. B - Representacdo de exemplos de padrdes sem
variacGes (0V), padrbes com uma variacdo (1V), padrbes com duas variagdes
similares (2LV) e padrbes com duas varia¢des diferentes (2UV). Adaptado de Porta
et al. (2007a) Am J Physiol Heart Circ Physiol e Guzzetti et al. (2005) Circulation.

2.2.5.3. Analise Nao Linear da VFC - Entropias de Shannon e Condicional

A analise da complexidade da VFC foi realizada por meio da entropia de Shannon
(ES) e da entropia condicional (EC). A ES representa a complexidade da distribuicdo dos
padrdes: o indice é alto se a distribuicdo for plana (todos os padrdes sdo igualmente
distribuidos e a série transporta 0 maximo de informacdes), enquanto o indice € baixo se
alguns padrdes forem mais provaveis, sendo outros faltantes ou ausentes (PORTA et al.,
2001).

A EC ¢ calculada para quantificar a informacdo transportada por uma nova amostra

que ndo pode ser obtida a partir de uma sequéncia de valores passados , isto é, a EC se
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relaciona as medidas de complexidade da relagdo dindmica entre um padréo e o proximo iRR
(PORTA et al,, 2001). A EC foi modificada para definir a EC corrigida (ECC). Em fungéo
dos valores passados, foi demonstrado que a ECC: (1) mantém-se constante no caso de ruido
branco, (2) reduz a zero no caso de sinais totalmente previsiveis, e (3) exibe um valor minimo
se padrdes repetitivos sdo incorporados no ruido.

O valor minimo para a ECC foi considerado como o indice de complexidade (IC), o
qual foi expresso em nimeros naturais. Este indice foi normalizado pela ES da série de iRR
para se obter o IC normalizado (ICN), o que permitiu a expressdo da complexidade em
unidades adimensionais. O ICN varia de 0 (informacéo nula) a 1 (0 méximo de informagao).
Quanto maior for o IC e o ICN, maior a complexidade e menor a regularidade da série
(PORTA et al., 2007b).

2.2.6. Andlise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software Sigma Plot 11.0 for
Windows. As comparacdes entre os grupos foram analisadas pelo teste t ndo pareado ou teste
de Mann-Whitney, quando apropriado. As relacdes entre AFun e indices de complexidade
foram verificadas pela correlacdo de Pearson ou Spearman, dependendo da normalidade dos
dados. Os dados foram apresentados em média =+ DP, com um nivel de significancia de
p<0,05.

2.3. RESULTADOS

A Tabela 1 mostra idade, caracteristicas antropométricas e clinicas, tempo de
menopausa e tempo de TRH dos grupos avaliados. Nenhuma das varidveis apresentou
diferencas significativas entre os grupos. E importante ressaltar que uma analise de variancia
prévia (ANOVA de uma via ou teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis de uma via, dependendo
da normalidade dos dados) foi realizada, subdividindo-se as mulheres submetidas a THR (G2)
de acordo com o tipo de horménio utilizado. Essas analises mostraram que o tipo de horménio
ndo afetou as respostas das variaveis estudadas, considerando-se o nimero de participantes de
nosso estudo. Por esse motivo, reunimos os dados das voluntarias que faziam uso da TRH em

apenas um grupo.



37

Tabela 1. Idade, caracteristicas antropométricas e clinicas de cada grupo estudado.

Mulheres sem TRH Mulheres com TRH

Caracteristicas

(n=20) (n=20)
Idade (anos) 60+5,89 59+5,70
Massa corporal (Kg) 62,86+9,35 61,50+7,98
Altura (m) 1,58+0,07 1,57+0,05
IMC (Kg/m?) 25,23+3,23 25,01+3,21
Tempo de menopausa (anos) 11+5,51 945,54
Tempo de TRH (anos) 714,61
PAS (mmHg) 119,68+10,64 116,50+10,77
PAD (mmHg) 73,6848,51 77,50+7,86
MET (unidade) 8,48+2,18 9,91+3,96
Glicemia (mg/dL) 89,69+10,18 88,91+9,94
Triglicérides (mg/dL) 101,25+34,11 136,07+81,29
Colesterol total (mg/dL) 199,13+44,97 219,73£50,05
LDL colesterol (mg/dL) 114,00+44,97 131,60+38,68
HDL colesterol (mg/dL) 61,53+15,69 60,60+11,09

Dados expressos em média £ DP. HDL.: lipidio de alta densidade, IMC: indice de massa
corporal, LDL.: lipidio de baixa densidade, MET: equivalente metabdlico obtido em
teste de esforco maximo, PAD: pressdo arterial diastolica, PAS: pressdo arterial
sistdlica, TRH: terapia de reposi¢do hormonal.

As analises espectral e simbdlica da VFC, bem como as entropias de Shannon e
condicional sdo mostradas na Tabela 2. O efeito da TRH foi encontrado na analise espectral
da modulacdo autondmica cardiaca. Os indices BF, BFun e razdo BF/AF foram maiores,
enquanto AFun foi menor em mulheres submetidas a TRH (G2) em relacdo as mulheres que
ndo faziam uso da terapia (G1l). Ainda, a média dos iRR foi maior entre as mulheres
submetidas a TRH (G2) em comparacdo as mulheres ndo submetidas (G1). Por outro lado, a
variancia dos iRR, analise simbélica e entropias de Shannon e condicional ndo apresentaram

diferencas significativas.
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Tabela 2. Variabilidade da frequéncia cardiaca, determinada pelas andlises espectral e

simbdlica, bem como entropias de Shannon e condicional.

Mulheres sem TRH  Mulheres com TRH p Valor

Analise Linear

Média iRR (ms) 880,40+68,73 942,40+98,26 0,026
Variancia iRR (ms?) 892,50+625,43 1026,41+816,14 0,508
Andlise Espectral
BF (ms) 140,05+201,48 260,06+264,49 0,004
BFun (un) 26,38+23,93 50,87+22,88 0,002
AF (ms) 410,54+369,01 349,63+691,09 0,156
AFun (un) 71,02423,17 47,66+22,98 0,003
BF/AF 0,75+1,40 1,89+2,10 0,002
Analise N&o Linear
Entropia de Shannon 3,67+0,46 3,51+0,43 0,253
Entropia Condicional
IC 1,08+0,20 1,0240,19 0,390
ICN 0,73+0,09 0,71+0,08 0,589
Analise Simbdlica
0V% 16,18+13,13 20,68+12,65 0,276
1V% 45,51+8,42 47,2745,87 0,448
2LV% 18,65+11,62 14,32+8,23 0,185
2UV% 19,66+8,43 17,73+7,83 0,458

Dados expressos em media £ DP. AF: alta frequéncia em unidades absolutas, AFun: alta
frequéncia em unidades normalizadas, BF: baixa frequéncia em unidades absolutas, BFun:
baixa frequéncia em unidades normalizadas, BF/AF: razdo entre baixa frequéncia e alta
frequéncia, IC: indice de complexidade, ICN: indice de complexidade normalizado, iRR:
intervalos RR, TRH: terapia de reposicdo hormonal, 0V%: padrbes sem variacdes, 1V%:
padrdes com uma variacao, 2LV%: padrdes com duas variacdes iguais, 2UV%: padrées com
duas variacdes diferentes.

Correlacdes entre a analise linear (AFun) e a analise ndo linear (indices de
complexidade) sdo apresentadas na Tabela 3. Foi observado que, em mulheres que ndo
utilizavam a TRH (G1), ES e IC apresentaram correlacdo positiva com AFun, mostrando que
guanto maior a modulacdo vagal, maior a complexidade da VFC. No entanto, o grupo de

mulheres submetidas a TRH (G2) ndo apresentaram a mesma resposta.
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Tabela 3. Correlacdes entre indice espectral e indices de complexidade.

Mulheres sem TRH Mulheres com HRT
r p Valor r p Valor
AFun
ES 0,523 0,018 0,380 0,099
ICN 0,278 0,230 0,247 0,293
IC 0,492 0,027 0,220 0,352

AFun: alta frequéncia em unidades normalizadas, ES: entropia de
Shannon, IC: indice de complexidade, ICN: indice de complexidade
normalizado, r: coeficiente de correlagdo, TRH: terapia de reposicéo
hormonal.

2.4. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram: (1) a analise comparativa entre 0S grupos
avaliados, na posi¢do supina, mostrou que as mulheres ndo submetidas & TRH apresentaram
maior modulacdo cardiaca vagal e menor modulacdo cardiaca simpatica, conforme
evidenciado pela analise espectral; (2) embora os indices simbdlicos e de complexidade da
modulacdo autondmica cardiaca ndo tenham apresentado diferencas entre 0s grupos
estudados, constatou-se que, apenas em mulheres ndo usuarias de TRH, quanto maior a
modulacdo vagal, maior € a complexidade da VFC, enquanto o grupo de mulheres submetidas
a TRH ndo apresentou este mesmo comportamento, como um provavel resultado do baixo
valor da modulacao vagal abaixo de um limiar de resposta.

No presente estudo, a analise espectral da modulacdo autonémica cardiaca (método
linear) mostrou que as mulheres que ndo faziam uso de TRH apresentaram maior VFC,
caracterizada por menor modulacéo cardiaca simpatica e maior modulacao cardiaca vagal, em
comparacdo as mulheres submetidas a terapia. Liu et al. (2003) avaliaram a VFC, por meio da
andlise espectral, de mulheres usuérias e ndo usuarias de TRH, com idades médias de 57 e 59
anos, respectivamente. Os autores observaram que as mulheres submetidas a terapia
apresentaram maior modulacdo vagal e menor modulacdo simpatica do que as mulheres que
ndo faziam uso da TRH (LIU et al., 2003). Estes achados sao conflitantes com os resultados
do presente estudo. Além disso, Neves et al. (2007) compararam a VFC nas posi¢des supina e
sentada em mulheres de meia-idade submetidas e ndo submetidas & TRH, com idades médias

de 53 e 56 anos, respectivamente. Ndo foram encontradas diferengas na modulacéo
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autonémica cardiaca na posi¢do supina, sendo que, na posicdo sentada, foram observadas
maior modulacdo vagal e menor modulagdo simpatica nas mulheres que faziam uso de TRH
em comparacgdo as mulheres que nao faziam (NEVES et al., 2007).

Nossos dados sugerem que as usuarias de TRH parecem ndo apresentar vantagens em
relacdo a modulacdo autonémica da FC na posicdo supina, quando comparadas as nao
usuarias, apesar da terapia promover reducdo dos sintomas da menopausa.

Christ et al. (1999) avaliaram a VFC, PA e FC em repouso supino de mulheres que
faziam uso somente de estrdgeno e mulheres que utilizavam estrégeno associado a
progesterona, ambos os grupos com idade média de 58 anos de idade. Os autores observaram
que a PA ndo foi afetada pela TRH, ao passo que a FC foi significativamente maior no grupo
de terapia combinada (estrégeno associado a progesterona). No que diz respeito a VFC, foi
encontrado que os indices no dominio do tempo, representando a modulagdo vagal (pNN50 e
RMSSD), foram menores no grupo TRH (incluindo os dois tipos de terapia). No entanto,
considerando-se a analise entre 0s subgrupos com diferentes horménios, foi observada uma
reducdo significativa da modulacdo vagal apenas nas mulheres submetidas a terapia
combinada (estrégeno associado a progesterona), comparadas ao grupo controle. Christ et al.
(1999) concluiram que a TRH poderia atenuar a VFC em mulheres saudaveis na pos-
menopausa, sendo que uma reducdo nessa variavel poderia indicar um risco aumentado de
mortalidade cardiovascular. No entanto, estes autores sugerem que este efeito parece ser
limitado a TRH contendo progesterona (CHRIST et al., 1999).

Assim, devemos considerar os diferentes tipos de horménios em uso por nossa
amostra [estrdgeno equino conjugado, estrdgeno equino conjugado associado a
medroxiprogesterona, estrogeno sintético (tibolona), estradiol associado a acetato de
noretisterona ou isoflavonoides]. Embora a analise estatistica tenha mostrado que o tipo de
horménio ndo influenciou os resultados, este fato poderia explicar porque 0s nossos achados
contradizem os de estudos mostrando que a TRH com estrégeno promove a melhora da VFC,
caracterizada por maior modulacéo cardiaca vagal (GOKCE et al.; 2005; LIU et al., 2003) e
menor modulacdo cardiaca simpatica (LIU et al., 2003; ROSANO et al, 1997).
Adicionalmente, Neves et al. (2007) encontraram esse mesmo comportamento, representado
por maior modulacdo vagal e menor modulacdo simpatica, em mulheres submetidas a TRH,
na posicao sentada.

Além disso, Gokce et al. (2005) avaliaram os efeitos da TRH sobre a VFC de
mulheres com idade média de 55 anos, observando que a terapia com estrégeno aumentou 0s

indices relacionados & modulacdo vagal, ao passo que a terapia com estrégeno associado a
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progesterona ndo apresentou alteragdes significativas na VFC. Além disso, Fernandes et al.
(2005) relataram que, tanto a TRH apenas com estrégeno quanto com estrogeno associado a
progesterona, durante 3 meses, ndo promoveram melhorias na modulacdo autondmica
cardiaca de mulheres com idades médias de 55 e 54 anos, respectivamente.

Por outro lado, Lantto et al. (2012) observaram que a utilizacdo de estrdgeno
combinado a acetato de medroxiprogesterona, durante 6 meses, pode ter efeitos adversos
sobre a VFC de mulheres com e sem ondas de calor. Ainda, mulheres submetidas a terapia
combinada podem apresentar um aumento da ocorréncia de arritmia cardiaca, em comparacéao
a mulheres submetidas a TRH apenas com estrégeno (LANTTO et al., 2012). Além disso,
Hautamaki et al. (2012) relataram que a TRH realizada somente com estrégeno provoca
mudancas benéficas na FC de repouso e em resposta ao teste de preensdao manual, sendo que
estes efeitos sdo parcialmente anulados em mulheres que fazem uso da TRH combinada
(estrogeno associado a acetato de medroxiprogesterona) (HAUTAMAKI et al., 2012).

Por outro lado, Magri et al. (2006) avaliaram o efeito da TRH sobre a VFC, coletada
por 24 horas por meio de Holter, em um grupo de mulheres com idade média de 54 anos,
submetidas a TRH com diferentes tipos de hormonios (estrégeno, progesterona e tibolona)
por 2,2 £ 2,0 anos. Foi observado que as mulheres que faziam uso da TRH apresentaram
maior modulacdo simpatica durante o dia, em comparacdo as que nao usavam, COMO
evidenciado pelo componente espectral BF (MAGRI et al., 2006). Esse achado corrobora com
nossos resultados, os quais mostraram um aumento da modulacdo simpética no grupo TRH,
como revelado por uma significativa diferenca no indice BFun da analise espectral.

Além disso, Virtanen et al. (2008) avaliaram o efeito da TRH com estrogeno sobre a
VFC noturna, por meio de indices ndo lineares, tais como entropia aproximada, coeficientes
de Poincaré e indices de escala fractal. Os autores relataram que a terapia atenuou os indices,
0 que pode ser considerado sinal de um possivel efeito deletério sobre a satde cardiovascular
noturna das mulheres em uso deste tipo de TRH (VIRTANEN et al., 2008). Além disso,
Fletcher e Colditz (2002) mostraram que a terapia apenas com 0 estr6geno parece ser mais
segura do que a TRH combinada, uma vez que a adicdo de progesterona pode aumentar o
risco de doenca cardiaca coronariana (FLETCHER e COLDITZ, 2002).

Com relacdo a analise ndo linear da VFC, é importante enfatizar que os métodos nao
lineares — analise simbélica e entropias — diferem de abordagens tradicionais — analise
espectral — por considerarem diferentes propriedades dinamicas das séries temporais da FC,
sendo que a andlise linear considera a amplitude das varia¢@es de FC, enquanto a analise ndo

linear € mais dedicada a avaliagdo da riqueza da escala temporal presente na série de FC (ou
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seja, a dindmica da complexidade) (HUIKURI et al., 1999; HUIKURI et al., 2003; JOKINEN
et al., 2003; MAKIKALLIO et al., 2001; MAKIKALLIO et al., 2002). Assim, a analise
simbélica e as entropias de Shannon e condicional mostraram-se eficazes para avaliar a
modulacdo autonémica da FC em outras populacdes saudaveis (GUZZETTI et al., 2005;
PERSEGUINI et al., 2011; PORTA et al., 2007a; TAKAHASHI et al., 2012). No presente
estudo, com relacdo a anélise entre os grupos avaliados, observou-se que a TRH ndo afetou a
complexidade de distribuicdo dos padrfes e a regularidade destes padrdes, avaliadas por meio
da analise simbdlica e das entropias de Shannon e condicional.

Por outro lado, a analise de correlagdo entre AFun (método linear) e os indices de
complexidade (métodos ndo lineares) constatou que, em mulheres ndo submetidas a TRH,
quanto maior a modulagdo vagal, maior é a complexidade da VFC. No entanto, este mesmo
comportamento ndo foi encontrado no grupo de mulheres que faziam uso da terapia. Estes
resultados sé@o corroborados por estudos envolvendo bloqueio farmacolégico e analise de
complexidade da VFC, os quais mostraram que uma reducdo da modulacdo vagal leva a
diminuicdo nos indices de complexidade. De acordo com Porta et al. (2007c) e Porta et al.
(2013), o bloqueio vagal induzido por altas doses de atropina mantém o marcapasso cardiaco
sob o controle exclusivo do sistema nervoso simpatico, reduzindo a complexidade do controle
cardiaco. Além disso, Porta et al. (2013) e Porta et al. (2012) relataram que o bloqueio
simpatico obtido por meio da administracdo de propranolol ndo altera a complexidade,
sugerindo que a contribuicdo da modulacdo simpatica na complexidade néo € significativa.

Assim, os resultados do presente estudo sugerem que mulheres ndo submetidas a TRH
apresentaram efeitos favoraveis sobre a modulacdo autonémica cardiaca, caracterizados por
uma maior modulacdo vagal e menor modulacdo simpatica, avaliadas pela analise espectral.
Além disso, a analise da complexidade mostrou que apenas as mulheres ndo usuarias de TRH
apresentaram relacdo positiva entre a modulacdo vagal e a complexidade da VFC.
Considerando-se que esta correlacdo significativa é esperada, a auséncia desta associacdo em
mulheres submetidas a TRH sugere que, neste grupo, a modulacdo vagal se mantém abaixo de
um valor minimo, impedindo que a relacdo se torne aparente. Pode-se supor que este valor
minimo de modula¢do vagal encontrado nas mulheres submetidas a TRH seja menos
favoravel em relacdo ao nivel de modulacdo vagal observado nas mulheres que ndo utilizavam
a terapia. Assim, considerando-se do ponto de vista do controle autondémico do sistema
nervoso sobre o coracdo, tanto a andlise espectral quanto a analise da complexidade
mostraram que a TRH, independentemente do tipo de horménio, parece ndo ser vantajosa para

a modulacdo autonémica cardiaca na faixa etaria estudada. Portanto, devemos considerar que
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a associagdo de métodos lineares e ndo lineares para analise da VFC é importante para uma
compreensdo mais completa sobre a modulagdo autonémica cardiaca em diferentes situagdes.

Assim, embora a TRH reduza os sintomas da menopausa (ondas de calor, ondas de
frio, irritabilidade, alteracbes de humor e depressdo), melhorando a qualidade de vida, a
terapia parece ndo ter efeitos benéficos sobre a VFC. Uma possivel compensacdo para 0S
efeitos da TRH sobre a modulacdo autondmica cardiaca seria a realizacdo de exercicios
aerobicos, que sdo capazes de promover o aumento da modulacdo vagal e melhora da VFC
(ALBINET et al., 2010).

O presente estudo apresentou alguns fatores limitantes, como a falta de dosagem do
hormdnio foliculo estimulante (FSH), como uma forma de avaliar a menopausa. Contudo, a
fase de pds-menopausa foi clinicamente assegurada por amenorreia de pelo menos 1 ano.
Ainda, ressalta-se que as participantes do estudo apresentaram uma media de tempo de
menopausa em torno de 10 anos. Outra limitacdo foi a auséncia de um grupo recebendo um
placebo hormonal. No entanto, o objetivo deste estudo foi avaliar as diferengas na modulagéo
autondmica cardiaca entre um grupo de mulheres usuérias de TRH e outro grupo que nédo
fazia uso da terapia, e ndo avaliar a eficacia do hormonio. Além disso, outra limitacdo deste
estudo foi a ndo homogeneidade do grupo TRH com relacéo ao tipo de horménio. Entretanto,
devemos considerar que as mulheres que se submetem a TRH na populacdo em geral usam
diferentes tipos de hormonios, fato este que leva a dificuldades para a triagem e selecdo de um
grupo homogéneo. Além disso, uma analise prévia realizada neste estudo mostrou que o tipo
de horménio nédo influenciou nos indices da VFC, o que permitiu avaliar um Gnico grupo em

uso de terapia hormonal, o qual foi denominado G2.

2.5. CONCLUSOES

Com base em nossos resultados, concluimos que as mulheres que nao utilizavam a
TRH apresentaram maior modulagdo cardiaca vagal e menor modulacéo cardiaca simpatica,
em termos de propriedades quantitativas avaliadas pela analise linear. Além disso, a relacéo
positiva entre a modulacdo cardiaca vagal e a complexidade da VFC sugere que as mulheres
ndo submetidas a TRH apresentaram controle autondmico cardiaco mais favoravel, uma vez
que esta modulacdo atingiu valores suficientes para tornarem aparentes as relacbes com 0s
indices de complexidade, em comparacdo as mulheres que faziam uso da terapia. Estes
achados mostraram que a TRH ndo foi vantajosa para a modulacdo autonémica cardiaca nos

grupos avaliados, independentemente do tipo de horménio.
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(Versdo em Portugués com inclusdo de ilustracdes)
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cardiaca, proteina C-reativa e comprimento de telémeros: nova perspectiva relacionada

ao processo de envelhecimento.
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo analisar o efeito do envelhecimento sobre a variabilidade
da frequéncia cardiaca (VFC) nas posicGes supina e ortostatica, os niveis séricos da proteina
C-reativa ultra sensivel (PCRus) e o comprimento de telémeros leucocitarios, além de
verificar em qual faixa etaria se acentuam as alteracGes provocadas pelo processo de
envelhecimento e identificar qual variavel é primeiramente afetada pela idade. Foram
avaliados 110 voluntarios, divididos em cinco grupos, de acordo com a idade: G21-30 anos,
G31-40 anos, G41-50 anos, G51-60 anos e G61-70 anos. Amostras de sangue venoso foram
coletadas para medidas de PCRus e comprimento de telomeros. Os intervalos RR (iRR) foram
registrados em repouso nas posi¢cdes supina e ortostatica (15 min em cada postura). A VFC foi
avaliada por indices de baixa e alta frequéncias em unidades absolutas (BF e AF) e
normalizadas (BFun e AFun) da analise espectral; indices 0V%, 1V%, 2LV% e 2UV% da
analise simbdlica; entropia de Shannon; e indice de complexidade (IC) e IC normalizado
(ICN) da entropia condicional. Os testes ANOVA de uma via (post hoc Teste de Tukey) ou
Kruskal-Wallis (ndo paramétrico, post hoc Teste de Dunn’s), dependendo da normalidade dos
dados, analisaram o efeito da idade. A analise multivariada entre VFC, PCRus e comprimento
de telémeros foi realizada por meio da analise por componentes principais. Os principais
resultados foram: 1) reducdo de AF e 2UV% (modulacédo vagal) em G51-60, além de aumento
de OV% (modulacdo simpatica) e diminuicdo de ICN (complexidade) em G61-70 na posicao
supina; 2) resposta menos eficiente & manobra de mudanca postural de supino para
ortostatismo com o avanco da idade; 3) aumento da PCRus em G51-60; 4) encurtamento do
comprimento de telomeros em G61-70; 5) na posicéo supina, os indices da VFC apresentaram
relacdo mais alta com o componente principal 1 proveniente da analise multivariada por
componentes principais, comparados a PCRus e ao comprimento de telomeros. Considerando-
se que os indices da VFC na posicdo supina apresentaram uma associacdo mais forte com o
envelhecimento, em comparacdo ao marcador inflamatorio e ao comprimento de telémeros,
podemos concluir que a diminuicdo da modulagdo cardiaca vagal possa ter contribuido para o
aumento dos niveis séricos de PCRus, apesar dos valores estarem dentro de faixa de
normalidade, na faixa etéaria de 51 a 60 anos, uma vez que este efeito é descrito pela via anti-
inflamatdria colinérgica. A diminuicdo da modulacdo cardiaca vagal e o aumento da PCRus
podem ter contribuido para o encurtamento de teldmeros, identificado na década seguinte, de
61 a 70 anos.

Palavras-chave: Variabilidade da frequéncia cardiaca, Analise simbodlica, Entropia
condicional, Anéalise espectral; Proteina C-reativa; Comprimento de telémeros.



46

3.1. INTRODUCAO

O processo de envelhecimento estd associado a reducdo da habilidade de interacdo
entre sistemas bioldgicos (PIKKUJAMSA et al, 1999; PINCUS, 1995), sendo que a
regulacdo homeostéatica prejudicada é refletida pela perda de complexidade, comprometendo
uma resposta apropriada a estressores (KAPLAN et al., 1991; LIPSITZ et al., 1992;
PIKKUJAMSA et al., 1999; VARADHAN et al., 2009). Dessa maneira, 0 processo de
envelhecimento exerce influéncia sobre varios sistemas do corpo humano, atingindo, dentre
eles, o sistema nervoso autondémico (SNA), que atua na regulacdo de fungdes vitais, podendo
ser avaliado de forma ndo invasiva por meio da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)
(CATAI et al., 2002; LAKATTA e LEVY, 2003; MELO et al., 2005; ZHANG, 2007,
ZULFIQAR et al.,, 2010); as estruturas celulares, como o comprimento de teldmeros
(AUBERT and LANSDORP, 2006; BARCELO et al., 2010; CALADO and YOUNG, 2012);
e também o0s mecanismos reguladores de processos inflamatorios, os quais podem ser
avaliados por marcadores inflamatorios (ALVAREZ-RODRIGUEZ et al., 2012; FULOP et
al., 2006), como a proteina C-reativa (PCR).

O estudo da VFC, que descreve as oscilacdes entre batimentos cardiacos consecutivos,
denominados intervalos RR (iRR) (TASK FORCE, 1996), pode ser utilizado como um
preditor, uma vez que baixa VFC esta relacionada a altas taxas de morbidade e mortalidade
cardiovascular (BIGGER et al., 1992). O efeito do envelhecimento sobre a VFC tem sido
amplamente estudado por meio de métodos de analises lineares, sendo observada sua reducéo
conforme o aumento da idade (BIGGER et al., 1992; CATAI et al., 2002; LAKATTA e
LEVY, 2003; LIPSITZ et al., 1990; MELO et al., 2005; ZHANG, 2007).

Ainda, sabe-se que a VFC é influenciada pela presenca de marcadores inflamatorios
circulantes, como a PCR, a qual tem sido utilizada como progndstico e na estratificacdo de
risco de pacientes com doenca cardiovascular (MORROW et al., 1998; PEARSON et al.,
2003). Assim, estudos mostram que o aumento da dosagem de PCR leva a reducdo da VFC
(HAENSEL et al., 2008; SLOAN et al., 2007). Singh et al. (2009) também relataram que a
dominancia relativa do tdnus parassimpatico sobre o tébnus simpético estava associada com
menor nivel sérico de PCR. De acordo com diversos autores (HAENSEL et al., 2008;
MADSEN et al., 2007; NOLAN et al., 2007; ULLOA, 2005), existem inferéncias de que o
nervo vago possa modular a resposta imunolédgica e consequentemente ter uma acdo anti-
inflamatéria sistémica, como descrito pela via anti-inflamatéria colinérgica. Segundo a

revisdo de Haensel et al. (2008), o estudo de marcadores inflamatérios, como PCR, e indices
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nao lineares da VFC é importante para o melhor entendimento da interagdo entre o processo
inflamat6rio e a modulacdo do SNA sobre o coracéo.

Além disso, estudos mostram que o processo de envelhecimento também interfere no
comprimento dos telomeros (BARCELO et al., 2010; CALADO e YOUNG, 2012), que s&o
estruturas especializadas de DNA localizadas no final dos cromossomos eucarioticos,
reguladoras da duracdo da vida celular e da integridade do cromossomo (WONG e COLLINS,
2003). Estas estruturas sdo compostas por milhares de sequéncias repetidas de DNA em
paralelo (TTAGGG em humanos) e sdo envolvidas na manutencdo da estabilidade celular
(CALADO e YOUNG, 2012). Devido ao fato da DNA polimerase ndo ser capaz de concluir
completamente a replicagdo do final 3> do DNA, o comprimento dos teldmeros diminui
progressivamente a cada divisdo, sendo por essa razdo um indicador do envelhecimento
celular (HARLEY et al., 1990). Estudos mostram que estresse oxidativo e processos
inflamatdrios aceleram a taxa de desgaste do telémero, sendo que o encurtamento desta
estrutura esta relacionado ao aparecimento de doencas cronico-degenerativas associadas ao
envelhecimento (EPEL et al., 2004; FUSTER e ANDRES, 2006).

O valor prognéstico da medida do telomero é relatado em alguns estudos, mostrando
que reduzido comprimento de telomero leucocitario € associado a mortalidade em pacientes
com doenca da artéria coronaria estavel (FARZANEH-FAR et al., 2008) e a alta incidéncia de
eventos de doenca coronariana (YE et al., 2013). Estes estudos suportam a importancia de se
avaliar a relacdo entre modulagcdo autondmica cardiaca e comprimento de telomeros, uma vez
que esta estrutura pode ser influenciada pela presenca de processo inflamatorio.

No entanto, ndo foram encontrados estudos avaliando os efeitos do envelhecimento
sobre a modulacdo autonémica cardiaca, o0 comprimento de telomeros e 0s niveis séricos do
marcador inflamatorio PCR ultra sensivel (PCRus) de individuos saudaveis de diferentes
faixas etarias. A andlise conjunta dessas varidveis permitira o estudo do processo de
envelhecimento de forma multidimensional, possibilitando a identificacdo de uma faixa etéria,
a partir da qual as alteracbes provocadas pelo processo de senescéncia se tornem mais
acentuadas. Dessa maneira, se tornaria possivel a proposicdo de medidas de salde educativas
e preventivas, amenizando os efeitos naturalmente ocasionados pelo avancar da idade.

A hipotese deste estudo é de que o processo de envelhecimento provocaria alteracdes
em todas as variaveis estudadas, ocorrendo diminuicdo da VFC e do comprimento dos
telémeros e aumento dos niveis séricos de PCRus. Ainda, considerando a via anti-inflamatéria
colinérgica, é hipotetizado que, com o envelhecimento, a diminui¢cdo da modulagéo cardiaca

vagal contribuiria para o aumento dos niveis do marcador inflamatério, o qual, por sua vez,
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poderia contribuir para o encurtamento de telomeros. No entanto, ainda ndo esta esclarecida
em qual fase da vida se iniciariam as alteragdes decorrentes do envelhecimento e se essas
modificacbes ocorreriam anteriormente em alguma determinada variavel. Os objetivos do
presente estudo foram: (1) analisar o efeito do envelhecimento sobre a modula¢do autonémica
cardiaca em supino e em resposta @ mudanca postural, os niveis séricos da PCRus e o
comprimento de telébmeros leucocitarios; (2) verificar em qual faixa etaria se acentuam as
alteracbes provocadas pelo processo natural de envelhecimento, bem como qual variavel é

afetada primeiramente pela idade.

3.2. METODOS

3.2.1. Sujeitos

Os participantes elegiveis para o estudo foram triados e selecionados na regido da
cidade de Séo Carlos, estado de Sdo Paulo. A pesquisa foi divulgada por meio de cartazes,
jornais e internet. Foram estudados 110 individuos aparentemente saudaveis de ambos o0s
géneros, divididos de acordo com a faixa etaria em 5 grupos com 22 sujeitos cada, sendo 11
homens e 11 mulheres: G21-30 (idade entre 21 e 30 anos), G31-40 (idade entre 31 e 40 anos),
G41-50 (idade entre 41 e 50 anos), G51-60 (idade entre 51 e 60 anos) e G61-70 (idade entre
61 e 70 anos). Todos os participantes foram submetidos a anamnese, exame fisico, exames
laboratoriais, avaliacdo clinica, eletrocardiograma (ECG) em repouso e teste ergométrico
clinico, com a finalidade de avaliar o estado de saude dos individuos e identificar possiveis
disfuncdes cardiovasculares, que pudessem contraindicar a participagcdo no estudo.

Foram incluidos no estudo os individuos que apresentaram ECG convencional de 12
derivacdes sem alteracdes, tanto em repouso quanto durante o teste ergométrico clinico, e que
também ndo possuiam doencas cardiovasculares, disfuncBes osteo-mio-articulares,
respiratorias, neurologicas ou vasculares incapacitantes diagnosticadas. Foram excluidos do
estudo sujeitos etilistas, fumantes, diabéticos, hipertensos, obesos, usuarios de drogas ilicitas
ou medicamentos que afetassem as respostas das variaveis estudadas, bem como mulheres em
uso de medicacdo anticoncepcional ou reposicdo hormonal. Ainda, foram excluidos os
individuos que apresentaram valores de nivel sérico de PCRus sugestivos de inflamacéo
aguda, ou seja, acima do limite superior de normalidade: 3,0 mg/L (POTSCH et al., 2006). A
Figura 5 apresenta o diagrama de fluxo de inclusdo, exclusdo e perdas dos individuos

elegiveis para o estudo.



Voluntarios elegiveis (n=331)

\ 4

Exclusdes (n=155)

-Nio houve interesse em participar do projeto de pesquisa (n=32)
-Fumantes (n=19)

-Etilistas (n=2)

-Diabéticos (n=15)

-Uso de medicamentos que alteram as variaveis cardiovasculares (anti-
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Figura 5. Fluxo de inclusédo, exclusdo e perda dos individuos elegiveis para o estudo.
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3.2.2. Aspectos éticos
Os participantes do estudo foram informados a respeito dos procedimentos a serem
realizados e, apds a livre aceitacdo em participar da pesquisa, todos os participantes leram e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, conforme as normas do Conselho
Nacional de Satde. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres

Humanos da Universidade Federal de S&o Carlos, com parecer nimero 174/2011 (Anexo A).

3.2.3. Procedimento experimental

As avaliagdes foram realizadas no mesmo periodo do dia, considerando-se o ciclo
circadiano, sendo que os experimentos foram realizados em sala climatizada, controlando-se a
temperatura ambiente (21-24°C) e a umidade relativa do ar (40-60%). Os participantes foram
orientados para ndo ingerirem bebidas alcoolicas e/ou estimulantes e evitarem exercicios
extenuantes na véspera e no dia do teste, bem como fazer uma refeigdo leve até duas horas
antes da avaliacdo, e dormir bem no dia anterior. No dia da realizacdo dos testes
experimentais, as condicOes relacionadas ao estado de salde do participante foram observadas
anteriormente ao inicio do experimento, para verificar a ocorréncia de uma noite de sono
regular e para confirmar se as variaveis cardiovasculares (FC e PA) estavam dentro dos
limites de normalidade. Precedendo a realizacdo do experimento, foi feita uma familiarizacao
com 0s equipamentos e o procedimento experimental. Ainda, para as mulheres participantes
do estudo, que estavam em idade reprodutiva, foi controlada a fase do ciclo menstrual das
mesmas, sendo que a avaliagdo ndo invasiva da modulacdo autonémica cardiaca (VFC), a
andlise dos niveis sericos de PCRus e a coleta da amostra sanguinea para verificacdo da média
relativa do comprimento de teldmeros foram realizadas na fase folicular, no periodo
compreendido entre o sétimo e o décimo dias, ou seja, entre o término da menstruacao e a

metade do ciclo.

3.2.4. Protocolo experimental
Os participantes foram submetidos as seguintes avaliacdes, realizadas em trés visitas,
na ordem descrita a seguir: (1) avaliacdo clinica cardiolégica, ECG convencional de 12
derivacGes em repouso e teste ergométrico clinico, conduzidos por cardiologista, auxiliado
pelo fisioterapeuta; (2) teste de exercicio cardiopulmonar em esteira ergométrica; (3) exames
bioguimicos sanguineos, coleta de amostras de sangue venoso para analises da PCRus e

comprimento de teldmeros no periodo matutino, bem como avaliagdo ndo invasiva da
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modulac¢do autondmica cardiaca no periodo vespertino. Foi respeitado um intervalo minimo
de sete dias entre as visitas.

As coletas das amostras de sangue para as analises da PCRus, da média relativa do
comprimento de telémeros, bem como dos exames bioquimicos sanguineos, foram realizadas
em laboratério de andlises clinicas especializado, no mesmo dia em que foi realizada a
aquisicdo dos sinais biolégicos para a avaliagdo ndo-invasiva da modulagdo autonémica
cardiaca. A PCRus, avaliada pelo método de turbidimetria, bem como o0s exames bioquimicos
sanguineos, foram analisados no proprio laboratério especializado, enquanto as médias
relativas do comprimento telomérico foram realizadas em parceria com o Laboratério de
Pesquisa em Performance Humana da Universidade Metodista de Piracicaba e com o
Laboratdrio de Hematologia do Hospital das Clinicas da FMRP-USP.

A avaliagéo clinica cardiologica, ECG convencional de 12 derivagdes em repouso e
teste ergometrico clinico foram realizados na Unidade Saude Escola, ao passo que a avaliacdo
ndo invasiva da modulagdo autondmica cardiaca e o teste de exercicio cardiopulmonar foram
realizados no Laboratorio de Fisioterapia Cardiovascular - Nucleo de Pesquisa em Exercicio

Fisico (NUPEF), ambos localizados na Universidade Federal de Séo Carlos.

3.2.4.1. Teste de exercicio cardiopulmonar

Para a classificacdo funcional aerdbia dos sujeitos, foi realizado o teste de exercicio
cardiopulmonar em esteira ergométrica (Master ATL, Inbramed, Porto Alegre, Brasil), com
protocolo incremental, interrompido na presenca de sinais ou sintomas de fadiga relatados
pelo participante, como descrito por Neves et al. (2011). Os parametros ventilatorios e
metabolicos foram captados e registrados respiracdo a respiragdo por meio de um sistema
ergoespirométrico (CPX/D, Medical Graphics, St. Paul, MN). O consumo de oxigénio (VO,)
observado nos 30 segundos finais do exercicio foi definido como VO, pico, o qual foi
considerado em valor absoluto (mL/min) e valor relativo corrigido pela massa corporal
(mL/Kg/min). A monitorizacdo do ECG foi realizada continuamente durante todo o teste por
meio de um eletrocardiografo (WinCardio, Micromed Biotecnologia Ltda., Brasilia, DF,
Brasil). A cada dois minutos, a pressao arterial foi mensurada pelo método auscultatorio e a

percepcao de esforco foi avaliada pela Escala de Borg.

3.2.4.2. Avaliacao ndo invasiva da modulacédo autondmica cardiaca
Anteriormente ao procedimento de registro dos sinais de ECG e movimentos

respiratorios, os participantes permaneceram em repouso supino durante 10 minutos para
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estabilizacdo das variaveis cardiovasculares. Apés isso, foi iniciada a coleta dos sinais
bioldgicos por 15 minutos nessa mesma posicdo, sendo que apos este periodo, os individuos
foram orientados a realizar a mudanga postural ativa de supino para ortostatismo,
permanecendo 15 minutos nessa postura. Os participantes do estudo foram orientados a nao
falar desnecessariamente e a respirar espontaneamente.

A aquisicdo do sinal de ECG (derivagdo MC5) foi realizada por meio de um
bioamplificador (Bio Amp PowerLab®, ADInstruments, Australia), enquanto 0s movimentos
respiratorios foram obtidos a partir de uma cinta fixada no térax (Marazza, Monza, Itélia). A
coleta simultdnea dos sinais foi realizada através de um sistema de aquisicdo de sinais
biolégicos (PowerLab® 8/35, ADInstruments, Australia), com uma frequéncia de amostragem
de 400 Hz (Figura 6). A ilustracdo da tela de captagdo do ECG (iRR) e dos movimentos
respiratérios, por meio do software LabChart 7 Pro, versdo 7.2.1 (ADInstruments, Austréalia),

esta representado na Figura 3.

Figura 6. llustracdo do procedimento experimental de coleta dos sinais eletrocardiogréficos e
movimentos respiratorios, nas posi¢des supina e ortostatica. A) sistema de captacao
do ECG (Bio Amp PowerlLab®, ADInstruments, Australia) e sistema de aquisicdo
de sinais biolégicos (PowerLab® 8/35, ADInstruments, Australia); B) cinta

respiratoria (Marazza, Monza, Italia).
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3.2.5. Processamento de dados
Para o processamento do sinal eletrocardiografico, foi utilizada uma rotina especifica
(PORTA et al., 2001), a qual identificava as ondas R do ECG e fazia a extra¢do dos iRR em
segundos, possibilitando a andlise futura dos dados. Para a analise da VFC de cada
participante do estudo, foram selecionadas sequéncias de iRR de maior estabilidade em cada
posicdo coletada (supino e ortostatismo), com um comprimento de 256 pontos, sendo
utilizado o mesmo trecho tanto para a analise linear quanto para a analise ndo linear da VFC.

3.2.5.1. Anélise linear da VFC - Analise espectral

A analise linear da VFC no dominio da frequéncia (analise espectral) foi realizada por
meio de um método autorregressivo (MALLIANI et al., 1991; PAGANI et al., 1986) aplicado
a sequéncia de iR-R previamente selecionada (comprimento de 256 pontos). Foram obtidas as
bandas de muito baixa frequéncia (MBF — entre 0 e 0,04 Hz), baixa frequéncia (BF — entre
0,04 e 0,15 Hz) e alta frequéncia (AF — entre 0,15 e 0,50 Hz). Neste estudo, utilizamos as
bandas de BF e AF, que caracterizam predominantemente a modulacdo cardiaca simpatica e
vagal, respectivamente (TASK FORCE, 1996). Esses componentes espectrais foram
expressos em unidades absolutas (BF e AF) e em unidades normalizadas (BFun e AFun)
(TASK FORCE, 1996). A normalizacdo das variaveis consistiu na divisdo de um dado
componente espectral (BF ou AF) pela poténcia total menos a poténcia abaixo de 0,04 Hz,
multiplicando-se a razdo por 100 (MALLIANI et al., 1991; PAGANI et al., 1986).

3.2.5.2. Anélise n&o linear da VFC - Analise simbolica

A andlise ndo linear da VFC pela analise simbolica, descrita por Porta et al. (2001), foi
realizada na mesma sequéncia de iRR de comprimento de 256 pontos, utilizada para a analise
espectral. Esta técnica foi feita por meio da distribuicdo da série de iRR em 6 niveis (0 a 5),
transformando-a em uma sequéncia de simbolos, a partir dos quais houve a construcdo de
padrdes (sequéncia de 3 simbolos), como demonstrado na Figura 4A. Todos 0s possiveis
padrdes foram agrupados sem perdas em 4 familias, de acordo com o nimero e o tipo de
variacOes entre os simbolos subsequentes: 1) 0V: padrdo sem variacdo [3 simbolos iguais, por
exemplo, (2,2,2) ou (4,4,4)], 2) 1V: padrdo com uma variacdo [2 simbolos subsequentes
iguais e outro diferente, por exemplo, (4,2,2) ou (4,4,3)], 3) 2LV: padrdo com 2 variacGes
iguais [os 3 simbolos formam uma rampa ascendente ou descendente, por exemplo, (5,4,2) ou
(1,3,4)], e 4) 2UV: padrdo com 2 variagOes diferentes [0os 3 simbolos formam um pico ou um

vale, por exemplo, (4,1,2) ou (3,5,3)] (Figura 4B). As frequéncias de ocorréncia destas
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familias (0V%, 1V%, 2LV% e 2UV%) foram avaliadas neste estudo, sendo que trabalhos
anteriores, envolvendo bloqueios farmacolégicos (GUZZETTI et al.,, 2005) e testes
autonémicos (PORTA et al., 2001; PORTA et al., 2007a), mostraram que o indice 0V% esta
relacionado a modulagdo simpaética, enquanto o indice 1V% representa a presenca simultanea
das modulagbes simpética e vagal, o indice 2LV% corresponde predominantemente a

modulacéo vagal e o indice 2UV% relaciona-se a modulagdo vagal.

3.2.5.3. Anélise néo linear da VFC - Entropia de Shannon
A entropia de Shannon (ES) foi calculada para fornecer uma qualificacdo de
complexidade da distribuicdo dos padrdes. A ES é um indice que descreve a forma da
distribuicdo dos padrdes, sendo alta se a distribuicdo é plana (todos os padrbes sdo
identicamente distribuidos e a série transporta 0 maximo de informac6es) e, pelo contrario,
sendo baixa se um subconjunto de padrdes € mais comum, enquanto outros estdo ausentes ou
séo pouco frequentes (PORTA et al., 2001).

3.2.5.4. Andlise néo linear da VFC - Entropia Condicional

A entropia condicional (EC) foi calculada para quantificar a informacéo transportada
por uma nova amostra que ndo pode ser obtida a partir de uma sequéncia de valores passados,
ou seja, a EC se relaciona as medidas de complexidade da relagdo dindmica entre um padréo e
o0 proximo (PORTA et al., 2001). A EC foi modificada para definir a EC corrigida (ECC). Em
funcéo de valores passados, foi demonstrado que a ECC: (i) permanece constante em caso de
ruido branco, (ii) reduz a zero no caso de sinais totalmente previsiveis; (iii) exibe um valor
minimo se padrdes repetitivos sdo incorporados no ruido.

Ainda, o valor minimo da ECC foi considerado como indice de complexidade (1C),
expresso em ndmeros naturais. Esse indice foi normalizado pela entropia de Shannon da série
RR para se obter o IC normalizado (ICN), possibilitando exprimir a complexidade em
unidades adimensionais. O ICN varia de 0 (informacdo nula) a 1 (maxima informacéo)
(PORTA et al., 2007b). Quanto maior o IC e o ICN, maior a complexidade e menor a

regularidade da série.

3.2.5.5. Determinacao do comprimento de telémeros
Para as analises, foram obtidas amostras sanguineas por puncdo venosa em tubos a
vacuo contendo anticoagulante (EDTA), das quais foram realizadas extracdo de DNA

genébmico, utilizando o kit comercial Illustra blood genomicPrep Mini Spin kit (GE
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Healthcare®, USA), conforme instrucdes do fabricante. Resumidamente, o DNA gendmico
foi extraido a partir de um volume de 200 pL de sangue total. Inicialmente, foram adicionados
20 pL de proteinase K a um tubo de microcentrifuga com 200 pL de sangue total, e em
seguida, adicionados 400 pL de solucdo de lise, com homogeneizagdo durante 15 segundos.
As amostras foram incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente, com intermitentes
homogeneizagdes, para completa lise das células. Posteriormente, o lisado foi acrescentado a
coluna de purificacdo e submetido a centrifugacdo a 11.000 x g (Eppendorf, modelo 5800,
Alemanha) por um 1 minuto.

A seguir, o sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 500 uL de solugdo de lise
sobre a coluna, seguido de nova centrifugacdo a 11.000 x g. Este passo foi repetido, porém
com o uso de 500 puL de tampao de lavagem. Na sequéncia, a coluna de purificacdo foi
transferida para um novo tubo de microcentrifuga e acrescida sobre a mesma 200 pL de
tampao de eluicdo pré-aquecido a 70°C. Seguiu-se 1 minuto de incubacdo, a temperatura
ambiente, com subsequente centrifugacdo a 11.000 x g por 1 minuto para obtencdo do DNA
genémico. O DNA obtido foi aliquotado em volumes de 50 uL e armazenados em freezer -
20°C para posterior analise.

A integridade do DNA gendmico foi avaliada por meio da separacgéo eletroforética em
gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) em tampédo TBE 1 x a 80
volts, por cerca de 40 minutos. Apds, foi observado o perfil eletroforético do DNA gendmico,
avaliando auséncia de degradacdo. A concentragio do DNA foi avaliada por
espectofotometria (NanoVue Spectophotometer, GE Healthcare®, USA), no comprimento de
onda de 260 nm.

A média relativa do comprimento telomérico foi avaliada por meio da técnica da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (qPCR) que compara a
amplificacdo das sequéncias repetitivas do telomero (T) com a amplificacdo de um gene de
cdpia Unica (S) (no caso, 0 gene que codifica para uma fosfoproteina ribossomal: o 36b4) a
partir do DNA genémico de leucécitos humanos, conforme descrito por Cawthon (2002).

Resumidamente, o ensaio, que é baseado na emissdo de fluorescéncia, foi realizado no
equipamento Rotor-Gene Q 5plex HRM Platform (Qiagen) em discos de 100 tubos com
capacidade para 30 pL. A reacdo de amplificacdo tanto para o telémero quanto para o gene
36b4, foi conduzida em um volume final de 24 pL, contendo 12 puL do Rotor-Gene SYBR
Green PCR Kit (Qiagen) 1X concentrado, 4 pL da mix de primers e 8 pL de cada amostra na
concentracdo de 0,2 ng/pL. Os primers foram utilizados na concentragdo final de 300 nM

(forward e reverse) para o teldomero e 500 nM e 300 nM para os primers forward e reverse do
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single gene, respectivamente. O perfil de ciclagem térmica foi de 5 minutos a 95°C para
desnaturacédo inicial, ciclos de 98°C por 7 segundos e 60°C e 58°C por 10 segundos para
anelamento e extensdo, do telomero e single gene, respectivamente. Foram utilizados 25
ciclos para a qPCR do telébmero e 35 para o gene 36b4. A especificidade de todas as
amplificagBes foi determinada pela analise da curva de melting no final das reacdes.

As analises das amostras tanto para o teldmero quanto para o gene de coOpia Unica
foram realizados em triplicata e o valor de threshold para ambas as reacGes foi de 0,1. Além
das amostras, cada disco continha uma curva de diluigdo com seis pontos 10; 5; 2,5; 1,25;
0,625 e 0,3125 ng de DNA gendmico humano o qual foi usado em todas as corridas (na
curva) e como amostra para validacdo. Cada corrida sé foi validada quando o valor do
coeficiente de correlacdo (R?) da curva foi maior que 0,99. As reacdes foram analisadas pelo
software ROTOR-GENE Q 2.2.3.11.

A razdo T/S foi determinada pelo método 2%

onde, o célculo de dCt foi realizado
subtraindo-se o Ct medio do teldomero de cada amostra pelo Ct medio do single gene (Ct
teldmero — Ct single gene). Para o célculo do ddCt utilizou-se o Ct médio da curva de dilui¢ao
(CAWTHON, 2002).

3.2.6. Andlise estatistica

A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Para se avaliar o efeito
do envelhecimento nas variaveis idade, dados antropométricos, exames bioquimicos do
sangue, VO, pico absoluto e relativo, PCRus, média relativa do comprimento de telomeros,
indices lineares e ndo lineares da VFC nas posi¢Oes supina e ortostatica, bem como a variagao
destes indices em resposta a mudanca postural, foram realizados os testes estatisticos
ANOVA de uma via, com post hoc Teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis (ndo parametrico), com
post hoc Teste de Dunn’s, dependendo da normalidade dos dados, considerando-se as
diferentes faixas etarias estudadas. Para avaliar a existéncia de influéncia dos dados de
exames bioquimicos sanguineos (glicemia de jejum e perfil lipidico) sobre as varidveis de
desfecho (indices lineares e ndo lineares da VFC nas posi¢des supina e ortostatica, PCRus e
média relativa de comprimento de telémero) em cada faixa etéria, foi realizada a regressao
linear multivariada pelo método stepwise, sendo que as variaveis que nao apresentaram
distribuicdo normal foram transformadas por meio de funcdo logaritmica. Foi utilizado o
software Sigma Plot 11.0 for Windows, considerando-se um nivel de significancia p<0,05. Os

dados estdo apresentados em média + desvio-padrao.



57

Ainda, para a analise multivariada entre as variaveis de desfecho (indices lineares e
ndo lineares da VFC, PCRus e média relativa de comprimento de telomero), foi aplicada a
analise por componentes principais. Esta analise fornece, como resultado, combinacfes
lineares das variaveis em estudo, a fim de sumarizar a informagdo proveniente dessas
variaveis originais em componentes principais, que poderiam explicar a maior variagcdo
possivel dos dados. Foram utilizados dois componentes principais, sendo o primeiro um vetor
direcional que melhor se ajusta aos dados, enquanto o segundo representa um vetor direcional
ortogonal ao primeiro e que melhor se ajusta & variabilidade dos residuos dos dados. A
contribuicdo de cada variavel de desfecho, bem como sua importancia na composicao de cada
componente principal, foi obtida pela correlacdo de Pearson entre as variaveis e 0S
componentes, segundo proposto por Johnson e Wichern (2007). Os coeficientes de correlacéo
devem ser considerados em modulos, uma vez que os valores positivos e negativos apenas
representam a posicao da variavel na distribuicdo dos dados em quadrantes. Foi utilizado o
software SAS - Statistical Analysis System, Versdo 9.3 (SAS-Institute Inc. 2010) para 0s

procedimentos relacionados a analise por componentes principais.

3.3. RESULTADOS

Cada faixa etaria avaliada foi composta por 22 sujeitos (11 homens e 11 mulheres),
sendo: G21-30 (26+2,54 anos; 1,70+0,09 m; 66,23+10,94 Kg; 22,90+2,67 Kg/m?); G31-40
(34+3,03 anos; 1,68+0,10 m; 67,45+12,08 Kg; 23,72+2,47 Kg/m?); G41-50 (44+2,34 anos;
1,68+0,10 m; 72,53+13,42 Kg; 25,42+2,52 Kg/m?); G51-60 (55+3,19 anos; 1,65+0,10 m;
68,62+10,09 Kg; 25,04+2,18 Kg/m?); G61-70 (65+2,68 anos; 1,62+0,10 m; 67,68+10,71 Kg;
25,70+3,12 Kg/m?). Os grupos foram similares em relacdo a estatura e massa corporal,
enquanto G41-50 e G61-70 apresentaram indices de massa corporal (IMC) maiores em
comparacdo a G21-30. Com relacdo aos exames bioquimicos sanguineos, a fracdo HDL
(lipidio de alta densidade) do colesterol ndo apresentou diferencas entre os grupos. Entretanto,
G31-40, G41-50, G51-60 e G61-70 apresentaram niveis séricos de colesterol total maiores em
comparagdo a G21-30 (190,91+35,82; 200,73+32,84; 223,27+46,16; 211,82+40,48 e
156,68+28,91 mg/dL, respectivamente), enquanto as fracdes LDL (lipidio de baixa densidade)
do colesterol foram maiores em G41-50, G51-60 e G61-70do que em G21-30 (122,32+30,53;
135,32+44,20; 127,73+£32,42 e 82,91+27,09 mg/dL, respectivamente), além de maior em
G51-60 quando comparado a G31-40 (103,50+27,64 mg/dL). Os niveis séricos de
triglicérides foram maiores em G51-60 e G61-70 do que em G21-30 (130,77+57,68;
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122,82+46,84 e 85,14+50,93 mg/dL, respectivamente), bem como a glicemia de jejum foi
maior em G61-70 em comparagdo a G21-30 (95,18+8,53 e 87,55+4,96 mg/dL,
respectivamente). A analise de regressdo linear multivariada pelo método stepwise mostrou
que os dados de exames bioquimicos sanguineos (perfil lipidico e glicemia de jejum) nédo
apresentaram relacdo com as respostas das varidveis de desfecho (indices lineares e nédo
lineares da VFC nas posicBes supina e ortostatica, PCRus e comprimento de teldmero) em
todos os grupos avaliados.

J& os dados referentes a classificacdo funcional dos individuos, obtidos por meio do
teste de exercicio cardiopulmonar em esteira, mostraram que o VO, pico relativo foi menor
em G61-70, em relagdo a G21-30, G31-40 e G41-50 (24,50+6,38; 33,49+7,10; 36,26+8,48 e
31,23+8,98 mL/Kg/min, respectivamente), bem como G51-60 (28,25+7,42 mL/Kg/min)
também foi menor em comparacéo a G31-40. Ainda, o VO, pico absoluto foi menor em G61-
70 do que em G31-40 (1703,75+552,88 e 2529,00+£919,83 mL/min, respectivamente).

As Tabela 4 e 5 mostram os dados referentes as analises lineares e ndo lineares da
VFC nas posicOes supina e ortostatica, respectivamente. Na posicdo supina, a variancia dos
iRR e o indice BF foram significativamente menores nas faixas etarias G51-60 e G61-70 em
comparagdo a G21-30, aléem de serem menores em G61-70 do que em G41-50. Da mesma
maneira, o indice AF foi estatisticamente menor em G51-60 e G61-70 em relacdo a G21-30,
bem como menor em G61-70 em comparagdo a G31-40 e G41-50. Ainda, o indice simbdlico
0V% foi maior em G61-70 do que em G21-30, enquanto 2UV% foi menor em G51-60 do que
emG21-30. Além disso, ICN foi maior em G21-30 e G31-40, em compara¢do a G61-70.

A analise dos indices da VFC na posi¢cdo ortostatica esta apresentada na Tabela 5.
Observa-se que a média dos iRR foi maior em G61-70 em relacdo a G21-30. Ja a variancia
dos iRR e o componente espectral BF foram significativamente menores na faixa etaria G61-
70 em comparacdo a G21-30, G31-40 e G41-50, apds a mudanca de supino para ortostatismo.
Ainda, o indice AF foi menor em G51-60 e G61-70 em comparacdo a G21-30, enquanto 0
indice simbdlico 2UV% foi maior no G61-70 em relacdo a G31-40.

A Figura 7 mostra a variagdo (A) dos indices lineares e nao lineares da VFC em
reposta a mudanca da posicéo supina para ortostatica (AOrtostatismo-Supino). Observa-se que
a média dos IRR, AF, AFun, 2UV%, IC e ICN diminuiram, enquanto BFun e 0V% mostraram
maiores valores em resposta a mudanca postural. As faixas etarias mais elevadas
apresentaram uma variacdo menor significativa em relacdo aos individuos mais jovens,

comparando-se as duas posigoes.
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Com relacdo a analise da PCRus, esse marcador inflamatorio apresentou valores,
dentro da faixa de normalidade, significativamente maiores em G51-60 em comparacdo as
outras faixas etérias (Figura 8). Ja o comprimento dos telémeros leucocitarios foi menor em
G61-70 do que em G21-30 (Figura 9).

A Tabela 6 mostra os dados de correlagédo entre os componentes provenientes da
analise por componentes principais e as variaveis PCRus, média relativa do comprimento de
telébmeros e indices lineares e ndo lineares da VFC nas posi¢fes supina e ortostéatica. Na
posicao supina, observamos que o componente 1 representou 54,19% da variacdo total das
variaveis em questdo. Este componente apresentou correlagcbes muito altas, altas e moderadas
com BFun, AF, AFun 0V%, 2LV%, 2UV%, ICN e IC em todas as faixas etarias estudadas.
Entretanto, a PCRus e o comprimento de telomeros apresentaram correlagfes baixas e muito
baixas com o componente principal 1 em todos os grupos avaliados. Ainda, considerando o
componente principal 2 na posigdo supina, o qual representou 12,04% da variagdo total das
variaveis estudadas, observamos que este componente apresentou correlagcdes baixas e muito
baixas com a maioria dos indices de VFC, exceto BFun, AFun, 2LV% e 2UV%, que tiveram
correlacdes altas e moderadas apenas em G51-60 a G61-70. Entretanto, as correlagdes entre o
componente principal e a PCRus foram moderadas e altas em todos os grupos, exceto G21-30,
0 qual apresentou baixa correlacdo. Ainda, a correlacdo entre este componente e 0
comprimento de telémeros foi alta apenas em G21-30.

Adicionalmente, na posicdo ortostatica, observamos que o componente principal 1
representou 50,84% da variacdo total das variaveis estudadas, apresentando correlagdes mais
altas (moderadas e baixa) com todos os indices da VFC em G41-50 e com BFun, AFun,
2LV% e 2UV% em G51-60, em comparacdo as outras faixas etarias. A correlagdo entre este
componente principal e PCRus foi moderada apenas em G51-60, enquanto o comprimento de
teldmero mostrou correlagdo moderada somente em G21-30. Por outro lado, a analise do
componente principal 2, o qual representou 11,67% da variacao total dos dados, mostrou que
apenas o comprimento de telémeros apresentou correlacbes altas e moderadas em todos 0s
grupos, sendo que o nivel da correlacdo diminuiu com a idade. Ainda, os indices da VFC e a
PCRus tiveram correlacfes baixas e muito baixas com o componente principal 2 na posi¢cdo
ortostatica (Tabela 6). A classificacdo dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre o0s

componentes principais e as variaveis de desfecho foi realizada de acordo com Munro (2001).
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Tabela 4. indices lineares e ndo lineares da variabilidade da frequéncia cardiaca na posicdo supina dos grupos estudados.

G21-30 G31-40 G41-50 G51-60 G61-70 p Valor

Analise Linear
Média iRR (ms) 897,79+144,75 931,38+100,60 957,97+135,85 916,32+143,33 907,59+114,64 0,574
Variancia iRR (ms?) ~ 2749,37+1877,97  1832,23+1673,73  1868,20+1321,07 1255,38+1207,39°  1029,93+1139,14*  <0,001
BF (ms) 1150,11+1294,77  640,80+551,57 855,30£751,74  603,67+1021,86°  484,59+763,77™ 0,003
BFun (un) 52,38+23,20 51,67+16,59 61,63+21,95 59,29+28,05 65,69+26,26 0,121
AF (ms) 1066,01+920,26  621,69+685,13 601,57+632,00 328,33+309,02°  162,57+150,74™°  <0,001
AFun (un) 46,06+23,48 46,82+15,49 37,85+22,05 39,42+27,82 33,20+26,00 0,126

Anélise Nao Linear
0V% 16,50+14,19 17,66+9,96 21,46+12,67 27,09+16,15 28,67+13,14" 0,008
1V% 42,63%6,70 46,9245,39 45,7145,31 45,3746,52 47,3345,95 0,124
2LV% 14,94+8,32 12,97+6,25 12,83+6,30 12,90+8,95 8,6815,17 0,062
2UV% 25,93+15,07 22,44+10,90 20,01+11,46 14,64+7,87° 15,31+8,22 0,012
ES 3,6520,44 3,61%0,40 3,55+0,42 3,3620,52 3,40%0,41 0,134
IC 1,1240,21 1,1240,18 1,09£0,18 0,99+0,19 1,00£0,17 0,035
ICN 0,770,11 0,78+0,08 0,7620,10 0,70%0,09 0,69+0,09 0,001

Valores expressos em médiatdesvio-padrdo. AF: alta frequéncia em unidades absolutas; AFun: alta frequéncia em unidades normalizadas; BF: baixa
frequéncia em unidades absolutas; BFun: baixa frequéncia em unidades normalizadas; ES: entropia de Shannon; OV - padrdo sem variagdo; 1V - padrdo com
uma variacdo; 2LV - padrdo com 2 variagdes iguais; 2UV - padrdo com 2 variacOes diferentes; IC - indice de complexidade; ICN - indice de complexidade
normalizado; iRR: intervalo RR. *p<0,05 G21-30 x G51-60; IDp<0,05 G21-30 x G61-70; p<0,05 G31-40 x G61-70; dp<0,05 G41-50 x G61-70. ANOVA de
uma via, post hoc de Tukey, ou Kruskal-Wallis, post hoc de Dunn’s.



Tabela 5. Iindices lineares e ndo lineares da variabilidade da frequéncia cardiaca na posicdo ortostatica dos grupos estudados.

G21-30 G31-40 G41-50 G51-60 G61-70 p Valor
Analise Linear
Média iRR (ms) 731,42+99,78 767,51+99,76 805,28+101,56 798,95+113,54 817,47+105,75" 0,024
Variancia iRR (ms®)  2062,67+1315,82  1734,93+997,56  1780,61+1233,22 1108,23+698,25 629,66+432,54"  <0,001
BF (ms) 1044,48+894,71  1095,25+814,65  893,03+978,48 545,32+528,79  276,49+296,93°"  <0,001
BFun (un) 76,42+16,88 84,21+12,12 67,51+30,13 70,97+24,96 66,10+23,69 0,094
AF (ms) 266,50+228,16 160,67+154,08 236,63+225,80 137,38+182,60° 94,95+100,50° 0,007
AFun (un) 22,11+16,42 14,74+12,03 26,58+25,68 22,51+18,89 29,87+22,91 0,250
Analise Ndo Linear
0V% 32,33+12,56 38,85+10,37 29,44+12,38 34,41+13,70 30,83+12,35 0,107
1V% 47,68+6,01 46,39+4,71 49,66+4,60 48,19+6,81 46,18+6,20 0,255
2LV% 10,5645,34 7,78+3,78 10,54+4,99 8,27+5,09 8,54+6,07 0,180
2UV% 9,43+7,25 6,98+4,20 10,36+7,88 9,13+5,58 14,45+8,69° 0,010
ES 3,38+0,32 3,20+0,27 3,44+0,37 3,28+0,39 3,42+0,39 0,136
IC 0,95+0,16 0,89+0,12 1,00£0,16 0,93+0,16 0,99+0,19 0,143
ICN 0,62+0,10 0,60+0,08 0,65+0,10 0,62+0,09 0,66+0,11 0,185

Valores expressos em médiatdesvio-padrdo. AF: alta frequéncia em unidades absolutas; AFun: alta frequéncia em unidades normalizadas; BF: baixa
frequéncia em unidades absolutas; BFun: baixa frequéncia em unidades normalizadas; ES: entropia de Shannon; 0V - padrdo sem variagdo; 1V - padrdo
com uma variagdo; 2LV - padrdo com 2 variagGes iguais; 2UV - padrdo com 2 variagOes diferentes; IC - indice de complexidade; ICN - indice de
complexidade normalizado; iRR: intervalo RR. ?p<0,05 G21-30 x G51-60; bp<0,05 G21-30 x G61-70; °p<0,05 G31-40 x G61-70; dp<0,05 G41-50 x
G61-70. ANOVA de uma via, post hoc de Tukey, ou Kruskal-Wallis, post hoc de Dunn'’s.
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Figura 7. indices lineares e néo lineares da variabilidade da frequéncia cardiaca em resposta 8 mudanga postural
(AOrtostatismo-Supino) dos grupos estudados. AF: alta frequéncia; AFun: alta frequéncia em
unidades normalizadas; BFun: baixa frequéncia em unidades normalizadas; IC: indice de
complexidade; ICN: indice de complexidade normalizado; 0V: padrdo sem variacdo; 2UV: padrdo
com 2 variacdes diferentes. %p<0,05 21-30 x 51-60; "p<0,05 21-30 x 61-70; “p<0,05 31-40 x 41-50;
99<0,05 31-40 x 51-60; ®p<0,05 31-40 x 61-70; 'p<0,05 41-50 x 61-70. ANOVA de uma via, post hoc
de Tukey, ou Kruskal-Wallis, post hoc de Dunn’s.
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Figura 8. Proteina C-reativa ultra sensivel (PCRus) das faixas etarias estudadas. ®p<0,05
G21-30 x G51-60; °p<0,05 G31-40 x G51-60; °p<0,05 G41-50 x G51-60; p<0,05
G51-60 x G61-70. Teste ndo parametrico Kruskal-Wallis, post hoc de Dunn'’s.
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Figura 9. Média relativa do comprimento de telébmero (T/S) das faixas etarias estudadas.
0<0,05 G21-30 x 61-70. Teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, post hoc de

Dunn’s.
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Tabela 6. Correlacdo de Pearson entre 0os componentes principais e 0s indices lineares e ndo lineares da variabilidade da frequéncia cardiaca nas

posicdes supina e ortostéatica, proteina C-reativa ultra sensivel e média relativa de comprimento de telémeros.

BFun AF AFun OV% 2L.V% 2UV% ICN IC PCRus Teldmero (T/S)
Supino
Componente 1 (54,19%)
G21-30 -0,88 0,77 0,90 -0,92 0,31 0,79 0,83 0,88 0,22 0,11
G31-40 -0,68 0,48 0,67 -0,87 0,55 0,83 0,90 0,88 0,25 -0,12
G41-50 -0,88 0,69 0,88 -0,97 0,75 0,91 0,89 0,89 0,01 0,22
G51-60 -0,86 0,65 0,86 -0,94 0,90 0,89 0,84 0,86 0,26 0,03
G61-70 -0,91 0,61 0,91 -0,96 0,79 0,82 0,82 0,90 -0,28 -0,06
Componente 2 (12,04%)
G21-30 -0,21 -0,37 0,18 0,06 0,36 -0,25 -0,38 -0,29 0,32 -0,76
G31-40 -0,44 -0,08 0,53 0,02 0,02 -0,09 -0,02 -0,06 0,83 -0,19
G41-50 -0,19 -0,28 0,18 0,13 0,23 -0,24 -0,21 -0,03 0,80 -0,42
G51-60 -0,71 0,14 0,72 -0,27 0,41 0,46 0,24 0,06 0,84 -0,12
G61-70 -0,54 0,38 0,55 -0,20 0,38 0,23 0,08 0,12 0,62 -0,33
Ortostatismo
Componente 1 (50,84%)
G21-30 -0,14 -0,04 0,14 -0,20 0,19 0,01 -0,04 0,02 0,44 -0,52
G31-40 -0,17 -0,06 0,25 0,03 -0,10 0,07 0,08 -0,04 0,39 0,04
G41-50 -0,51 0,41 0,52 -0,65 0,56 0,48 0,58 0,49 0,11 0,19
G51-60 -0,57 0,39 0,56 -0,36 0,47 0,47 0,37 0,27 0,53 0,12
G61-70 -0,39 0,38 0,40 -0,37 0,24 0,40 0,17 0,28 -0,11 0,19
Componente 2 (11,67%)
G21-30 0,24 0,02 -0,23 -0,01 -0,04 -0,14 0,32 0,28 -0,29 0,81
G31-40 0,09 -0,23 -0,04 0,04 0,09 -0,04 -0,03 0,04 -0,27 0,84
G41-50 -0,10 0,30 0,10 -0,21 0,03 0,13 0,05 0,04 -0,24 0,72
G51-60 0,15 0,00 -0,15 0,10 -0,15 -0,12 -0,01 0,03 -0,10 0,68
G61-70 0,35 0,11 -0,36 0,28 0,05 -0,29 -0,22 -0,11 0,09 0,48

AF: alta frequéncia; AFun: alta frequéncia em unidades normalizadas; BFun: baixa frequéncia em unidades normalizadas; IC: indice de complexidade;
ICN: indice de complexidade normalizado; PCRus: proteina C-reativa ultra sensivel; OV: padrdo sem variagdo; 2LV: padrdo com 2 variagdes iguais; 2UV:
padrdo com 2 variacOes diferentes.



65

3.4. DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo foram: (1) na posi¢do supina, 0 processo de
envelhecimento levou a reducdo da modulacéo cardiaca vagal a partir da faixa etéria de 51 a
60 anos, enquanto o aumento da modulacdo cardiaca simpética e a diminuicdo da
complexidade da VFC ocorreram nos individuos com idade entre 61 e 70 anos; (2) a analise
da VFC em resposta a mudanca postural de supino para ortostatismo mostrou que houve
diminuicdo da modulacdo cardiaca vagal e da complexidade, além de aumento da modulacédo
cardiaca simpaética, sendo que as faixas etarias mais elevadas apresentaram uma resposta
menos eficiente a manobra; (3) aumento do marcador inflamatério PCRus na faixa etéria entre
51 e 60 anos, apesar dos valores da proteina se encontrarem dentro dos valores de
normalidade; (4) o comprimento de teldmeros leucocitarios foi menor nos individuos de 61 a
70 anos em comparacdo a faixa etaria mais jovem; (5) na posi¢do supina, de acordo com a
analise do componente principal 1, os indices da VFC apresentaram maior participacao
comparados a PCRus e ao comprimento de telomeros, sugerindo que a modulagdo autonémica
cardiaca é mais fortemente associada ao processo de envelhecimento; (6) na posicao
ortostatica, o0 componente principal 1 apresentou correlacdo moderada com todos os indices
da VFC em G41-50 e com BFun, AFun, 2LV% e 2UV% em G51-60, quando comparados as
outras faixas etarias. Ainda, este componente apresentou correlacdo moderada com a PCRus
apenas em G51-60, enquanto o comprimento de teldmero mostrou correlacdo moderada

apenas em G21-30.

3.4.1. Caracteristicas dos participantes

Embora as faixas etarias mais velhas (G41-50 e G61-70) tenham apresentado maior
IMC comparadas a G21-30, deve ser considerado que estes valores estdo dentro dos limites de
normalidade, abaixo do grau de obesidade (> 30 Kg/m?). Ainda, a fracdo LDL do colesterol,
colesterol total, triglicérides e glicemia de jejum sofreram aumento com o avancar da idade.
Importante ressaltar que o processo de envelhecimento causa modificacdes nos mecanismos
regulatorios, podendo levar ao aumento dos niveis séricos de colesterol (BERTOLOTTI et al.,
2014) e da glicemia de jejum (FULOP et al., 2003). Entretanto, é importante enfatizar que os
participantes do presente estudo foram considerados saudaveis, baseando-se nas avaliacfes
realizadas, sendo que as mudangas encontradas nos niveis de glicemia, colesterol e
triglicérides sdo esperadas com o processo de envelhecimento. Adicionalmente, a analise de

regressao linear multivariada mostrou que os dados destes exames bioquimicos sanguineos
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ndo influenciaram as respostas das variaveis de desfecho deste estudo (indices lineares e ndo
lineares da VFC nas posi¢des supina e ortostatica, PCRus e comprimento de teldomero). Em
relacdo a capacidade funcional, as faixas etarias maiores (G51-60 e G61-70) apresentaram
uma menor capacidade aerdbia, mensurada por VO, pico absoluto e relativo, comparadas aos
individuos mais jovens. A reducdo do VO, com o envelhecimento é esperada, de acordo com
Hawkins and Wiswell (2003).

3.4.2. Modulagdo autonémica cardiaca

A anélise da VFC na posi¢cdo supina mostrou que as faixas etarias G51-60 e G61-70
apresentaram menor modulacdo cardiaca vagal, evidenciada pelo componente espectral AF
em unidades absolutas, em comparacdo a faixas etarias mais jovens. Ainda, o indice espectral
BF em unidades absolutas, indicador das modulagcdes cardiacas simpatica e vagal
simultaneamente, também foi menor nas faixas etarias mais avangadas em relacdo aos
individuos mais jovens. Além disso, G61-70 apresentou menor complexidade, evidenciada
pelo ICN, aléem de maior modulacdo cardiaca simpatica, representada pelo indice simbdlico
0V%, em relacdo a G21-30. Portanto, nossos resultados mostraram que, em repouso supino, o
processo de envelhecimento ocasionou reducdo da modulacéo cardiaca vagal a partir da faixa
etaria G51-60, enquanto o aumento da modulacdo cardiaca simpética e a diminuicdo da
complexidade da VFC ocorreram nos individuos com maior idade, G61-70.

Dessa maneira, nossos achados corroboram com outros estudos, 0s quais mostraram
que o envelhecimento causa reducdo da VFC, avaliada por técnicas lineares (BIGGER et al.,
1992; CATAI et al., 2002; LAKATTA e LEVY, 2003; LIPSITZ et al., 1990; MELO et al.,
2005; ZHANG, 2007). Abhishekh et al. (2013) avaliaram a VFC em repouso supino de
sujeitos saudaveis de 16 a 60 anos, por meio da analise espectral (técnica linear). Foi
observado, por meio da correlagdo entre os indices e a idade, uma reducdo do controle
autondmico do coracdo com o envelhecimento, caracterizada por predominancia da
modulacdo cardiaca simpatica, representada por BFun e BF/AF, bem como diminui¢do da
modulacdo cardiaca vagal, evidenciada por AFun.

Além disso, Voss et al. (2012) estudaram a dependéncia da idade sobre a VFC de
individuos saudaveis de 25 a 74 anos, divididos em cinco diferentes grupos etarios, por meio
de técnicas lineares e ndo lineares. Os autores relataram que quase todos os indices da VFC
avaliados apresentaram dependéncia da idade nas cinco décadas investigadas, ocorrendo
reducdo da modulacdo cardiaca vagal e aumento da influéncia da modulagdo cardiaca

simpatica com o aumento da idade, além de uma diminuicdo geral da complexidade e da
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VFC. No entanto, diferentemente do presente estudo, Voss et al. (2012) n&o identificaram
especificamente em qual década da vida estas alteracGes se iniciam.

A anélise da varia¢dao (A) dos indices da VFC em resposta a mudanga postural de
supino para ortostatismo mostrou haver diminui¢cbes da média dos iRR e da modulacéo
cardiaca vagal (indices AF, AFun e 2UV%), bem como da complexidade da série de iRR (IC
e ICN), além de aumento da modulacdo cardiaca simpatica (indices BFun e 0V%). Foi
constatado que as faixas etarias mais elevadas apresentaram uma variagdo menor em relagdo
aos individuos mais jovens, mostrando uma menor capacidade dos individuos com maior
idade em responder a manobra.

Barantke et al. (2008) estudaram a modulacdo autondmica cardiaca por meio da
analise espectral, bem como a sensibilidade barorreflexa em resposta a mudanca postural de
supino para ortostatismo em individuos saudaveis de 10 a 88 anos. Os autores observaram um
continuo declinio do barorreflexo, bem como dos indices espectrais de AF e BF conforme o
aumento da idade. Ainda, foi relatada uma diminuicdo continua relacionada a idade na
resposta do sistema nervoso autondmico a manobra postural, observando-se que os individuos
mais idosos apresentaram ajustes prejudicados da modulacdo autonémica cardiaca em relacéo
aos mais jovens, concordando com os achados do presente estudo. Barantke et al. (2008)
também indicam que a reducdo da modulacdo cardiaca vagal seguida a mudanca postural é
um dos principais mecanismos regulatorios para a manutencdo na postura ortostatica em
individuos mais jovens, corroborando com nossos resultados. Portanto, Barantke et al. (2008)
afirmam que o menor grau de controle autonémico associado a resposta atenuada a manobra
postural podem explicar, em parte, a baixa tolerancia ortostatica dos individuos idosos.

Da mesma maneira, Fagard et al. (1999) também relataram reducdo da modulacao
cardiaca vagal decorrente da mudanca postural de supino para ortostatismo em individuos
saudaveis de 25 a 89 anos, havendo, ainda, atenuacao da resposta a manobra com o avanco da
idade. Adicionalmente, concordando com nossos achados, a estimulacdo da modulagéo
cardiaca simpatica em decorréncia a realizacdo da mudanca postural foi observada em outros
estudos com individuos saudaveis (FAGARD et al., 1999; MONTANO et al., 1994; PORTA
et al., 2007a).

3.4.3. Marcador inflamatério, comprimento de telémero e modulacdo autonémica
cardiaca: novas perspectivas
O marcador inflamatorio PCRus foi maior em G51-60 em comparagéo as faixas etarias

mais jovens, voltando a diminuir no grupo seguinte (G61-70). E importante ressaltar que
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todos os individuos avaliados no presente estudo apresentaram valores desta proteina
inflamatoria dentro da faixa de normalidade, ou seja, 3,0 mg/L (POTSCH et al., 2006), uma
vez que a presenca de valores superiores foi considerada como critério de exclusdo da
pesquisa.

Apesar dos mecanismos de controle da PCRus ndo serem completamente conhecidos,
alguns estudos sugerem que mudancas na modulacdo autondémica cardiaca possam levar a
alteracbes no perfil inflamatério (BOROVIKOVA et al., 2000; TRACEY, 2007). Assim, 0
sistema nervoso autonémico atuaria por meio da via anti-inflamatdria colinérgica, através da
qual as citocinas produzidas no sitio inflamatorio estimulam as fibras aferentes do nervo vago.
Isso leva a ativacdo dos nucleos motores dorsais na medula e a estimulacdo das fibras
eferentes do nervo vago, liberando acetilcolina nos sitios da inflamagdo, o que inibe a
producdo de macrofagos derivados de citocinas inflamatdrias, conhecidamente indutoras da
producdo de PCR. Assim, um importante efeito do aumento do ténus parassimpatico pode ser
a diminuicdo da producdo da PCR, de acordo com Tracey (2007). Dessa maneira, foi
observado, no presente estudo, que tanto o decaimento da modulacéo cardiaca vagal quanto o
aumento dos niveis séricos do marcador inflamatério PCRus ocorreram na faixa etaria G51-
60. Considerando Tracey (2007), nossos achados podem ser explicados por meio da via anti-
inflamatdria colinérgica, sugerindo que a reducdo da modulacdo autonémica parassimpatica
tenha sido responsavel pelas alteracdes nos niveis séricos do marcador inflamatorio PCRus
nos individuos com idade entre 51 e 60 anos.

Por outro lado, Lampert et al. (2008), ao avaliarem gémeos de meia-idade e
observando que a diminuicdo da VFC esta relacionada a altos indices de PCR, sugeriram que
as mudancas na modulacdo autonémica levariam ao processo inflamatorio, visto que neste
estudo foram analisados tanto a noradrenalina presente na urina quanto os indices da VFC.
Foi observado que ambos os fatores foram associados com a inflamacéo, sendo que a VFC se
mostrou um preditor mais importante, sugerindo que a desregulacdo autondémica cardiaca
tenha sido responsavel pelos achados do estudo. Sabendo-se que a estimula¢do simpatica
inibe a modulacéo vagal, os autores explicam que é possivel que a relacdo encontrada entre
modulacdo autonémica cardiaca e PCR tenha ocorrido devido ao fato da baixa VFC ter sido
um marcador para a maior atividade simpatica, sendo, esta, pro-inflamatéria. No entanto,
nossos resultados sdo discordantes em relacdo aos achados de Lampert et al. (2008), uma vez
que, no presente estudo, as alteragdes na modulacdo cardiaca simpatica ocorreram apenas na
faixa etéria de 61 a 70 anos, posteriormente as modifica¢cbes na modulagdo cardiaca vagal, as

quais se iniciaram na década de 51 a 60 anos.
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Ainda, Su et al. (2009) relataram que, em gémeos saudaveis de meia-idade (47 a 60
anos), os niveis plasmaticos de PCR foram significativamente associados aos indices
espectrais da VFC, por meio do Holter de 24 horas, incluindo os componentes de ultra baixa
frequéncia, muito baixa frequéncia e baixa frequéncia, exceto alta frequéncia. Considerando-
se todos os indices da VFC e os niveis de PCR, as correlacGes encontradas para 0s gémeos
monozig6ticos foram consistentemente mais altas em comparacdo aos gémeos dizigoéticos,
indicando haver influéncia genética sobre estas variaveis. Su et al. (2009) ainda relatam que,
pelo fato do estudo ter sido transversal, o discernimento de qualquer relacdo causal entre
disfuncdo autondmica e inflamacdo ficou limitado. Entretanto, no presente estudo, como
avaliamos individuos em diferentes fases da vida, ou seja, em diferentes faixas etarias,
podemos fazer inferéncias da sequéncia de acontecimento das alteragdes provocadas pelo
processo natural de envelhecimento.

Além disso, sabe-se que o0 estudo dos sistemas inflamatério e autondmico tem
importante valor prognostico. De acordo com Sajadieh et al. (2006), a interacdo entre PCR e
indices da VFC é capaz de predizer morte e infarto agudo do miocardio em individuos de
meia-idade e idosos. Ainda, associacdo entre baixa VFC e processo inflamatério foram
relatados em estudos com diferentes populacdes. Kanel et al. (2011) observaram que um
reduzido controle autondmico cardiaco esta associado a um aumento da inflamacéo sistémica
em pacientes com doenca da artéria coronaria estavel.

Com relagdo a média relativa do comprimento de telémeros leucocitarios, 0s
individuos com idade entre 61 e 70 anos apresentaram maior encurtamento em comparacao
aos individuos mais jovens de 21 a 30 anos, mostrando que na faixa etaria mais avancada o
grau de envelhecimento celular foi maior. O aumento dos niveis séricos de PCRus ocorrido na
década de 51 a 60 anos (embora os valores deste marcador inflamatorio tenham se mantido
dentro da faixa de normalidade), pode ter contribuido para o encurtamento de telomeros,
considerando-se que a presenca de substancias inflamatorias podem influenciar o
comprimento das estruturas teloméricas. Ainda, a reducdo da modulacdo vagal cardiaca
observada na faixa etaria de 51 a 60 anos também pode ter contribuido para a diminui¢do do
comprimento de telomeros encontrado na década posterior, uma vez que alteracdes na
modulacdo vagal estdo relacionadas aos marcadores inflamatérios, por meio da via anti-
inflamatdria colinérgica, descrita por Borovikova et al. (2000) e Tracey (2007).

Para nosso conhecimento, até o0 momento, ndo existem estudos na literatura mostrando
relacdes entre a medida de telomeros, PCRus e modulacdo autonémica cardiaca. Entretanto,

Aubert e Lansdorp (2008) relatam uma reducdo no comprimento de telémeros conforme o
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aumento da idade, enquanto Fitzpatrick et al. (2011) reportaram que individuos com idade
superior a 65 anos com teldmeros mais curtos apresentaram uma maior probabilidade de
morte (60%) em comparagdo aqueles com teldomeros mais longos. Ainda, Kimura et al. (2008)
relataram maior probabilidade de morte em gémeos idosos com menor comprimento de
telébmero, indicando que o encurtamento telomérico é desvantajoso para a sobrevida.
Adicionalmente, Ehrlenbach et al. (2009), em estudo longitudinal, observaram que 0s
individuos que morreram em um periodo de 10 anos apresentavam telémeros
significativamente mais curtos em relagéo aos sobreviventes. Adicionalmente, telomeros de
tamanhos reduzidos tém sido associados com diversas patologias (CALADO e YOUNG,
2012).

Ainda, alguns trabalhos exploram associa¢fes entre a medida telomérica e alguns
eventos cardiovasculares. Farzaneh-Far et al. (2008) reportaram o valor progndstico da
medida telomérica, relatando que um reduzido comprimento de teldémero leucocitario esta
associado a mortalidade em pacientes com doenca da artéria coronaria estavel. Ainda, Dei Cas
et al. (2013) observaram que o comprimento do telémero leucocitario esta associado a fatores
de risco para doengas cardiovasculares, uma vez que a medida telomérica apresentou relacéo
inversa com o historico familiar para este tipo de doenca, em adultos jovens saudaveis. Outro
estudo, realizado por Ye et al. (2013), evidenciou que um menor comprimento telomérico esta
relacionado a uma maior incidéncia de eventos de doencas coronarianas. Com base nesses
estudos, torna-se evidente a importancia de se estudar a relacdo entre modulacdo autonémica
cardiaca e comprimento de teldmero, a fim de identificar em qual faixa etaria ocorrem as
alteracdes provocadas pelo processo de envelhecimento, permitindo acbes preventivas na
tentativa de minimizar os efeitos da idade.

A analise por componentes principais, considerando PCRus, medida relativa de
comprimento de teldbmero e indices lineares e ndo lineares da VFC, mostrou o nivel de
importancia destas variaveis nos grupos estudados. Na posicdo supina, a analise de relacédo
entre 0 componente principal 1, que representou a maior porcentagem de variacdo dos dados,
mostrou que as correlagdes mais altas foram encontradas com os indices da VFC, em todas as
faixas etéarias avaliadas. Baseando-se nestes achados, observamos que a modulacdo
autondmica cardiaca apresentou maior participacdo na posicdo supina, comparada a PCRus e
comprimento de telomeros, sugerindo que a VFC é mais fortemente associada ao processo de
envelhecimento do que as outras variaveis. Por outro lado, na posi¢do supina, tanto a PCRus e
0 comprimento de telémeros apresentaram correlagdes mais altas apenas com o componente

principal 2, o qual representou menor variagdo dos dados, indicando que estas varidveis
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tiveram uma menor contribuicdo para o estudo do envelhecimento, comparadas aos indices da
VFC. Além disso, PCRus apresentou correlagdes altas em todas as faixas etérias, exceto G21-
30, uma vez que este grupo mostrou alta correlagéo entre 0 componente 2 e 0 comprimento de
telébmeros. Assim, estes resultados indicam que na faixa etaria mais jovem, o comprimento de
telébmeros teve uma maior contribuicdo em relacdo ao marcador inflamatorio, diferentemente
do que ocorreu nos grupos mais velhos, os quais apresentaram uma maior relagdo com a
PCRus. A respeito da relagcdo entre o componente 2 e a VFC na posigdo supina, foram
encontradas correlagbes mais altas com BFun, AFun, 2LV% e 2UV% apenas nos grupos de
maior idade (G51-60 e G61-70). Isso sugere que, no componente 2, a modulacdo autondémica
cardiaca apresentou maior contribuicdo nos individuos com idade mais avancada.

Além disso, a analise por componentes principais na posicao ortostatica mostrou uma
resposta diferente em relagdo a posicdo supina. Foi observado que o componente de maior
representacdo (componente 1), representante da maior porcentagem de variacdo dos dados,
apresentou correlacbes mais altas com os indices da VFC apenas em G41-50 e G51-60, bem
como com a PCRus somente em G51-60, e com comprimento de teldmeros em G21-30. E
interessante observar que o marcador inflamatério e o comprimento de telémeros tiveram
maiores relacbes com este componente principal nas faixas etarias nas quais cada uma destas
duas variaveis apresentaram maiores valores absolutos (G51-60 e G21-30, respectivamente),
em comparagdo aos outros grupos, como demonstrado nas Figuras 7 e 8, respectivamente.

Com base nos resultados deste estudo, verificamos, por meio da analise univariada,
que as primeiras alteracdes provocadas pelo processo de envelhecimento foram a diminuicéo
da modulacéo vagal e o aumento dos niveis séricos de PCRus, ambas na faixa etaria de 51 a
60 anos. Este achado, somado ao fato de que a VFC, na posicdo supina, foi a variavel que
apresentou maior contribuicdo, de acordo com a andlise multivariada por componentes
principais, podemos inferir que a diminuicdo da modulacdo vagal tenha levado as alteracdes
do perfil inflamatério, avaliado pela PCRus, como descrito pela via anti-inflamatoria
colinérgica. Assim, com a diminuicdo da modulacdo vagal, o efeito anti-inflamatorio da
mesma foi reduzido, havendo o aumento da proteina inflamatéria.

Dessa maneira, consideramos que a analise multivariada por componentes principais
possibilitou definir que a primeira variavel a sofrer o efeito do envelhecimento foi a
modulacdo cardiaca vagal, seguida pela PCRus, na faixa etéaria de 51 a 60 anos, sendo que na
década seguinte, de 61 a 70 anos, ocorrem alteracdes da modulacdo cardiaca simpatica e da

complexidade da VFC, bem como encurtamento dos telémeros.
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Considerando os achados do presente estudo, podemos observar a importancia de
acOes preventivas em faixas etarias anteriores ao inicio das alteragdes provocadas pelo
processo de envelhecimento, especialmente na década de 41 a 50 anos, na tentativa de
minimizar os efeitos naturais da senescéncia. Dessa maneira, 0 treinamento fisico tem se
mostrado importante na manutencdo do comprimento de telomeros (JSTHUS et al., 2012),
niveis séricos de PCRus (STEWART et al., 2007), bem como melhora da VFC, aumentando a
modulacdo cardiaca vagal (ALBINET et al., 2010).

E importante enfatizar que este é um estudo transversal. Entretanto, como avaliamos
uma ampla faixa etéria (individuos em diferentes fases da vida, com idade entre 21 e 70 anos),
podemos fazer inferéncias a respeito das alteraces provocadas pelo processo de
envelhecimento. Todavia, o desenvolvimento de um modelo longitudinal, avaliando a
modulacdo autonémica cardiaca, PCRus e comprimento de telomeros durante o processo de
envelhecimento, poderia fornecer contribui¢des adicionais a respeito das interacdes entre estas
variaveis. Ainda, a analise de outros tipos de marcadores inflamatdrios, como as citocinas
pro-inflamatorias interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a (TNFa), permitiriam um

estudo mais abrangente a respeito do perfil inflamatdrio.

3.5. CONCLUSOES

Com base nos achados do presente estudo, verificou-se que as alteracdes provocadas
pelo processo de envelhecimento na VFC se iniciam na década de 51 a 60 anos, com reducao
da modulacdo cardiaca vagal, enquanto o aumento da modulacdo cardiaca simpatica e a
diminuicdo da complexidade ocorrem de 61 a 70 anos. Na faixa etéria de 51 a 60 anos, além
da diminuicdo da modulacédo vagal, ocorre um aumento dos niveis séricos de PCRus, ao passo
que o encurtamento dos telémeros leucocitarios se torna significativo na década de 61 a 70
anos. Considerando que os indices da VFC na posi¢cdo supina apresentam uma associacao
mais forte com o processo de envelhecimento, em comparacdo ao marcador inflamatorio e ao
comprimento de teldmeros, podemos concluir que, na faixa etaria de 51 a 60 anos, a
diminuicdo da modulacdo cardiaca vagal possa ter influenciado o aumento dos niveis séricos
de PCRus, como descrito pela via anti-inflamatéria colinérgica. Ainda, a reducdo da
modulacdo cardiaca vagal e 0 aumento da PCRus podem ter contribuido para o encurtamento

de telémeros, identificado na década seguinte de 61 a 70 anos.



73

4. CONSIDERACOES FINAIS E DESDOBRAMENTOS FUTUROS



74

4. CONSIDERACOES FINAIS E DESDOBRAMENTOS FUTUROS

Os estudos apresentados trouxeram importantes contribuicdes com relagdo ao estudo
da modulagdo autonémica cardiaca no processo de envelhecimento, bem como suas relacdes

coma TRH, a PCRus e o comprimento de teldomeros. Podemos considerar que:

- O uso da TRH ndo se mostrou vantajoso para a VFC, uma vez que as mulheres submetidas a
terapia apresentaram menor modulagdo cardiaca vagal e maior modulacdo cardiaca simpatica,
avaliadas pela analise espectral, em comparacdo as mulheres que ndo faziam uso de
hormdnios. Adicionalmente, as mulheres submetidas a TRH apresentaram controle
autondmico cardiaco menos favoravel, considerando-se que ndo apresentaram um limiar de
modulacdo parassimpatica suficiente para tornar aparente sua relacdo com indices de

complexidade.

- Os efeitos do processo de envelhecimento na VFC se iniciaram a partir da faixa etaria de 51
a 60 anos, com reducdo da modulacdo cardiaca vagal, mesma década em que ocorreu
alteracdes do marcador inflamatério PCRus. Este achado, somado ao fato dos indices da VFC
apresentarem uma maior contribuicdo para o processo de envelhecimento, conforme avaliado
pela andlise multivariada por componentes principais, sugere que a alteracdo na modulacéo
cardiaca vagal tenha influenciado o aumento da proteina inflamatoria, como descrito pela via
anti-inflamatoria colinérgica. JA& o encurtamento dos teldmeros se tornou significante na
década de 61 a 70 anos, podendo ter sido decorrente das alteracbes na modulacdo autonémica

cardiaca e no perfil inflamatdrio, evidentes na faixa etaria anterior.

Como desdobramentos dos achados do presente trabalho, além dos dois estudos

apresentados nesta tese, serdo elaborados mais dois manuscritos:

- O primeiro deles terd como objetivo avaliar a relacdo existente entre os indices da VFC e 0s
marcadores inflamatérios PCRus, TNFa e IL-6. Para isso, incluiremos a analise de outros
marcadores inflamatorios (TNFo ¢ IL-6), na tentativa de melhor esclarecer as relacdes
existentes entre o perfil inflamatério e a modulagdo autonémica cardiaca durante o processo
de envelhecimento em individuos saudaveis. Ressalta-se que, até o momento, ja temos
processados o0s dados de TNFo dos 110 participantes do estudo Il. Adicionalmente, temos
material disponivel para analisarmos a IL-6, citocina importante para o estudo do
envelhecimento. Assim, a analise conjunta da PCRus, TNFa e IL-6 proporcionardo uma

abordagem mais completa do perfil inflamatorio.



75

- Ainda, o proximo estudo tera o objetivo de comparar a modulacdo autondmica cardiaca de
individuos saudaveis com valores de PCRus dentro do limite de normalidade aqueles que
apresentaram niveis séricos desta proteina inflamatéria acima dos valores considerados como
normais (e que, por este motivo, foram excluidos do estudo Il), com o intuito de verificar se a

alteracdo nesta variavel tem influéncia na VFC em supino e em resposta & mudanca postural.
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5. ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O DOUTORADO

5.1. Producéo técnico-cientifica relacionada ao projeto de Doutorado

5.1.1. Trabalhos publicados em anais de eventos (resumos)

1. Natalia M. Perseguini, Anielle M. Takahashi, Juliana C. Milan, José R. Rebelatto, Ester
Silva, Audrey Borghi-Silva, Alberto Porta, Nicola Montano, Aparecida M. Catai. Influéncia
do género nas andlises espectral, simbolica e complexidade da VFC em resposta a mudanca
postural de idosos saudaveis. XXXIII Congresso da Sociedade de Cardiologia do Estado de
Sdo Paulo. Rev Soc Cardiol Estado de S&o Paulo, v. 22 (supl B), p. 260, 2012.

2. Natalia M. Perseguini, Juliana C. Milan, Patricia R. Santos, Vinicius Minatel, Anielle C.M.
Takahashi, Vandeni C. Kunz, Audrey Borghi-Silva, Nicola Montano, Alberto Porta,
Aparecida M. Catai. Efeito do envelhecimento sobre a modulagdo autondmica cardiaca em
resposta a mudanca postural de jovens e idosos. XXVII Reunido Anual da Federacdo de
Sociedades de Biologia Experimental (FeSBE), resumo 02.058, 2012.

3. Natalia M. Perseguini, Anielle C.M. Takahashi, Ester Silva, Audrey Borghi-Silva, José R.
Rebelatto, Alberto Porta, Nicola Montano, Aparecida M. Catai. Effects of hormone
replacement therapy and age on heart rate variability in healthy women. The Gerontological
Society of America, 65th Annual Scientific Meeting. The Gerontologist, p. 369, 2012.

4. Natalia M. Perseguini, Juliana C. Milan, Vinicius Minatel, Patricia R. Santos, Anielle C.M.
Takahashi, Audrey Borghi-Silva, Nicola Montano, Alberto Porta, Aparecida M. Catai. Efeitos
do envelhecimento e da postura na analise ndo linear da variabilidade da frequéncia cardiaca.
XXXIV Congresso da Sociedade de Cardiologia do Estado de Séo Paulo. Rev Soc Cardiol
Estado de S&o Paulo, supl B, v. 23, p. 262, 2013.

5.1.2. Artigo completo publicado em periddico

1. Natélia M. Perseguini, Anielle C.M. Takahashi, Juliana C. Milan, Patricia R. Santos,
Valéria F.C. Neves, Audrey Borghi-Silva, Ester da Silva, Nicola Montano, Alberto Porta,
Aparecida M. Catai. Effect of hormone replacement therapy on cardiac autonomic
modulation. Clin Auton Res, v. 24, p. 63-70, 2014. doi: 10.1007/s10286-014-0226-1.
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5.2. Producéo técnico-cientifica ndo vinculada ao projeto de Doutorado

5.2.1. Trabalhos publicados em anais de eventos (resumos)

1. Patricia R. Santos, Natalia M. Perseguini, Victor A.C. Fiorelli, Paulo R.V. Carvalho, Ester
Silva, Audrey Borghi-Silva, Aparecida M. Catai. Analise ndo linear da variabilidade da
frequéncia cardiaca na mudanca postural de idosos: comparacdo entre géneros. XIX
Congresso Brasileiro de Fisioterapia. Fisioterapia e Pesquisa, p. 417, 2011.

2. Patricia R. Santos, Aparecida M. Catai (O), Natalia M. Perseguini, Paulo R.V. Carvalho,
Audrey Borghi-Silva, Ester Silva, Anielle C.M. Takahashi. Comparagéo da variabilidade da
frequéncia cardiaca de idosos em diferentes posturas: analise linear X analise ndo linear. XIX
Congresso de Iniciagdo Cientifica da UFSCar - Anais de Eventos da UFSCar, p. 279, 2011.

3. Ana C.S. Rebelo, Thomas Beltrame, Patricia R. Santos, Natalia M. Perseguini, Juliana C.
Milan, Marlus Karsten, Vinicius Minatel, Anielle C.M. Takahashi, Audrey Borghi-Silva,
Aparecida M. Catai. Influéncia da idade sobre a dindmica da frequéncia cardiaca de
recuperacdo do teste cardiopulmonar incremental. XXXIII Congresso da Sociedade de
Cardiologia do Estado de Sao Paulo. Rev Soc Cardiol Estado de Sao Paulo, v. 22 (supl B), p.
207, 2012.

4. Patricia R. Santos, Aparecida M. Catai (O), Natalia M. Perseguini, Anielle C.M. Takahashi,
Juliana C. Milan, Audrey Borghi-Silva. Analise ndo linear da variabilidade da frequéncia
cardiaca de mulheres jovens e idosas. XX Congresso de Iniciacdo Cientifica da UFSCar -
Anais de Eventos da UFSCar, p. 249, 2013.

5. Aparecida M. Catai, Anielle C.M. Takahashi, Natalia M. Perseguini, Juliana C. Milan,
Vinicius Minatel, Patricia R. Santos, Tito Bassani, Audrey Borghi-Silva, Nicola Montano,
Alberto Porta. Efeitos do envelhecimento na analise de acoplamento entre as variabilidades da
pressdo arterial e frequéncia cardiaca. XXXIV Congresso da Sociedade de Cardiologia do
Estado de S&o Paulo. Rev Soc Cardiol Estado de Séo Paulo, v. 23 (supl B), p. 262, 2013.

6. Juliana C. Milan, Natalia M. Perseguini, Vinicius Minatel, Patricia R. Santos, Anielle C.M.
Takahashi, Audrey Borghi-Silva, Nicola Montano, Alberto Porta, Aparecida M. Catai.

Relacdo entre complexidade e indices simbdlicos da variabilidade da frequéncia cardiaca de
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saudaveis de diferentes faixas etarias. XXXIV Congresso da Sociedade de Cardiologia do
Estado de S&o Paulo. Rev Soc Cardiol Estado de S&o Paulo, v. 23 (supl B), p. 270, 2013.

7. Viviane Castello-Simdes, Vinicius Minatel, Marlus Karsten, Rodrigo P. Simdes, Laura
M.T. Neves, Natalia M. Perseguini, Juliana C. Milan, Isabela A.V. Aniceto, Audrey Borghi-
Silva, Aparecida M. Catai. Poténcia ventilatdria e circulatéria durante o teste de exercicio
cardiopulmonar: caracterizacdo em homens com doenca arterial coronariana. XXXIV
Congresso da Sociedade de Cardiologia do Estado de S&o Paulo. Rev Soc Cardiol Estado de
Sdo Paulo, v. 23 (supl B), p. 217, 2013.

8. Vinicius Minatel, Anielle C.M. Takahashi, Natalia M. Perseguini, Juliana C. Milan,
Viviane Castello-Simdes, Ellen C. Gomes, Audrey Borghi-Silva, Aparecida M. Catai. Efeito
do envelhecimento sobre as respostas cardiovasculares obtidas durante a medida da pressdo
expiratoria maxima estatica. XXXIV Congresso da Sociedade de Cardiologia do Estado de
Sdo Paulo. Rev Soc Cardiol Estado de S&o Paulo, v. 23 (supl B), p. 261, 2013.

9. Vinicius Minatel, Anielle C.M. Takahashi, Natalia M. Perseguini, Juliana C. Milan,
Viviane Castello-Simdes, Ellen C. Gomes, Audrey Borghi-Silva, Aparecida M. Catai.
Analysis of cardiovascular responses during Valsalva maneuver and maximal expiratory
pressure in healthy men. International Society for Autonomic Neuroscience. Autonomic

Neuroscience: Basic and Clinical, v. 177, p. 298, 2013.

10. Soraia P. Jurgensen, Alana M.F.G. Bastos, Vanessa S. Pereira, Grasiéla N. Correia,
Natalia M. Perseguini, Aparecida M. Catai, Audrey Borghi-Silva, Patricia Driusso. Efeitos da
contracdo dos musculos do assoalho pélvico sobre a resposta da frequéncia cardiaca em

mulheres acima de 40 anos. XX Congresso Brasileiro de Fisioterapia, 2013.

11. Ellen C. Gomes, Vinicius Minatel, Amanda T. Shimojo, Natalia M. Perseguini, Juliana C.
Milan, Cristina O. Francisco, Anielle C.M. Takahashi, Aparecida M. Catai. O tempo de
recuperacdo da frequéncia cardiaca apds a manobra de Valsalva pode detectar distdrbios do
sistema nervoso autdbnomo. XXXV Congresso da Sociedade de Cardiologia do Estado de Sao
Paulo. Rev Soc Cardiol Estado de Séo Paulo, v. 24 (supl B), p. 279, 2014.

12. Patricia R. Santos, Natalia M. Perseguini, Juliana C. Milan, Vinicius Minatel, Anielle
C.M. Takahashi, Audrey Borghi-Silva, Alberto Porta, Aparecida M. Catai. Relacdo entre

DFA espectral e indices espectrais, simbdlicos e de complexidade da variabilidade da



80

frequéncia cardiaca. XXXV Congresso da Sociedade de Cardiologia do Estado de S&o Paulo.
Rev Soc Cardiol Estado de S&o Paulo, v. 24 (supl B), p. 225, 2014.

5.2.2. Trabalhos aceitos para apresentacéo em congresso (resumos extendidos)

1. Aparecida M. Catai, Anielle C.M. Takahashi, Natalia M. Perseguini, Juliana C. Milan,
Vinicius Minatel, Patricia R. Santos, Tito Bassani, Vlasta Bari, Audrey Borghi-Silva, Nicola
Montano, Alberto Porta. Baroreflex response to orthostatic challenge: effect of aging. Artigo
aceito para apresentacdo no evento 8th Conference of the European Study Group on
Cardiovascular Oscillations, (ESGCO), a ser realizado em Trento, Italia, de 25 a 28 de maio
de 2014.

2. Aparecida M. Catai, Anielle C.M. Takahashi, Natalia M. Perseguini, Juliana C. Milan,
Vinicius Minatel, Patricia R. Santos, Andréa Marchi, Tito Bassani, Vlasta Bari, Audrey
Borghi-Silva, Nicola Montano, Alberto Porta. Short-term complexity of cardiovascular
oscillations during orthostatic change in aging. Artigo aceito para apresentacdo no evento 8th
Conference of the European Study Group on Cardiovascular Oscillations, (ESGCO), a ser

realizado em Trento, Italia, de 25 a 28 de maio de 2014.

5.2.3. Artigo completo publicado em periodico

1. Alberto Porta, Luca Faes, Vlasta Bari, Andrea Marchi, Tito Bassani, Giandomenico Nollo,
Natalia M. Perseguini, Juliana C. Milan, Vinicius Minatel, Audrey Borghi-Silva, Anielle
C.M. Takahashi, Aparecida M. Catai. Effect of age on complexity and causality of the
cardiovascular control: comparison between model-based and model-free approaches. Plos
One, v. 9, p. €89463. doi:10.1371/journal.pone.0089463.
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Abstract

Objective To investigate the effects of hormone
replacement therapy (HRT) on heart rate variability (HRV)
in healthy postmenopausal women.

Methods Two groups were evaluated: group | (G1): 20
women not undergoing HRT (60 4 5.89 years), group 2
(G2): 20 women undergoing HRT (59 £ 5.70 years). The
HRTs involved were either conjugated equine estrogen
with or without medroxyprogesterone, synthetic estrogen
hormone, estradiol associated with norethisterone acetate
or isoflavonoids. Electrocardiogram was recorded in the
supine position for 10 min. Spectral analysis included low
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and high frequencies in absolute (LF and HF) and nor-
malized units (LFnu and HFnu), which are predominantly
cardiac sympathetic modulation (CSM) and cardiac vagal
modulation (CVM) indicators, respectively. The LF/HF
ratio was also calculated. Symbolic analysis involved the
following indexes: OV % (CSM indicator), 1V % (CSM
and CVM indicators), 2LV % (predominantly CVM indi-
cator) and 2UV % (CVM indicator). Shannon and condi-
tional entropies were also calculated.

Results  Spectral analysis demonstrated that HRT affected
HRV. LF, LFnu and LF/HF ratio were higher (showing
increased CSM), while HFnu was lower (representing
decreased CVM) in G2 than in G1. Correlations between
complexity indices and HFnu were significant and positive
only in G1.

Interpretation  Women undergoing HRT presented higher
CSM and lower CVM than those who were not. Moreover,
the expected positive relationship between CVM and
complexity of HRV was found only in control group, thus
indicating that CVM in women under therapy drop below a
minimal value necessary to the association to become
apparent, suggesting an unfavorable cardiac autonomic
modulation in spite of HRT.

Keywords Heart rate variability - Symbolic analysis -
Conditional entropy - Spectral analysis - Hormone
replacement therapy

Introduction
Heart rate variability (HRV) is an important approach for
noninvasive analysis of cardiac autonomic function that

refers to oscillations in the intervals between consecutive
heartbeats, known as RR intervals (RRi) [1]. HRV has been

@ Springer
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ABSTRACT

Objectives: To analyze the aging effects on heart rate variability (HRV) in supine and
standing, serum high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP), and telomere length; to verify
the age at which the changes caused by aging process are accentuated. Methods: 110
volunteers were divided into five groups according to age: G21-30 years, G31-40 years, G41-
50 years, G51-60 years, and G61-70 years. Serum hsCRP and telomere length were analyzed.
RR intervals were recorded in supine and standing (15min in each posture). HRV was
assessed by spectral analysis: low and high frequencies in absolute (LF and HF) and
normalized (LFnu and HFnu) units; symbolic analysis: 0V%, 1V%, 2LV%, and 2UV%
indexes; and complexity analysis: Shannon entropy, complexity index (CI), and normalized
CI (NCI). Results: Major findings: 1) HF and 2UV% reduction (vagal modulation) in G51-
60, and OV% increase (sympathetic modulation) and NCI decrease (complexity) in G61-70 in
supine; 2) less efficient response to postural change with advancing age; 3) hsCRP increase in
G51-60; 4) telomere shortening in G61-70; 5) stronger relationship between the major
component from multivariate principal component analysis and HRV indices in supine,
compared to hsCRP and telomere length. Conclusions: Considering that HRV indices in
supine had a stronger association with aging process, we can conclude that the decrease in
cardiac vagal modulation may have influenced the increase in hsCRP in G51-60, despite
normal values, since this effect is described by the cholinergic anti-inflammatory pathway.
Decreased cardiac vagal modulation and increased hsCRP may have contributed to the

telomere shortening in G61-70.

Keywords: Heart rate variability; Symbolic analysis; Conditional entropy; Spectral analysis;

C-reactive protein; Telomere length
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Abstract

The proposed approach evaluates complexity of the cardiovascular control and causality among cardiovascular regulatory
mechanisms from spontaneous variability of heart period (HP), systolic arterial pressure (SAP) and respiration (RESP). It relies
on construction of a multivariate embedding space, optimization of the embedding dimension and a procedure allowing
the selection of the components most suitable to form the multivariate embedding space. Moreover, it allows the
comparison between linear model-based (MB) and nonlinear model-free (MF) techniques and between MF approaches
exploiting local predictability (LP) and conditional entropy (CE). The framework was applied to study age-related
modifications of complexity and causality in healthy humans in supine resting (REST) and during standing (STAND). We
found that: 1) MF approaches are more efficient than the MB method when nonlinear components are present, while the
reverse situation holds in presence of high dimensional embedding spaces; 2) the CE method is the least powerful in
detecting age-related trends; 3) the association of HP complexity on age suggests an impairment of cardiac regulation and
response to STAND; 4) the relation of SAP complexity on age indicates a gradual increase of sympathetic activity and a
reduced responsiveness of vasomotor control to STAND; 5) the association from SAP to HP on age during STAND reveals a
progressive inefficiency of baroreflex; 6) the reduced connection from HP to SAP with age might be linked to the
progressive exploitation of Frank-Starling mechanism at REST and to the progressive increase of peripheral resistances
during STAND; 7) at REST the diminished association from RESP to HP with age suggests a vagal withdrawal and a gradual
uncoupling between respiratory activity and heart; 8) the weakened connection from RESP to SAP with age might be
related to the progressive increase of left ventricular thickness and vascular stiffness and to the gradual decrease of
respiratory sinus arrhythmia.
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Introduction be fully described by a finite number of strictly periodic, fully
predictable, oscillations. Complexity analysis quantifics the depar-

The spontaneous fluctuations of heart period (HP) about its ture of a given signal from a fully predictable course [4-11]: the
mean value observable in five minutes’ recordings are the smaller  the pmélicrabil.iry, the higher the complexity. The
apparent manifestation of the short-term cardiovascular control improvement of predictability of an é.ssigncd effect signal when a

[1,2]. Short-term cardiovascular regulation is carried out by a set
of interacting neural and non neural components simultaneously
operating over a range of frequencies from 0.04 to 0.5 Hz in
humans [3]. Since these regulatory mechanisms work according to
similar but not coincident temporal scales and they are coordi-
nated by the autonomic nervous system but maintain a certain
degree of autonomy to accomplish specific local tasks (e.g. the
maintenance of the peripheral vasomotion at the district level in
presence of vasoconstriction), the dynamics of HP changes cannot

presumed cause is introduced in the multvariate data set has been
suggested to be a measure of the strength of the causal relation
from the cause to the effect [12]: the larger the predictability
improvement, the strong the intensity of the cause-effect link.

It is well known that aging influences the complexity of the
cardiovascular control, as assessed from the analysis of HP
variability, by reducing the number of temporal scales involved
into the regulatory process, especially in the high frequency band

PLOS ONE | www plosone.org 1 February 2014 | Volume 9 | Issue 2 | e89463
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Parecer N°. 174/2011

Titulo do projeto: RELACAO ENTRE MODULACAO AUTONOMICA DA FREQUENCIA
CARDIACA. COMPRIMENTO DE TELOMERO E PROTEINA C-REATIVA NO PROCESSO DE
ENVELHECIMENTO

Area de conhecimento: 4.00 - Ciéncias da Sadde / 4.08 - Fisioterapia ¢ Terapia Ocupacional
Pesquisador Responsével: NATALIA MARIA PERSEGUINI

Orientador: APARECIDA MARIA CATAI

CAAE: 0015.0.135.000-11 Processo mimero: 23112.000459/2011-09 Grupo: 111

Analise da Folha de Rosto
A Folha de Rosto foi devidamente preenchida e estd correta.

Descriciio sucinta dos objetivos ¢ justificativas

O objetivo deste estudo & analisar as alteragdes provocadas pelo processo de envelhecimento através da
andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca, a medida do comprimento dos telémeros leucocitarios e
os niveis séricos da proteina C reativa e verificar em qual faixa etdria isto se acentua (20 a 70 anos) e
possibilitar medidas de satide preventivas a fim de amenizar 0s efeitos ocasionados pelo envelhecimento.

Metodologia aplicada

As metodologias utilizadas para ¢ estudo da variabilidade da fregiiéncia cardiaca (VFC) serdo andlise
espectral, andlise simbélica e analise das entropias de Shannon e condicional. Serdo também realizadas
exames laboratoriais e de esfor¢o, com acompanhamento do cardiologista sempre que necessario.

Identificaciio de riscos e beneficios

Os riscos ¢ beneficios foram bem ponderados, citando como riscos fadiga, dispnéia entre outros € o
cardiologista estard presente sempre que necessdrio. Como beneficio o sujeito da pesquisa serd orientado
a procurar tratamento quando houver alteragdes significativas e também os resultados finais poderao
nortear medidas preventivas no processo do envelhecimento.

Forma de recrutamento

A amostra do estudo serd composta de individuos aparentemente sauddveis de ambos os géneros e de
diferentes faixas etdrias, procedentes da regido de Sio Carlos — SP, de quaisquer cor, grupo ou classe
social. Os participantes do estudo serao divididos em 5 grupos com 20 individuos cada, de acordo com a
faixa etéria: 20-30 anos, 30-40 anos, 40-50 anos. 50-60 ano e 60-70 anos,

totalizando 100 individuos.

Cronograma
O Cronograma csté correto e € suficiente.

Orcamento financeiro detalhado
Nio haverd gastos adicional. Serao utilizados materiais permanentes do laboratério de Fisioterapia da
UFSCar.

Adequagao do TCLE
O TCLE é objetivo e claro.

Identificaciio dos curriculos dos participantes da pesquisa
As pesquisadoras estdo aptas a realizar o trabalho.

Comentérios

A pesquisa trard relevante conhecimento cientifico e respeita 0s preceitos €ticos acordados com a
Resolugio CNS 196/96 e suas complementares.

ParecAprov-201 1-174 Impresso em 22/3/2011 202742

99



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAQO CARLOS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS

\iia Washington Luiz, Km. 235 - Gaixa Postal 676
: -I.ﬁ CEP 13.565-905 - Sao Carlos - SP - Brasil
L2108 Fones: (016) 3351-8028 Fax (016) 3351-8025 Telex 162369 - SCUF - BR

cephumanos@power. ufscar.br http://www.propg. ufscar.br

Conclusao
Projeto aprovado. Adequado as normas éticas de pesquisa.

Normas a serem seguidas:

« O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma ¢ sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 —
Ttem IV.L.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item IV.2.d). :

« O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apGs andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS liem
I[L.3.z), aguardando seu parecer, excelo quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou gquando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesguisa (Item
V.3 que requeiram agio imediata.

« O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes

que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocarrido (mesmo que tenha sido em outro centro) ¢
enviar notificacao ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

« Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara ¢
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo I ou 11 apresentados anteriormente @ ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las
{ambém A mesma. junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial
(Res. 251/97, item [11.2.¢).

+ Relatdrios parciais e final devem ser apresentados a0 CEP, inicialmente dentro de 1 (um) ano a partir
desta dada e ao término do estudo.

Sio Carlos, 22 de mar¢o de 2011
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