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RESUMO

O envelhecimento causa alteracbes em diversos subsistemas humanos como o
cardiovascular e imunoldgico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a relacdo entre a funcéo
barorreflexa, por meio de algoritmo linear (analise espectral cruzada) e citocinas pro-
inflamatorias no processo de envelhecimento e ainda, avaliar a sensibilidade barorreflexa, IL-
6, TNF-a ¢ PCRus em diversas faixas etarias e no processo de envelhecimento. Foram
avaliados 110 individuos aparentemente saudaveis divididos em 5 grupos com 22 individuos
cada, de acordo com a faixa etéria: 21-30 anos, 30-40 anos, 40-50 anos, 50-60 anos, 60-70
anos. O protocolo experimental consistiu em uma coleta de amostras de sangue para a anélise
dos marcadores inflamatérios e no mesmo dia foram coletados o eletrocardiograma (ECG), a
pressdo arterial de pulso e a respiragdo por 15 minutos na postura supina, logo apés foi
realizada a mudanca postural ativa de supino para ortostatismo, permanecendo 15 minutos
nesta posicdo a coleta de sangue. Para a analise da sensibilidade barorreflexa foi utilizada a
analise espectral cruzada e o método ELISA para anélise das citocinas TNF-a ¢ IL-6. Os
dados foram analisados por meio do teste de analise de variancia ANOVA one-way com post-
hoc de Tukey ou Kruskal-Wallis ANOVA one-way com post-hoc de Dunn’s de acordo com a
normalidade dos dados e teste de Correlagdo de Spearman. O nivel de significancia
estabelecido para os testes foi de 5%. Os principais resultados foram: 1) reducdo da
sensibilidade barorreflexa durante o processo de envelhecimento; 2) aumento dos niveis dos
marcadores inflamatorios no processo de envelhecimento; 3) relacdo negativa entre a IL-6 e
fase e ganho em BF; 4) relacdo negativa entre PCRus e coeréncia, fase e ganho em BF. Pode-
se concluir que o envelhecimento natural humano causa a reducdo da sensibilidade
barorreflexa e aumento dos niveis séricos dos marcadores inflamatorios estudados, ainda a
diminuicdo da sensibilidade barorreflexa em consequéncia da diminuicdo da funcao
autondmica vagal correu na faixa etaria 41-50 e somente na faixa etaria seguinte foi

observada alteracdes nos marcadores inflamatarios.

Descritores: envelhecimento, analise espectral cruzada, citocinas, sensibilidade barorreflexa



ABSTRACT

Aging causes changes in several human subsystems such as the cardiovascular and immune
systems. The objective of this study was to evaluate the relationship between baroreflex
function through linear algorithm (cross-spectral analysis) and proinflammatory cytokines in
the aging process and also assess the baroreflex sensitivity, TNF-a, IL-6 and hsCRP in
different ages and in the aging process. One hundred and ten apparently healthy subjects
divided into 5 groups with 22 individuals each, according to age were evaluated: 21-30 years,
30-40 years, 40-50 years, 50-60 years, 60-70 years. The experimental protocol consisted of a
blood samples collection for analysis of inflammatory markers and in the same day were
collected ECG, blood pressure and respiratory movements for 15 minutes in the supine
position and in standing position, after the active postural change for 15 minutes. For the
analysis of baroreflex sensitivity cross spectral analysis (coherence, phase and gain) was used
and ELISA method for analysis of TNF-a and IL-6 was used. Data were analyzed using
analysis of variance one-way ANOVA test with Tukey test post-hoc or Kruskal-Wallis one-
way ANOVA with Dunn's post-hoc according to the normality of the data and the Spearman
correlation test. The level of significance for the tests was 5%. The main results were: 1)
reduced baroreflex sensitivity during the aging process; 2) increased levels of inflammatory
markers in the aging process; 3) negative correlation between IL-6 and BF gain and phase; 4)
negative relationship between hsCRP and coherence, phase and gain in BF. It can be
concluded that the human natural aging causes a loss of baroreflex sensitivity and increased
serum levels of inflammatory markers studied, although the decrease in baroreflex sensitivity
as function of the decreasing of vagal autonomic function occurred in the 41-50 age range,

and only in the next age was observed changes in inflammatory markers.

Keywords: aging, cross spectral analysis, cytokines, baroreflex sensitivity
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional mundial é um fenémeno que vem crescendo a cada
dia. No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o
envelhecimento populacional ocorreu devido a diversos motivos dentre eles, redugéo da taxa
de fecundidade, melhorias nas condicfes de vida e avan¢os na medicina. Desde 2002 tem-se
observado a inversdo da piramide populacional, ou seja, estreitamento da base da pirdmide e
alargamento de seu topo. Ainda, estima-se que em 2020, 13,7% da populacéo terd sessenta
anos ou mais, ja em 2060 essa porcentagem quase triplicara e chegara a 33,7% da populacdo
(figura 1B) (IBGE, 2013).

Dentro deste contexto, o perfil de saide no Brasil também foi alterado. Na década de
50, as doengas infecto-contagiosas representavam 40% das mortes e as doencas
cardiovasculares representavam 12% das mortes ocorridas no pais. Em contrapartida, em
2005, segundo o Ministério da Saude, as doencgas cardiovasculares passaram a representar
40% das mortes e as infecto-contagiosas 10% (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Dentre as
doencas cardiovasculares responsaveis por mortes no Brasil, a hipertensdo arterial esta em
quinto lugar e estad intimamente ligada a outras doengas como o infarto agudo do miocéardio
(IAM) e diabetes mellitus (DM), que também ocupam lugar de destaque entre as doencas que
mais causam 6bitos no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Em consequéncia das mudancas no perfil de satde, foi necessario o desenvolvimento
de novas tecnologias que permitiu enormes avangos na area da medicina, por eliminar e/ou
reduzir parte dos fatores intrinsecos que levam a morte do ser humano (BUCKWALTER,
2000). Nesta perspectiva, estudos para 0 desenvolvimento de novos conhecimentos sobre
diagnostico, tratamento e principalmente, prevencéo de doencas para melhorar a qualidade de
vida € de fundamental importancia (KEEN, 2007).

O processo de envelhecimento desencadeia uma série de alteracdes fisiologicas nos
varios sistemas biologicos (cardiovascular, respiratério, neuroendécrino, imune, metabolico),
sendo que a integracdo destes sistemas € responsavel por manter a homeostase dos mesmos.
Frente a mecanismos estressores, que promovem a perda e/ou reducdo da homeostase, 0
funcionamento integrado dos mesmos fica comprometido, e como consequéncia, as respostas
de cada sistema frente a mecanismos estressores ficam comprometidas (KAPLAN et al.,
1991; VARADHAN et al., 2009).
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Figura 1 - A. Distribuicdo percentual da populacéo residente no Brasil, por sexo, segundo 0s grupos
de idade - 2002/2012. B. Distribuigdo percentual da populacdo projetada, por grupos de
idade - Brasil - 2020/2060. Fonte: Material adaptado de IBGE, Estudos e Pesquisas
Informagdo Demogréfica e Socioecondmica, n. 32, 2013.

O termo senescéncia € utilizado para descrever as alteracbes do envelhecimento
natural humano, isto é, o envelhecimento sadio, sem a associacdo de doencas. Em
contrapartida a senilidade é o termo atribuido para o envelhecimento patoldgico, com
presenca de doencas como, por exemplo, a hipertensdo arterial e osteoporose (FARINATTI,
2002).
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Segundo Zaslavsky e Gus (2002) o envelhecimento do organismo, especificamente do
sistema cardiovascular tem como consequéncia o aparecimento de diversas alteracdes
fisiopatol6gicas e/ou doencas. Com o0 avanco da idade, pode-se observar modificacbes nos
vasos sanguineos (LAKATTA e LEVY, 2003; LAKATA, 2008), como diminui¢do da luz
vascular e disfuncdo endotelial (BORTOLOTTO, 1999), aumento da espessura e redugdo da
complacéncia das paredes do ventriculo esquerdo (FLEG e STRAIT, 2012; DAI et al., 2012),
aumento do espessamento e rigidez da parede das artérias e formacédo de placas de ateroma na
camada intima, resultando em uma diminuicdo da sensibilidade dos receptores periféricos e na
estimulacdo da via autondmica aferente (MILIC et al., 2009), além de alteragdes no sistema
nervoso autondmico eferente cardiovascular, caracterizadas pela reducdo da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) (SIMPSON e WICKS, 1988; CATAI et al., 2002; MELO et al.,
2005; BARANTKE et al., 2008; TAKAHASHI et al., 2012) e diminui¢do da sensibilidade
barorreflexa (FAUVEL et al., 2007; BARANTKE et al., 2008). Este conjunto de alteracGes
pode levar a um aumento da presséo arterial (PA), promovendo maior sobrecarga ao sistema
cardiovascular (VI DIRETRIZES BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2010). O aumento na
PA pode ser considerado um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiacas como a insuficiéncia e a doenca coronariana (MINISTERIO DA SAUDE,
2006).

A pressao arterial a cada batimento cardiaco pode ser regulada por receptores de
pressdo, também chamados de barorreceptores, que estdo localizados no arco aortico e seio
carotideo e sdo constituidos por terminacdes nervosas livres que se situam na adventicia
destes vasos (IRIGOYEN et al, 2001). Eles respondem a varios estimulos, como
modificacdes de volume sanguineo, mudanca postural ativa (BARANTKE et al., 2008) e
passiva (PORTA et al., 2011), manobra de Valsalva (HUANG et al., 2007), exercicio fisico
(LA ROVERE et al., 2002) e injecdo de drogas (MILIC et al., 2009). Quando ocorre a
diminuicdo da pressdo arterial, tais receptores sdo menos estimulados, reduzindo a atividade
vagal sobre o coracdo. Em situacdo oposta, quando ocorre 0 aumento da pressdo arterial, 0s
receptores de pressdo sdo mais estimulados e como consequéncia ocorre aumento da
modulacdo vagal e diminuicdo da modulacdo simpética, promovendo diminuicdo da
frequéncia cardiaca, retorno venoso, volume sistolico e resisténcia vascular periférica,
promovendo, assim, a reducdo dos niveis de pressdo arterial (MONAHAN, 2007). O
mecanismo primario para a regulacdo da pressao arterial € conhecido como barorreflexo
arterial e consiste em um mecanismo de feedback (FB) (MONAHAN, 2007).
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O mecanismo do barorreflexo arterial tem inicio nos barorreceptores arteriais e a
informacdo € conduzida pelo nervo de Hering e posteriormente, pelo nervo glossofaringeo
(fibras carotideas) e vago (fibras aorticas), até o sistema nervoso central (SNC), na regido do
nacleo do trato solitario (NTS). A partir do NTS, a informacao é projetada para dois grupos
de neurdnios no bulbo ventrolateral. O primeiro grupo constitui-se de neurénios inibitérios
localizados na area ventrolateral caudal do bulbo, que por sua vez, projetam-se para neurdnios
pré-motores do sistema nervoso simpéatico (SNS) localizados na area ventrolateral rostral e
terminam no coracgdo e vasos sanguineos promovendo alteraces na contratilidade cardiaca e
resisténcia vascular periférica. O segundo grupo de neurbnios esta localizado no nicleo
ambiguo (NA) e nlcleo dorsal motor do nervo vago, que contém os corpos celulares dos
neurbnios pré-ganglionares do sistema nervoso parassimpatico (SNP). De cada uma dessas
areas, neur6nios sdo projetados para regides mais rostrais do SNC, levando informacgdes ao

coracdo (IRIGOYEN et al., 2005). A figura 2 esquematiza 0 mecanismo descrito.

Nervo
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Figura 2 — Representagdo esquematica do arco barorreflexo. SNP: sistema nervoso parassimpatico;
SNS: sistema nervoso simpatico.

Os barorreceptores respondem em questdo de segundos a mudancas de presséo

arterial, podendo aumenté-la em até duas vezes o valor normal dentro 5 a 10 segundos,
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enquanto que a inibi¢do subita pode diminuir para a metade do valor normal dentro de 10 a 40
segundos. Portanto, é 0 mais rapido mecanismo de controle arterial presente no organismo
humano (GUYTON e HALL, 2000) por meio da regulacdo do calibre dos vasos, reatividade
vascular, distribuicdo de fluido dentro e fora dos vasos e modificagdes do débito cardiaco
(IRIGOYEN et al., 2003).

Assim, a sensibilidade barorreflexa pode ser utilizada como uma importante medida da
funcdo autondmica cardiaca. Em humanos, ela pode ser medida de forma ndo invasiva, por
meio de estimulos de mecanismos estressores (BARANTKE et al., 2008; PORTA et al., 2011;
HUANG et al., 2007; LA ROVERE et al., 2002; MILIC et al., 2009). J& em modelos animais
é possivel a avaliacdo de forma invasiva, com o uso de cateteres para medida direta de pressdo
arterial (DI SONG et al., 2005;) associada (NASIMI e HATAM, 2011; WANG et al., 2013;)
ou ndo (GUIMARAES et al., 2013) com uso de injecdo de drogas que modificam as respostas
pressoricas

Com o intuito de se avaliar a sensibilidade barorreflexa, de forma néo invasiva, é
necessario utilizar técnicas que propiciem a analise conjunta das flutuagdes espontaneas da
frequéncia cardiaca (FC) e da pressdo arterial sistolica (PAS) (DE BOER et al., 1985;
ROBBE et al., 1987; TAYLOR e ECKBERG, 1996; WITCHERLE et al., 2000). Diversas
metodologias foram descritas na tentativa de estimar a sensibilidade barorreflexa, como por
exemplo, o método da sequéncia, que analisa a relagdo entre o aumento/diminuigédo da pressao
arterial e aumento/diminuicdo dos iRR por meio da regressao linear onde sua inclinacdo é
usada como o indice da sensibilidade barorreflexa cardiaca (PERSSON et al., 2001;
MARTINEZ-GARCIA et al., 2012)

Porém, nos ultimos anos, algoritmos computadorizados foram desenvolvidos para
quantificar as relacdes existentes entre iRR e PAS. Dentre as metodologias utilizadas enfoque
tem sido dado para a analise espectral cruzada (cross-spectral analysis) (DE BOER et al.,
1985; ROBBE et al., 1987; WITCHERLE et al., 2000; GULLI et al., 2003), que consiste na
avaliacdo da sensibilidade barorreflexa no dominio da frequéncia, diferentemente do método
da sequéncia, que é avaliada no dominio do tempo (ROBBE et al., 1987). Nessa abordagem,
as séries de intervalos R-R e o sinal de pressdo de pulso periférico sdo analisados
conjuntamente para investigar o mecanismo de acoplamento da regulacdo cardiovascular em
curto prazo (CEVESE et al., 2001; NOLLO et al., 2005). E assumida a linearidade entre as
séries e analisadas pela funcdo de coeréncia e funcdo de transferéncia (fase e ganho). A série
de entrada, ou seja, a causa, representada pela pressdo arterial sistolica e outra série de saida

ou efeito, representada pelos intervalos RR (NOLLO et al., 2005). Por assumir esse sentido
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entre as séries é possivel dizer que existe um mecanismo de feedback, no entanto, a existéncia
de uma relagdo pura e causal a partir da PAS para os intervalos RR é implicitamente
assumido, mas nao é testado por essa abordagem (NOLLO et al., 2005).

Tal como o sistema cardiovascular, o sistema imunoldgico também sofre alteracdes
funcionais na medida em que ocorre o processo de envelhecimento (LICASTRO et al., 2005)
e a este processo, da-se o nome de imunosenescéncia (ALVAREZ-RODRIGUEZ et al.,
2012). Dentre os processos bioldgicos relacionados ao envelhecimento, observamos um
remodelamento do sistema imunoldgico frente as resposta inata e adaptativa. Embora, exista a
plasticidade e renovacdo do sistema imune mesmo em individuos senis, a perda funcional dos
6rgdos linfoides, como involucdo do timo, o estresse oxidativo e o encurtamento dos
telomeros ao longo da vida sdo os principais fatos que explicam a diminuicdo do repertorio
imunologico relacionado a idade (LONGO et al., 2003).

Sabe-se que com o envelhecimento ocorre a diminui¢do funcional na resposta imune,
tanto nos componentes da resposta imune inata, bem como na resposta imune adaptativa,
contribuindo para o aumento na incidéncia de infec¢bes, cancer, doencas autoimunes e
doencas inflamatorias crénicas como a aterosclerose (FULOP et al., 2006).

A hipdtese que pode explicar as diferencas encontradas no sistema imune em
individuos idosos recebe 0 nome de “Inflammaging”, que relaciona as diversas patologias
relacionadas com o envelhecimento apds exposicdo a patdégenos e outras fontes indutoras de
respostas inflamatorias, bem como, a propria reacdo do organismo frente a cada estimulo
durante toda a vida. Esse fenbmeno favorece acumulo de lesbes crbnicas e podem ser
determinantes nas doengas como aterosclerose, diabetes tipo 1, e doencas neurodegenerativas

Dentro deste contexto o termo inflammaging, introduzido recentemente, passou a ser
amplamente utilizado para designar o processo inflamatério caracteristico do envelhecimento.
O inflammaging parece ser uma propensao progressiva a um estado pro-inflamatério de
pequena intensidade, sub-clinico, sistémico e crénico (FRANCESCHI et al., 2000). Durante o
inflammaging o balanco de citocinas no organismo sofre alteracdes, provavelmente devido a
perda da homeostase, contribuindo para a maior predisposicdo a doencas e agravamento de
doencas crénicas como, por exemplo, hipertensdo arterial e diabetes. Assim, o inflammaging
parece estar associado a aumento da morbidade e da mortalidade em idosos (SCHNABEL et
al., 2013).

As caracteristicas fenotipicas relacionadas ao polimorfismo genético interferem nos
mediadores inflamatdrios, como por exemplo, na producdo de citocinas, pré-inflamatorias e

anti-inflamatorias, e também participa diretamente na expectativa de vida dos individuos,
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dessa forma, é possivel entender porque alguns individuos sdo mais predispostos ou ndo a
desenvolver uma resposta inflamatéria e esse fator também pode estar relacionado a sua
longevidade (SAVIOLI et al., 2006).

As citocinas, extenso grupo de glicoproteinas de baixo peso molecular s&o
representantes do sistema imune e consequentemente, as principais mediadoras da resposta
inflamatoria, controlando diferentes fungdes celulares dentro da resposta imune e enddcrina
(MALDOVEANU et al., 2001). Dentre os diversos grupos de mediadores inflamatorios, estdo
os interferons (IFN), fatores de necrose tumoral (TNF) e interleucinas (IL), as ultimas,
compde um extenso grupo e cada IL atua sobre um grupo limitado e especifico de células
(NAOUN, 2001). AlteracGes fisiologicas provocadas por diversas patologias como o cancer
ou doencas autoimunes, ou ainda alteracGes oriundas do processo de envelhecimento humano,
podem levar ao comprometimento de importantes fungdes do sistema imune (FULOP et al.,
2006).

Neste contexto o inflammaging, em particular, as elevacGes nos niveis de TNF-a, I1L-6,
IL-1 e proteina C reativa (PCR), sdo importantes fatores independentes de risco de morbidade
e mortalidade em pessoas idosas (BAYLIS et al., 2013) e preditores de risco para doencas
cardiovasculares (KRABBE et al., 2004; BAYLIS et al,. 2013).

As citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF- o sdo comumente estudadas e ha um
consenso em relacdo ao aumento das concentracdes em individuos idosos, IL-6 (COHEN et
al., 1997; FORSEY et al., 2003; WOLF et al., 2012) e TNF-a (COHEN et al., 1997;
MCNERLAN et al., 2002; GONZALO-CALVO et al., 2010; ALVAREZ-RODRIGUES et
al., 2012).

Dentre as citocinas acima citadas, o0 TNF-o (citocina pro-inflamatoria), uma das
principais citocinas pro-inflamatdrias, esta entre as primeiras citocinas na cascata inflamatéria
responsavel pela estimulacdo da producédo da IL-6. De forma conjunta TNF-a e IL-6, regulam
a producdo PCR, importante indice do sistema inflamatério (SIMPSON et al., 2012), utilizado
na pratica clinica e também como marcador inflamatério no processo de envelhecimento
(Krabbe et al., 2004; Baylis et al., 2013). Niveis plasmaticos de TNF-o tém sido
correlacionados com dislipidemia e aumento da prevaléncia de doencas cardiovasculares em
idosos com mais de 80 anos (KRABBE et al., 2004) e com a imunopatogenese da doenca de
Alzheimer, sendo 0 TNF-o também um fator que contribui para a produgdo de autoanticorpos,
indicativo de doencas como aterosclerose, fibrose e deméncia (BOREN et al., 2004).

A IL-6 é considerada a citocina dos gerontologistas (KRABBE et al., 2004) . Na

literatura, ha evidéncias de que alteracbes nos niveis de IL-6 estdo associadas a agravos a
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salde caracteristicos do envelhecimento, tais como: diminuicdo de massa corporal magra,
anemia, osteopenia, aumento de proteinas inflamatorias (como a proteina C reativa)
(FORSEY et al., 2003), incapacidade funcional e mortalidade, juntamente com a producéo
elevada de IL-1 (JYLHA et al., 2007). Ainda, A IL-6 pode ser considerada marcador de
doencas cardiovasculares subclinicas, sendo inclusive preditor de mortalidade (KRABBE et
al., 2004).

Considerando que o processo de envelhecimento promove o aumento dos niveis
circulantes dos marcadores inflamatérios e diminuicdo da fungdo do sistema nervoso
autonémico cardiaco, trabalhos referem que o sistema nervoso parassimpatico (vagal) pode
inibir a resposta da inflamacéo por meio da descarga de acetilcolina (ACh) e supresséo da
sintese e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, como descrito pela via anti-inflamatéria
colinérgica (HAENSEL et al., 2008; MADSEN et al., 2007; NOLAN et al., 2007; ULLOA,
2005).

Embora a tentativa de entender a ligacdo funcional entre o sistema nervoso
parassimpatico e o sistema imunologico foi sugerida ha mais de 40 anos (STROM et al.,
1972), somente na Ultima década foi possivel identificar as vias de sinalizacdo que conectam
0s sistemas, ambos, importantes para a manutencdo da homeostase do organismo. Essa via foi
descrita inicialmente por Borovikova e colaboradores (2000) e estudos subsequentes
contribuiram enormemente para o conhecimento nessa area (HUSTON et al .,2011; SLOAN
et al., 2007; TRACEY, 2002; TRACEY et al., 2007; TRACEY et al., 2009).

De acordo com a via anti-inflamatdria colinérgica, as citocinas produzidas em tecidos
periféricos sinalizam para o0 SNC a presenca de inflamacdo no organismo. No SNC ocorre a
estimulacdo de aferéncias do nervo vago desencadeando uma resposta inflamatoria global,
que inclui a ativacdo da via eferente do parassimpatico (nervo vago), que tem a acetilcolina
como neurotransmissor (via colinérgica). A ativagdo do receptor a-7 nicotinico, presente nos
macrofagos, desencadeia uma série de mecanismos de sinalizacdo que em células
inflamatdrias exercem efeitos anti-inflamatorios diretos através da diminuicdo da translocacédo
do fator de transcricdo NF-kB para o nlcleo da célula, ou indiretos através da ativacdo do
fator transcricional STATS3, via fosforilacdo pela JAK2 (DE JONGUE et al., 2005; HUSTON
et al., 2011; SLOAN et al., 2007; TRACEY, 2002; TRACEY et al., 2007; TRACEY et al.,
2009;) (figura 3).
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Figura 3 - Mecanismos colinérgicos de modulagdo da func¢do imunolégica e controle da inflamacéo.
Fonte: Material adaptado de Gallowitsch-Puerta M.and Pavlov V. A. Neuro-immune
interactions via the cholinergic anti-inflammatory pathway. Life Sciences, v. 80, p. 2325-
2329.

Ressalta-se que, a maior parte dos trabalhos relaciona o sistema imune por meio das
citocinas e o controle do sistema nervoso autondmico, a partir da analise da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) (EFTEKHARI et al., 2013; KANEL et al., 2008; MARSLAND et
al., 2007; SLOAN et al., 2007). Enquanto o presente trabalho tem um diferencial por avaliar a
funcdo autondmica cardiovascular por meio analise da variabilidade da pressao arterial e da
frequéncia cardiaca de uma populacdo saudavel de diferentes faixas etarias e por conseguinte
a sensibilidade barorreflexa , obtida pelo método do acoplamento cardiovascular, utilizando-
se de analise espectral cruzada das séries temporais dos intervalos RR do eletrocardiograma e
da PAS, a partir da pressao de pulso periférico.

Sendo assim, hipotetizamos, que alteragdes, como a diminuicdo na sensibilidade do

barorreflexo arterial proveniente do envelhecimento natural humano tem relagdo com o
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aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias, pois o sistema nervoso autonémico
(simpético e parassimpético), responsavel pelo controle cardiovascular, age de maneira a

inibir ou promover a inflamacao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a relagdo existente entre a sensibilidade
barorreflexa e os niveis plasmaticos de citocinas inflamatorias produzidas no processo de

envelhecimento humano.
2.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos deste estudo foram:

a) avaliar a sensibilidade barorreflexa por meio do método de acoplamento

cardiovascular (analise espectral cruzada) por faixas etérias e no processo de envelhecimento

b) Determinar a concentracdo sérica dos marcadores inflamatdrios (PCRus, TNF-a e

IL-6) por faixas etarias e no processo de envelhecimento.
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3 METODOS
3.1 Participantes

A populacdo do estudo foi composta de individuos de ambos 0s sexos da cidade de
S&o Carlos e regido. A pesquisa foi divulgada por meio de cartazes, jornal e internet. Foram
estudados 110 individuos divididos em 5 grupos de acordo com a idade: grupo 21-30 (idade
entre 21 e 30 anos), grupo 31-40 (idade entre 31 e 40 anos), grupo 41-50 (idade entre 41 e 50
anos), grupo 51-60 (idade entre 51 e 60 anos) e grupo 61-70 (idade entre 61 e 70 anos) com
22 individuos em cada grupo (11 homens e 11 mulheres). O calculo amostral foi realizado
baseado na correlacdo de duas variaveis (power = 0,80, a = 0,05 e correlacdo de 0,60)

totalizando um n = 19.

Foram incluidos no estudo individuos com nivel de compreenséo suficiente para
entendimento da rotina dos testes, que apresentaram ECG de 12 derivacOes sem alteragdes nas
seguintes situacdes: repouso e durante teste de exercicio fisico clinico, ainda, sem apresentar
sinais e sintomas de intolerancia ao esforgo, ndo possuir doencas cardiovasculares, disfuncées
osteomioarticulares, respiratorias, neurologicas ou vasculares incapacitantes diagnosticadas.
Foram excluidos do estudo individuos que apresentaram indice de massa corporal > 30
Kg.m?, etilistas, fumantes, diabéticos, hipertensos, usuarios de drogas ilicitas ou
medicamentos que afetassem as respostas das varidveis 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 inflamacao
aguda, ou seja, acima do limite superior de normalidade: 3,0 mg/L (POTSCH et al., 2006). A

Figura 4 ilustra o diagrama de fluxo de inclusdo, exclusédo e perdas dos individuos do estudo.
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Figura 4 - Diagrama de fluxo dos individuos elegiveis para o estudo e estudados.

3.2 Aspectos éticos

Os participantes do estudo foram informados a respeito dos procedimentos a serem
realizados e métodos utilizados no estudo. Também foram fornecidas informacdes sobre o
sigilo dos dados coletados e preservacdo da identidade dos participantes. Apos a livre
aceitacdo em participar da pesquisa, 0s participantes leram e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, conforme as normas do Conselho Nacional de Saude. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade
Federal de S8o Carlos (parecer n° 328.472 - Anexo A).

3.3 Procedimentos experimentais

Os testes e procedimentos experimentais foram realizados no mesmo periodo do dia,
considerando-se o ciclo circadiano. A sala em que foram realizadas as avaliacBes foi
preparada a fim de garantir condi¢Ges adequadas para os procedimentos. A temperatura (22—
23°C) e a umidade relativa do ar (40-60%) foram controladas artificialmente por meio de
condicionador de ar e, quando necessario, por umidificador de ambiente. Os voluntarios

foram orientados previamente aos experimentos para na véspera e no dia do teste: ndo realizar
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esforcos extenuantes, ndo ingerir bebidas alcodlicas e estimulantes (cha, café, chocolate,
refrigerante), alimentar-se bem e ter um bom periodo de sono (tempo e qualidade), fazer uma
refeicdo leve até 2 horas antes do teste e vestir roupas e calcados (ténis) confortaveis. No dia
da realizacdo dos testes experimentais foram realizados procedimentos de familiarizagdo dos
voluntarios com os protocolos experimentais, pessoal técnico, equipamentos e materiais
empregados e as condicdes relacionadas ao estado de saude 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. Ainda, para as mulheres participantes do estudo, em idade
reprodutiva, a fase do ciclo menstrual foi controlada, sendo que a avaliagdo néo invasiva do
controle autondmico cardiovascular (VFC e VPA), a analise dos niveis séricos de PCRus e a
coleta da amostra sanguinea para quantificacdo dos niveis de TNF-a ¢ IL-6 foram realizadas
na fase folicular, periodo compreendido entre o sétimo e o décimo dia, ou seja, entre o0

término da menstruacdo e a metade do ciclo.

3.4 Protocolo experimental

Os voluntarios foram submetidos a avaliacdo clinica e funcional que consistiu em
anamnese, que foi realizada com o objetivo de identificar as caracteristicas pessoais, habitos
de vida, nivel de atividade fisica, uso de medicamentos e presenca de doenca ou fator de risco
conhecido. Esta avaliacdo foi conduzida por fisioterapeuta e realizada no Laboratdrio de
Fisioterapia Cardiovascular da UFSCar. Os voluntarios ainda foram submetidos a um teste de
exercicio fisico clinico, teste de exercicio cardiopulmonar, avaliacdo ndo invasiva do controle
autondmico cardiovascular, exames bioquimicos de sangue e coleta de sangue para
quantificacdo dos niveis de citocinas inflamatorias. Foi respeitado o intervalo minimo de sete

dias entre as avaliacdes.

3.4.1 Teste de exercicio fisico clinico
Foi realizado um teste de esforcgo fisico dindmico continuo, protocolo do tipo degrau,
com o objetivo de avaliar o comportamento cardiovascular (FC, PA, ECG, sinais e sintomas)
em resposta ao exercicio fisico dindmico em diferentes intensidades de esfor¢o. Além disso,
este teste auxiliou na selecdo dos voluntérios, tendo em vista que dentre os critérios de
exclusdo estdo possiveis alteracfes que podem surgir durante a realizacdo do teste de esforco.
O procedimento foi realizado na Unidade Saude Escola — USE/UFSCar, sob a supervisdo de

um cardiologista, auxiliado pelo fisioterapeuta. O protocolo de Bruce (BRUCE, 1956) foi
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aplicado em esteira rolante (Digistress, VEGA). A interrupcdo do teste seguiu 0s critérios
recomendados por Balady e colaboradores (2010).

O ECG antes do exercicio (repouso supino, sentado e em pé), durante apnéia
inspiratdria e hiperventilacdo (realizados na postura sentada), durante e ap6s o exercicio foi
coletado e registrado. A FC e o tracado -eletrocardiografico foram monitorizados
continuamente e foram registrados, conjuntamente com a PA, em repouso, nos ultimos 30
segundos de cada estagio do esforco e no 1°, 3° 6° e 9° minutos de recuperacdo apos a
interrupcao do teste.

3.4.2 Teste de exercicio cardiopulmonar

Os voluntarios foram submetidos a um teste de exercicio cardiopulmonar (TECP) em
esteira ergomeétrica (Master ATL, Inbramed, Porto Alegre, Brasil) para a classificagdo
funcional aerobia. Para o teste foi utilizado protocolo incremental, interrompido na presenca
de sinais ou sintomas de fadiga relatados pelo voluntario, como descrito por Neves et al.
(2011). Os parametros ventilatorios e metabdlicos foram captados e registrados respiracéo a
respiracdo por meio de um sistema ergoespirométrico (CPX/D, Medical Graphics, St. Paul,
MN). O VO, pico foi definido como o consumo de oxigénio (VO;) maximo observado nos 30
segundos finais do exercicio, e 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 eletrocardiégrafo (WinCardio, Micromed
Biotecnologia Ltda., Brasilia, DF, Brasil) e a pressdo arterial, mensurada pelo método
auscultatério e a percepcao de esforco, avaliada pela Escala de Borg foram avaliados a cada 2

minutos.

3.4.3 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada no periodo matutino, respeitando jejum de 12 horas e
foi realizada obrigatoriamente, no mesmo dia da avaliacdo ndo invasiva do controle
autondmico cardiovascular. O sangue venoso foi coletado por puncédo da veia ante-cubital em
tubos a vacuo, sem anticoagulante para analise de citocinas inflamatorias no soro. A coleta foi
feita por profissional especializado, de acordo com os procedimentos do Laboratorio onde a
mesma foi realizada (Unilab, Unimed, Sao Carlos/SP — Certificado 1SO 9001: 2008 — Gestdo
de qualidade).

Apo6s a coleta, uma parte do sangue foi utilizada para a realizagdo do hemograma e

exames bioquimicos (colesterol total e fracOes, glicemia, triglicérides, acido drico, uréia,
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PCRus e creatinina) pelo laboratério de andlises clinicas especializado. A outra parte do
sangue foi centrifugada em 3000 rotagdes por minuto, durante 10 minutos para a separagéo do
soro. O sobrenadante foi realocado em microtubos de 2,0 ml e armazenado em freezer a
temperatura de -80°C para posterior andlise da quantificacdo dos niveis de citocinas

inflamatorias.

3.4.4 Avaliacao néo invasiva do controle autonémico cardiovascular

Previamente a avaliacdo, os voluntarios permaneceram em repouso em supino durante
10 a 15 minutos para a estabilizacdo das variaveis cardiovasculares. Apos, foi iniciada a
coleta simultanea dos intervalos RR do ECG e dos sinais da pressdo de pulso arterial por 15
minutos em posicado supina. Apos este periodo, os voluntarios foram orientados a realizar a
mudanca postural de supino para ortostatismo, permanecendo por 15 minutos. Os voluntarios
foram orientados a ndo falar desnecessariamente e a respirar espontaneamente. A Figura 5

ilustra o procedimento experimental, com o sujeito em posi¢do ortostatica.
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Figura 5 - llustracdo do procedimento experimental realizado na posicdo ortostatica: A) sistema de
captacdo do ECG (BioAmp - ADInstruments, Australia); B) sistema de pletismografia de
dedo (Finometer PRO, Finapress, Holanda); C) cinta respiratéria (Marazza, Monza, Italia).
D) Sistema de aquisicdo e analise de sinais bioldgicos (Power Lab 8/35 - ADInstruments,
Australia).

3.4.5 Aquisicdo dos sinais

O sinal eletrocardiografico foi coletado por meio de um amplificador de ECG
(BioAmp FE132, ADInstruments, Australia), com os eletrodos posicionados na derivacdo
MCS5, na qual o polo negativo foi posicionado no manubrio esternal (M), o pélo positivo na
regido do 5° espaco intercostal (C5) na linha axilar anterior esquerda e o terra na regido do 5°
espaco intercostal na linha axilar anterior direita.

Os sinais respiratorios foram captados por meio de uma cinta respiratoria toracica
(Marazza, Monza, Italia). As ondas de pressdo arterial foram obtidas por fotopletismografia,
utilizando o cuff do Finometer Pro® (Finapres Medical System, Amsterdam, Holanda)

posicionado no dedo médio do membro superior direito (figura 6).
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Figura 6 - llustracdo do posicionamento dos equipamentos pertencentes ao Finometer: A) cuff
posicionado na falange média do dedo médio da mao direita; B) manguito braquial C)
sensor de altura.

Ambos 0s equipamentos estavam acoplados a uma placa de aquisicdo e analise de
sinais biologicos PowerLab 8/35 (ADInstruments, Australia) que constituiu em uma interface
com um microcomputador. ApOs 0 posicionamento dos eletrodos para a captacdo do
eletrocardiograma e da cinta respiratoria toracica, cuff, manguito e sensor de altura (sistema
de pletismografia) no membro superior direito era iniciada a calibracdo do sistema de
pletismografia por meio da calibracdo fisioldégica (physiocal) e correcdo dos valores de
pressdo (FinAP) pelos valores de pressdo arterial braquial (reBAP). Apés a calibracdo
iniciava-se o procedimento experimental de analise ndo invasiva do controle autonémico
cardiovascular.

A figura 7 ilustra a aquisi¢do dos sinais de ECG (iRR), onda de pressdo (presséo de

pulso) e sinal respiratorio, de um dos sujeitos estudados.
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Figura 7 - llustracdo da aquisicao dos sinais de ECG (iRR), onda de presséo (pressao de pulso) e sinal
respiratdrio, de um dos participantes do estudo.

3.5 Processamento de dados

3.5.1 Extracdo das séries de variabilidade batimento a batimento

Ap0s a deteccdo do complexo QRS no eletrocardiograma foi realizada a localizacéo de
seu pico utilizando interpolacdo parabdlica. Os intervalos R-R foram entédo calculados como a
distancia temporal entre dois vértices parabdlicos consecutivos. O valor maximo de pressao

arterial encontrado dentro um intervalo R-R foi considerado como a PAS (figura 8).
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Figura 8 - Exemplo de ondas de ECG (traco verde), pressao arterial (traco preto), e sinal respiratorio
(trago vermelho). A localizacdo de cada pico do complexo QRS é marcado por meio do
simbolo de adicdo (+), e os intervalos RR consecutivos sdo denotados como R-R;, e R-Ry.;.
Além disso, os valores da pressdo arterial sistélica e diastélica foram marcados por diamante
(0) e o simbolo do tridangulo (A) Na onda da pressdo sanguinea, dois valores da pressdo
arterial sist6lica consecutivos (correspondentes aos dois intervalos R-R) sdo indicados como
SBP, e SBP,.;. Fonte: Material adaptado de NEMATI, S. et al. Respiratory Physiology &
Neurobiology, v. 189, p. 27- 33, 2013.

A ocorréncia dos picos de PAS e do complexo QRS foi cuidadosamente checada para
evitar deteccOes incorretas, batimentos ndo detectados e batimentos ectopicos. A sequéncia de
valores de intervalos RR em milissegundos (ms) e PAS em milimetros de mercurio (mmHg)
constituiram as séries batimento a batimento utilizadas para a analise espectral cruzada (figura
9). Apds a extracdo das séries foram escolhidas sequéncias estaveis de 256 pontos nas

posicdes supina e ortostatica.
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Figura 9 - llustracdo de um tacograma (A) e sistograma (B) de um dos sujeitos do estudo, nas

posicBes supina e ortostatica.

3.5.2 Analise espectral cruzada

A andlise espectral cruzada entre os intervalos R-R e a PAS pode ser realizada para
determinar a coeréncia (relacdo de dependéncia linear entre as variabilidades dos sinais), a
fase (relacdo temporal entre as variabilidades dos sinais) e 0 ganho (o).

A analise espectral cruzada foi realizada pelo modelo bivariado autorregressivo
(NOLLO et al., 2005) e medida no maximo ponto de coeréncia (GULLI et al., 2005) (figura
10).
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Figura 10 - llustracdo de um modelo bivariado autorregressivo para descricdo da interacdo da
variabilidade das séries dos intervalos R-R e pressdo arterial sistélica (PAS). O ponto
inicial das séries de intervalos R-R (rr) e PAS (sap) sdo o resultado de auto-influéncias
(blocos Arr.rr € sap-sap), as influéncias matuas (blocos Arr-sap € Asap-rr), € efeitos de fontes de
ruidos independentes (representados pelos sinais de ruido branco W, e Ws,). Fonte:
Material adaptado de NOLLO, G. et al.. Am J Physiol Heart Circ Physiol., v. 288, p.
H1777-H1785, 2005.

i
A funcdo de coeréncia ( ' ) é definida como a magnitude ao quadrado da densidade

2
espectral cruzada ( | Prr—sp(f) ) normalizada pelo produto da densidade espectral de cada

um dos espectros (Pf'f' (J". j e P*I’U >).

o NPr—p(D)?
D= 5 P

A coeréncia varia de 0 a 1, e quantifica a relagdo linear entre as duas séries (DE BOER
et al., 1985). Uma vez que a coeréncia apenas revela a presenca de um sinal comum nos dois
canais investigados, ela ndo é capaz de distinguir se o acoplamento é uma relacéo de feedback

(SAP - R-R) ou de feedforward (R-R = SAP) (figura 11).
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Figura 11 - Exemplo representativo da coeréncia entre SAP e iRR em baixa (BF) e alta (AF)
frequéncia. Fonte: Material adaptado de NOLLO, G. et al. Am J Physiol Heart Circ

Physiol., v. 288, p. H1777-H1785, 2005.

A funcdo de transferéncia ( (f )) fornece uma caracterizacdo, no dominio da
frequéncia, da relagdo linear entre um sinal, considerado como sinal de entrada ou efeito e

outro, considerado como sinal de saida ou causa.

Pr'-r'—sp(f)

HD ==

A fase da funcdo de transferéncia representa a medida do atraso entre a alteracdo no
sinal de entrada e a mudanca resultante no sinal de saida. A unidade da fase é o radiano (rad).
O valor de 0 rad indica que ndo ha atraso entre as séries (STAUSS, 2012).

O ganho da funcéo de transferéncia (o) € a medida de quanto a funcdo de saida (rr)
altera para uma dada mudanca na funcéo de entrada (sp). A unidade do ganho ¢ a unidade do

sinal de saida dividido pela unidade do sinal de entrada, neste caso, ms/mmHg.

o (f)= 11 ()
sp (D

A andlise espectral cruzada € realizada em duas frequéncias distintas: baixa frequéncia
(BF) 0,04 Hz a 0,15Hz, relacionada com a atividade barorreflexa e alta frequéncia (AF) 0,15 a

0,4 Hz, que corresponde a frequéncia respiratoria (NOLLO et al., 2005) (figura 12).
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Figura 12- Exemplo representativo de anlise espectral cruzada entre os intervalos iRR e PAS de um
dos participantes do estudo.

3.5.3 Quantificagéo dos niveis de citocinas séricas

As citocinas foram quantificadas no soro das amostras sanguineas de acordo com
instrucdes do fabricante empregando o método ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay). As citocinas IL-6 e TNF-o (BD Biosciences Optéia Set) foram detectadas empregando
anticorpos de captura (Anti-human TNF-a ¢ IL-6), citocinas recombinantes-padrdo e
anticorpos de deteccdo (Biotinylated Anti-human TNF-a ¢ IL-6) e amplificados com avidina-
peroxidase (Streptavidin-horsehadish peroxidase conjugate). Como substrato foi utilizado
tetra-metil-benzidina (TMB) e a reacdo foi bloqueada adicionando é&cido sulfdrico
(2NH,S0O,). A leitura das amostras foi realizada em leitora de placa com filtro de 450 nm e o
limite de sensibilidade do ELISA para deteccdo das citocinas no soro foi especificado de

acordo com a indicacao do fabricante (figura 13).
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Figura 13 - llustracdo das etapas do método ELISA. Fonte: Material adaptado de GOLDSBY, R. A.
et al. Kuby Immunology. Sixth ed. New York: WH Freeman Comp, 2000, 670 pp.

3.6 Analise estatistica

Para a analise estatistica, utilizou-se o software SigmaPlot 11.0 (Systat, USA, 2011)
sendo empregado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade da distribuicdo dos
dados. Os dados foram analisados por meio do teste de analise de variancia ANOVA one-way
com post-hoc de Tukey ou Kruskal-Wallis ANOVA one-way com post-hoc de Dunn’s. Foi
utilizado tambeém o teste de Correlagdo de Spearman. O nivel de significancia estabelecido
para os testes foi p<0.05. A classificagdo dos coeficientes de correlacdo de Spearman foi
realizada de acordo com Munro (2001): correlacdo pequena: 0 a 0,25; baixa: 0,26 a 0,49;
moderada: 0,50 a 0,69; alta: 0,70 a 0,89 e muito alta: 0,90 a 1,00.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos participantes do estudo

Em relacdo as caracteristicas antropométricas [valores expressos em mediana
(1°quartil-3°quartil)], ndo houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados para altura e
massa corporal. J& para o indice de massa corporal (IMC) o grupo 41-50 apresentou valores
estatisticamente maiores quando comparado ao grupo 21-30 e 31-40 [26(23-28); 23(21-24);
24 (22-25), respectivamente], ainda, o grupo 61-70 apresentou maiores valores quando
comparado ao grupo 21-30 [25(24-27); 23 (21-24), respectivamente]. O consumo pico de
oxigénio (VO pico) foi menor nos grupos 51-60 e 61-70 comparado a 31-40 [27 (23-34); 24
(19-30; 36 (28-43), respectivamente].

Com relagdo a analise bioquimica do sangue, que foi realizada no mesmo dia da
aquisicao dos sinais de ECG/FC e PA, o colesterol total foi maior nos grupos 41-50, 51-60 e
61-70 quando comparado ao grupo mais jovem [199(183-221); 214 (200-254); 200 (186-
235); 154 (139-184), respectivamente], enquanto o LDL (lipidio de baixa densidade)
apresentou maiores valores em 41-50, 51-60 e 61-70 comparado a 21-30 [121 (94-142); 132
(111-148); 124 (107-148); 86 (59-106) mg/dL, respectivamente] bem como maior valor em
51-60 quando comparado a 31-40 [103 (78-121)]. Ainda, o triglicerides foi maior em 51-60 e
61-70 comparado 21-30 [113 (94-174); 119 (94-147); 73 (64-84) mg/dL, respectivamente].O
mesmo ocorreu com 0 VLDL (lipideo de muito baixa densidade) [23 (19-35); 24 (19-29); 15
(13-17) mg/dL, respectivamente] e ureia [34(30-38); 33 (30-39), 27 (24-32) mg/dL,
respectivamente]. A glicemia de jejum apresentou maior valor no grupo 61-70 em relacdo a
21-30 [92 (89-100); 94 (91-101); 87 (84-91) mg/dL, respectivamente]. As variaveis HDL
(lipidio de alta densidade), creatinina e acido Urico ndo apresentaram diferencas significativas

entre 0s grupos estudados.

4.2 Analise bivariada entre iRR e PAS

As figuras 14 e 15 apresentam os dados referentes a analise bivariada entre 0s iIRR e a
PAS nas posicdes supina e ortostatica. Na figura 14 podemos observar que, na posi¢cao supina,
a coeréncia entre iRR e PAS no componente espectral de BF foi menor no grupo 61-70
quando comparado a 21-30. J& a analise da fase em BF mostrou maior atraso em 41-50, 51-60
e 61-70 comparado a 21-30 e maior atraso em 51-60 e 61-70quando comparado a 31-40. O
ganho em BF apresentou menores valores nos grupos 51-60 e 61-70 quando comparado a 21-

30. J& para o componente espectral em AF houve menor valor em 61-70 comparado a 21-30,
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31-40 e 41-50 e menor valor em 51-60em comparacdo a 31-40. Ainda no componente
espectral de AF houve maior atraso de fase entre as respostas de iRR e PAS na faixa etéria
51-60 em relacdo a 21-30. Nao houve diferenca estatistica para a varidvel coeréncia nesse

componente espectral (figura 14).

Na posicdo ortostatica (figura 15) podemos observar que a coeréncia entre iRR e PAS
no componente BF, na posi¢do ortostatica, foi menor no grupo 51-60 comparado a 21-30.
Ainda, a fase em BF mostrou um atraso maior na faixa etaria de 61-70 em relacdo a 21-30,
31-40 e 41-50, bem como em 51-60 quando comparado a 21-30. O ganho em BF foi menor
nos grupos 51-60 e 61-70 quando comparados a 21-30 e 31-40. Nao houve diferenca
estatistica para 0 componente espectral de AF na posi¢do ortostatica com exce¢do do ganho,

onde o grupo 61-70 apresentou menores valores quando comparado a 41-50 (figura 15).
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Figura 14 - Dados das analises bivariadas (coeréncia, fase e ganho) entre os intervalos RR e PAS em

supino por faixa etaria. AF: alta frequéncia; BF: baixa frequéncia; K*: coeréncia; a: ganho
da sensibilidade baroreflexa. *p<0.05 comparado a 21-30; * p<0.05 comparado a 31-40;
#p<0.05 comparado a 41-50. Teste de analise de variancia ANOVA one-way post-hoc de
Tukey ou Kruskal-Wallis ANOVA one-way post-hoc de Dunn’s.
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Figura 15 - Dados das analises bivariadas (coeréncia, fase e ganho) entre os intervalos RR e PAS em

ortostatismo por faixa etaria. AF: alta frequéncia; BF: baixa frequéncia; K*: coeréncia; a:
ganho da sensibilidade baroreflexa. *p<0.05 comparado a 21-30; * p<0.05 comparado a
31-40; *p<0.05 comparado a 41-50. Teste de anélise de variancia ANOVA one-way post-
hoc de Tukey ou Kruskal-Wallis ANOVA one-way post-hoc de Dunn’s.
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4.2.1 Analise da relacéo entre a anélise bivariada e idade

A figura 16 mostra que na condicdo de repouso, em supino, h& uma baixa relacéo entre
a coeréncia na banda de BF (K?gr.pas BF) e a idade (r= -0,327, p<0,001), mostrando que com
0 incremento da idade hd uma reducdo da coeréncia entre a resposta pressérica e 0 iRR, 0
mesmo ocorreu na posicao ortostatica (r=-0,325, p<0,001) (figura 16). No entanto, quando
analisada a relacdo da idade com a coeréncia na banda de AF (K’gr.pas AF) na posic&o supina
e ortostatica, ndo foram observadas correlagOes estatisticamente significantes (figuras 16 e 17,
respectivamente).

Por outro lado, quando se relacionou a idade com a fase na banda de BF (Faserr-pas
BF), na condicdo de repouso em supino, observou-se baixa correlagdo (r= -0,463, p<0,001)
(figura 16). O mesmo ocorreu para a variavel na posicdo ortostatica (r= -0,475, p<0,001)
(figura 17). A relagéo observada mostra que ha uma redugéo na fase com o aumento da idade,
isto €, com o incremento da idade ha um aumento do atraso entre a resposta pressorica e 0
IRR. No entanto, assim como o observado com a coeréncia, ndo foi observada correlagdo
significante para a fase na banda de AF (Faserr-ras AF) em supino (figura 16) e em
ortostatismo (figura 17).

O ganho apresentou baixa relacdo entre o componente espectral BF (r=-0,460,
p<0,001) e a idade e moderada relacdo em AF (r=-0,537, p<0,001), ambos na posicao supina
(figura 16). Com relacdo a posicdo ortostatica observou-se moderada relacdo entre o
componente espectral BF (r=-0,546, p<0,01) e a idade e pequena relacdo entre 0 componente
espectral AF (r=-0,234, p=0,014) e a idade (figura 17).
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Figura 16 - Relacdo entre a idade e as analises bivariadas (coeréncia, fase e ganho) entre os intervalos
RR e PAS em supino. e: grupo 21-30; o: grupo 31-40; V¥ : grupo 41-50; A: grupo 51-60; m:
61-70; AF: alta frequéncia; BF: baixa frequéncia; K?: coeréncia; o ganho da sensibilidade
baroreflexa Coeficiente de correlacdo de Spearman (r) e p-valor.
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Figura 17 - Relacdo entre a idade e as analises bivariadas (coeréncia, fase e ganho) entre os intervalos
RR e PAS em ortostatismo. e: grupo 21-30; o: grupo 31-40; V¥ : grupo 41-50; A: grupo 51-
60; m: 61-70; AF: alta frequéncia; BF: baixa frequéncia; K2 coeréncia; o: ganho da
sensibilidade baroreflexa. Coeficiente de correlagdo de Spearman (r) e p-valor.

4.3 Determinacao dos niveis de PCRus e citocinas séricas

As figuras 18, 19 e 20 apresentam os dados dos marcadores inflamatdrios produzidos

pelos individuos avaliados e divididos nas faixas etarias estudadas. O marcador inflamatério

PCRus (mg/L), apresentou maiores valores na faixa etaria 51-60 [1,12 (0,73-2,05)] quando
comparado a 21-30 [0,09 (0,04-0,32)], 31-40 [0,30 (0,14-0,76)], 41-50 [0,38 (0,14-0,720]

(Figura 18). J& o TNF-a ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos estudados (figura

19). Enquanto a citocina IL-6 apresentou maiores valores nos grupos 51-60 [0,85 (0,76-0,92)]
e 61-70 [0,82 (0,75-0,92)] quando comparado ao grupo 21-30 [0,74 (0,69-0,76)] (figura 20).
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Figura 18 - Dados da quantificacdo dos niveis de PCRus dos grupos estudados. *p<0.05 comparado a
21-30; +p<0.05 comparado a 31-40; “p<0.05 comparado a 41-50. Teste de analise de
variancia Kruskal-Wallis ANOVA one-way post-hoc de Dunn’s
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Figura 19 - Dados da quantificacdo dos niveis de TNF-o dos grupos estudados. Teste de analise de
variancia Kruskal-Wallis ANOVA one-way post-hoc de Dunn’s.
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Figura 20 - Dados da quantificacdo dos niveis de IL-6 dos grupos estudados. Teste de analise de
variancia Kruskal-Wallis ANOVA one-way post-hoc de Dunn’s. *p<0.05 comparado a 21-
30; +p<0.05 comparado a 31-40. Teste de analise de variancia Kruskal-Wallis ANOVA

one-way, post-hoc de Dunn’s.

4.3.1 Andlise da relagédo entre marcadores inflamatorios e idade
Os dados da relacdo dos marcadores inflamatorios PCRus, TNF-a ¢ 11-6 com a idade
encontram-se nas figuras 21, 22 e 23, respectivamente. Em todos os marcadores inflamatorios
estudados é possivel identificar a tendéncia ao aumento dos niveis dos mesmos em funcéo da

idade, porém somente a PCRus e a IL-6 apresentaram relagdes estatisticamente significantes

(r=0,369, p<0,001; r=0,399, p<0,001, respectivamente.
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Figura 21 - Relagéo entre a idade e PCRus. ®: grupo 21-30; o: grupo 31-40; V¥: grupo 41-50; A: grupo 51-60; m:
61-70. Coeficiente de correlacdo de Spearman (r) e p-valor.
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Figura 22 - Relagdo entre TNF-a e idade. ®: grupo 21-30; o: grupo 31-40; V¥ : grupo 41-50; A: grupo
51-60; m: 61-70.
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Figura 23 - Relagdo entre TNF-a e idade . ®: grupo 21-30; o: grupo 31-40; V¥ : grupo 41-50; A: grupo
51-60; m: 61-70. Coeficiente de correlagdo de Spearman (r) e p-valor.

4.4 Andlise da relacédo entre marcadores inflamatorios e analise bivariada

Na tabela 1 estdo os dados da correlacdo entre os marcadores inflamatdrios
representados pelas citocinas e PCRus e as variaveis da analise bivariada. Na posicdo supina
ndo foi encontrada correlacdo entre as variaveis da analise bivariada e marcadores
inflamatdrios. J& na posicdo ortostatica, foi observada negativa e pequena relacdo entre o
marcador inflamatério PCRus e coeréncia (K?), fase e ganho (a) na banda de baixa
frequéncia. Na mesma posi¢do, o marcador inflamatorio IL-6 apresentou negativa e baixa
relacdo com a fase e negativa e pequena relagdo com o ganho em baixa frequéncia. Ndo houve

relacéo estatisticamente significante entre 0 TNF- o ¢ a analise bivariada.



Tabela 1- Relagdo entre PCR-us, TNF-a ¢ IL-6 e os indices fase, coeréncia e

ganho da analise espectral cruzada na posicao supina e ortostéatica.

PCRus TNF-a IL-6

r r R
Supino
K? (BF) ns ns ns
K? (AF) ns ns ns
Fase (BF) ns ns ns
Fase (AF) ns ns ns
a (BF) ns ns ns
a (AF) ns ns ns
Ortostatismo
K? (BF) -0,239* ns ns
K? (AF) ns ns ns
Fase (BF) -0,249* ns -0,273*
Fase (AF) ns ns ns
a (BF) -0,178* ns -0,203*
a (AF) ns ns ns

AF: alta frequéncia; BF: baixa frequéncia; K* coeréncia;

Coeficiente de correlagdo de Spearman (r) e * p<0,05.

ns: ndo significante; a: ganho.
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5. DISCUSSAO

Este estudo relacionou a sensibilidade barorreflexa, avaliada por meio da anélise de
acoplamento dos intervalos RR e a pressdo arterial sistlica, e os niveis plasmaticos de
marcadores inflamatdrios como a producdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a ¢ IL-6) e
PCRus no processo de envelhecimento. O principal achado é que ha relacdo entre a
diminuicdo da sensibilidade barorreflexa, e aumento da producdo de marcadores
inflamatorios. Ainda, a diminuicdo mais proeminente da sensibilidade barorreflexa, em
consequéncia do envelhecimento natural, por meio da analise de fase e ganho, comeca a
ocorrer em uma faixa etaria anterior (i.€, 41- 50 anos) aquela identificada pela PCRus e IL-6,
i.6, 51- 60 anos. Ainda, os resultados sugerem que 0s niveis dos marcadores inflamatérios
representados pela producdo de citocinas pré-inflamatérias aumentam e a sensibilidade
barorreflexa diminui ao longo do envelhecimento natural humano. Dessa forma, nosso estudo
tornar-se um importante relato, onde discutimos o envelhecimento natural e as modificagbes

cardiovasculares, relacionada as modulagdes imunes no envelhecimento.

5.1 Analise bivariada entre IRR e PAS em funcéo da idade.

Com a analise espectral cruzada observamos o efeito da idade sobre as variaveis

coeréncia, fase e ganho.

Com relacédo a coeréncia, em ambas as posturas, houve reducdo da mesma em funcéo
da idade, com excecdo da coeréncia em alta frequéncia em ortostatismo. Assim, 0s grupos de
maior idade apresentaram valores mais baixos, indicando que ha coeréncia entre as séries,

porém ela esta reduzida quando comparada aos grupos de menor idade.

Houve dificuldade em encontrar estudos que avaliassem a coeréncia em diversas
faixas etarias, pois, a maioria dos estudos utiliza a coeréncia apenas como um parametro para
realizar ou ndo a analise do ganho (SINGH et al., 2006; PINNA e MAESTRI et al., 2002).
Nesses estudos, é estabelecido um valor minimo de corte para essa variavel, i.é, 0,5 (Robbe et
al., 1987), porém, no presente estudo ndo o adotamos por ser um valor arbitrario. Assim,
optou-se por analisar todos os valores de coeréncia, seguindo o estudo de Pinna e
colaboradores (2002).

Faes e colaboradores (2006) avaliaram 4 homens sem doencas cardiovasculares
(31+13 anos) em supino e ap0s tilt. Na analise de um sujeito na posi¢do supina os valores
obtidos para a variavel coeréncia foram proximos a 0,6, ja ap06s o tilt os valores chegaram

proximos a 1,0. Este achado é concordante com os achados dos grupos mais jovens desta
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pesquisa em ambas as posturas. Em contrapartida, Pinna e colaboradores (2002) ao avaliar 19
sujeitos de meia idade de ambos o0s sexos (45+4 anos) na posi¢ao supina encontraram o valor
de 0,45 (0,36-0,55) para coeréncia. No presente estudo a mesma faixa etaria apresentou
valores distintos [0,803 (0,754-0,880)]. Essa inconcordancia pode ser atribuida ao fato de que
no estudo de Pinna e colaboradores, a coeréncia foi estimada de forma diferente, baseada no
ganho, espectro de potencia do ruido e espectro de potencia da PAS.

Cevese e colaboradores (2001) avaliaram 8 sujeitos (6 homens e 2 mulheres) na
posicdo supina com idade entre 23 e 36 anos e obtiveram a média de 0,7+0,15 para a
coeréncia, estes achados sdo proximos a este estudo, onde 0s grupos mais jovens apresentam
valores de mediana de 0,85 e 0,83 para o grupo 21-30 e 31-40, respectivamente. Neste estudo
ainda foi avaliada a fase em graus (-65,1+18,2), o0 que corresponde a -1,13+0,32.

Ainda, de acordo com Porta e colaboradores (2013) e em concordancia com 0s
achados deste estudo, os valores de coeréncia devem aumentar no ortostatismo em relacéo ao
supino, os valores de fase devem tornar-se mais negativos e o ganho deve diminuir devido ao
estimulo simpético dado pela mudanca postural.

Em relacdo a variavel fase, esta apresentou-se mais negativa com o passar das
décadas, sugerindo que com o envelhecimento ocorre um maior atraso na fase, ou seja, 0
mecanismo de barorreflexo necessita de periodos de tempo cada vez maiores para levar a
informacdo de alteracdo de PAS até o sistema nervoso central e para este, devolver a
informacdo de correcdo ao coracdo. Pode-se observar que o grupo 61-70, em ambas as
posturas, apresentou valores mais negativos quando comparado aos demais grupos.

Halamek e colaboradores (2003) avaliaram 28 jovens saudaveis com idade media de
22+3 anos (6 mulheres) e 13 idosos saudaveis (2 mulheres), com idade média de 63£7 anos na
posicdo supina em diferentes frequéncias de respiracdo. Na respiracdo ndo controlada a fase
(BF) apresentou valor de -55£18 graus para 0 grupo jovem, o que corresponde a -0,95+0,31
rad. Ja o grupo idoso apresentou valor de -53+27 graus, isto é, -0,92+0,47 rad. Estes achados
ndo sdo concordantes com o presente estudo, pois ndo identificou diferenca significativa entre
as duas faixas etéarias, ainda, os valores de fase para o grupo idoso nao foi concordante com o
presente estudo que obteve valores mais negativos em funcdo da idade e que condiz com a
teoria de que as variaveis que avaliam o barorreflexo diminuem em funcéo da idade. Porém,
para 0 estudo de Halamek e colaboradores os grupos estudados ndo apresentaram n
semelhante e ndo foi utilizado o mesmo numero de homens e mulheres nos grupos. Os
mesmos autores avaliaram também a coeréncia e como na fase, ndo foi observada diferenca

entre os grupos (0,46+0,3; 0,45x0,3 para jovens e idosos, respectivamente).
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H& controversas na literatura em relacdo a coeréncia e fase em funcdo do
envelhecimento, pois grande parte dos trabalhos dedica-se a estudar o ganho da sensibilidade
barorreflexa por ser a varidvel que melhor representa a sensibilidade barorreflexa (SINGH et
al., 2006; FAUVEL et al., 2007; BARANTKE et al., 2008). Porém os achados deste estudo,
provenientes da analise coeréncia e fase, sdo de grande importancia, pois acrescentam outros
tipos de informagdes sobre a sensibilidade barorreflexa, uma vez que a coeréncia identifica o
grau de relacdo entre as variaveis responsaveis pelo mecanismo de barorreflexo e a fase
fornece a informacgéo temporal do mecanismo barorreflexo.

Com relacdo ao ganho, este apresentou maiores valores nas faixas etarias mais novas
nas duas posturas indicando que nesses grupos o sinal de saida é altamente influenciado e
modificado por alteracfes no sinal de entrada. J& nos grupos de maior idade o sinal de saida
sofreu menor influéncia de modificagfes do sinal de entrada. Segundo Stauss (2012), o ganho
da funcéo de transferéncia entre a pressao arterial, que € o sinal de entrada e os intervalos R-
R, que correspondem ao sinal de saida sdo definidos como a medida da sensibilidade do
barorreflexo, assim, observamos que a sensibilidade barorreflexa reduziu ao longo do
processo de envelhecimento.

Diversos estudos se propuseram a estudar a sensibilidade barorreflexa utilizando
diversas metodologias e populacbes (BARANTKE et al., 2008; FAUVEL et al.,, 2007,
LAITINEN et al., 1998; LAITINEN et al., 2004; MONAHAN 2007).

Barantke e colaboradores (2008) avaliaram sujeitos saudaveis de ambos o0s sexos e
idade entre 10 e 88 anos, divididos em quatro faixas etarias. A mudanca postural ativa foi
utilizada como estimulo para a medida da sensibilidade barorreflexa. Diferentemente do
presente estudo a sensibilidade barorreflexa foi avaliada por meio da técnica da sequéncia e
embora tenha identificado correlacdo negativa entre a sensibilidade barorreflexa e a idade, as
diferencas entre as faixas etarias ndo foram estatisticamente significantes, o que permitiu
apenas identificar o decréscimo da sensibilidade barorreflexa, mas ndo foi capaz de identificar
em qual década essas alteraces foram mais proeminentes, ainda, no estudo a composicdo das
4 faixas etarias ndo apresentou divisao igualitaria entre géneros.

Em um estudo prospectivo, Fauvel e colaboradores (2007), avaliaram a sensibilidade
barorreflexa dos iR-R e o intervalo de pulso através do ganho da analise espectral cruzada de
205 homens com idades entre 18 e 55 anos (média 37+10), divididos em 6 grupos de acordo
com a idade (20-25; 26-30; 31-35; 36-40; 41-45), antes e apds 5 anos. Os resultados obtidos
indicaram uma relagdo negativa entre o ganho da sensibilidade barorreflexa e a idade. Neste

estudo, o grupo de menor idade apresentou valores semelhantes ao do presente estudo (16
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ms/mmHg), bem como o grupo de maior idade (10 ms/mmHg). Portanto, os resultados séo
concordantes com a literatura, que indica a diminuicdo da sensibilidade barorreflexa com o
envelhecimento, porém, no presente trabalho foi possivel identificar em qual faixa etéria as
alteracOes da sensibilidade barorreflexa, por meio da fase, comegam a aparecer, ainda, foi
possivel analisar a sensibilidade barorreflexa por meio da coeréncia e fase, j& que na
literatura, esta bem estabelecido que o ganho da sensibilidade barorreflexa diminui em funcéo
da idade (LAITINEN et al., 1998; LAITINEN et al., 2004).

Davy e colaboradores (1998) avaliaram jovens (media = 25 anos, n = 8) e idosos (69
anos, n = 7) saudaveis. A atividade nervosa foi avaliada por meio da microneurografia
peroneal e foi administrado a substancia fenilefrina para modificar os niveis de pressdo
arterial e consequentemente estimular os barorreceptores. Os resultados mostraram que nédo
houve alteragdo na atividade nervosa simpatica em idosos durante o aumento de pressao
arterial, portanto concluiu-se que a sensibilidade barorreflexa esta sob o controle vagal. Estes
resultados sdo importantes, pois a diminuicdo da estimulacdo dos barorreceptores em idosos
leva a menor modulacéo vagal, e estd é um importante marcador de mortalidade (FAUVEL et
al., 2007).

A sensibilidade baroreflexa foi avaliada nos componentes de BF e AF, porém o
componente de BF é mais adequado para a avaliacdo das variagBes pressoricas, pois este
componente corresponde as ondas vasomotoras e esta presente no periodo cardiaco e
variabilidade da pressdo arterial. J& o componente de AF corresponde ao ritmo respiratorio
(MALLIANI et al., 1991). Os achados deste estudo foram melhores expressos em BF, onde
foram encontradas diferencas entre 0s grupos e relacéo entre as variaveis estudadas e a idade.

Como dito anteriormente, o barorreflexo é ativado em resposta a um estimulo que
tenha causado a alteracdo da PAS, como por exemplo, a mudanca postural, por esse motivo, é
mais adequada a avaliacdo do barorreflexo em ortostatismo, embora alguns estudos mostrem
dados de barorreflexo coletados em repouso (BARANTKE et al., 2008).

Os resultados provenientes da analise bivariada sdo condizentes com as alteracdes
estruturais e funcionais do sistema cardiovascular provenientes do envelhecimento, pois a
modificacdo na quantidade de neurotransmissores liberados pelo SNA, a diminuicdo do
numero de receptores especificos (LAKATTA e LEVY, 2003), modificagdes nos vasos
sanguineos (LAKATTA e LEVY, 2003; LAKATA, 2008), como diminuicao da luz vascular e
disfuncdo endotelial (BORTOLOTTO, 1999), aumento da espessura e reducdo da
complacéncia das paredes do ventriculo esquerdo (FLEG e STRAIT, 2012; DAl et al., 2012),

aumento do espessamento e rigidez da parede das artérias e formacao de placas de ateroma na
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camada intima, resultando em uma diminuicdo da sensibilidade dos receptores periféricos
(MILIC et al., 2009) promovem a diminui¢do da sensibilidade barorreflexa nos individuos
idosos.

5.2 Analise dos niveis plasméticos dos marcadores inflamatorios (PCRus, IL-6 e TNF-

a) em funcéo da idade

A anélise da relacdo dos niveis plasméticos de PCRus e a idade indicou o0 aumento da
PCRus com o envelhecimento, Foi observado que o grupo 51-60 apresentou 0s maiores
valores comparativamente aos trés grupos de menor idade, porém, todos os participantes
possuiam valores dentro da faixa de normalidade. Na analise da IL-6, os resultados foram
semelhantes, aumento dos niveis da mesma em fungéo da idade e maiores valores nos grupos
51-60 e 61-70 quando comparados ao grupo de menor idade. Ja na analise dos niveis de TNF-
a ndo foi possivel evidenciar diferengas entres os cinco grupos, porém foi possivel identificar
a tendéncia ao aumento dos niveis deste marcador inflamatorio em funcdo da idade. O fato de
0 TNF- a, que ¢ precursor da IL-6 e por consequéncia, também da PCR, ndo ter alterado de
maneira similar aos demais marcadores pode ser explicado, pois, ao estimular a producdo de
IL-6, esta passa a inibir a producdo de TNF- o ¢ estimula a liberagdo de receptores de TNF- o
(SCHINDLER et al., 1990).

Gonzalo-Calvo e colaboradores (2010) avaliaram os niveis de IL-6 € TNF-a em
individuos aparentemente saudaveis idosos (média de 83 anos, 55% sexo feminino) e de
meia-idade (18 a 40, média de 26 anos, 47% sexo feminino). A analise da IL-6 ndo permitiu
identificar diferencas entre os dois grupos, ja 0 TNF-a foi estatisticamente maior no grupo
idoso quando comparado ao grupo de meia-idade. Os achados deste trabalho sdo distintos do
presente estudo, porém no estudo de Gonzalo-Calvo e colaboradores o grupo meia-idade era
composto por individuos de 18 a 40 anos, ou seja, alguns individuos deveriam ser
classificados como jovem além de os grupos nao apresentarem o mesmo nimero de homens e
mulheres. Ainda, a classificacdo como sujeito saudavel ndo foi baseada em exames clinicos,
ndo foi realizado um exame de PCR, marcador inflamatorio classico, para comprovar que 0s
individuos ndo estavam com uma inflamacéo recente instaurada, portanto estes fatores podem
ter comprometido as conclusfes desses autores e podem ter corroborado para a distincdo dos
achados entre 0s estudos.

Alvares-Rodrigues e colaboradores (2012) ao avaliarem 73 individuos saudaveis
divididos em grupo jovem (26,2+2,4), meia-idade (44,7+ 8,4) e idoso (70,6+7,9), sem historia
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prévia de inflamagdes, encontraram correlagdo positiva da IL-6 e TNF-a (r=0,664; r=0,368,
respectivamente) em funcéo da idade, ainda, os niveis de IL-6 foram estatisticamente maiores
no grupo idoso quando comparado ao grupo de meia-idade e jovens. A quantificacdo do TNF-
a apresentou valores estatisticamente significantes no grupo jovem quando comparado aos
demais. Estes achados corroboram com nosso estudo, indicando que ha uma correlacdo
positiva entre 0s niveis plasméticos de marcadores inflamatorios e a idade, bem como maiores
valores de IL-6 em grupos de maios idade.

Nas ultimas décadas diversos estudos se propuseram a avaliar 0s niveis de citocinas
inflamatorias no processo de envelhecimento natural humano, porém, os resultados ainda sdo
conflitantes e nem sempre sdo estudos in vivo, ainda hd a dificuldade de dissociar o
envelhecimento natural do envelhecimento patolégico (GONZALO-CALVO et al., 2010).

Diferentemente dos estudos mostrados acima, este trabalho teve a preocupacdo de
excluir os participantes que apresentassem PCRus alterada, pois embora o participante ndo
relatasse um processo inflamatorio este poderia estar presente. E ainda, neste trabalho os
individuos foram divididos em cinco grupos, ndo permitindo alto valor de desvio padréo para

a idade e numero igual de homens e mulheres em cada grupo.

5.3 Relacao entre os niveis séricos dos marcadores inflamatdrios e a andlise bivariada.

Neste estudo foi observada uma relacdo negativa entre coeréncia, fase e ganho em BF
e ortostatismo e PCR-us. Ja a IL-6 apresentou correlacdo negativa com fase e ganho na
mesma banda de frequéncia e ortostatismo. O TNF-a ndo apresentou relacdo com as variaveis
da analise bivariada. Os achados provenientes dos marcadores inflamatérios PCRus e IL-6,
evidenciam a relacdo hipotetizada neste estudo de que a diminuicdo da sensibilidade
barorreflexa avaliada pela analise espectral cruzada implica em aumento dos niveis dos
marcadores inflamatorios IL-6 e PCRus.

Stein e colaboradores (2008) avaliaram 565 idosos com idade igual ou superior a 65
anos. Niveis de IL-6 e PCR e 4 medidas representativas da VFC (SDNN, rMSSD, VLF,
LF/HF) foram analisadas. Os resultados mostraram que o aumento dos niveis dos marcadores
inflamatérios estdo relacionados a menor VFC, sugerindo que a inflamacdo pode contribuir
para o declinio na funcédo cardiovascular encontrada em idosos.

Ainda, Kanel e colaboradores (2008) ao avaliar individuos saudaveis (36,1+0,8), de
ambos 0s sexos encontraram relacdo positiva entre niveis plasmaticos de IL-6 e baixa VFC,

avaliada pela reducdo de AF (analise espectral). Estes achados estdo em consondncia com
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estudos anteriores. Ainda, 0 mesmo autor, em um estudo com doenca da artéria coronéria
estavel, observou que um reduzido controle autonémico cardiaco, avaliado pelos indices da
VFC no dominio do tempo (médiaNN, SDNN e SDANN ) esté associado a um aumento da
inflamacdo sistémica avaliada pelos niveis de IL-6 e PCR (KANEL et al., 2011)

Além disso, sabe-se que o estudo dos sistemas inflamatério e autondmico tem
importante valor prognostico. De acordo com Sajadieh et al. (2006), a interacdo entre PCR e
VFC é capaz de predizer morte e infarto agudo do miocardio em individuos de meia-idade e
idosos.

A relacdo encontrada pelos autores citados acima pode ser explicada devido ao fato de
que o nervo vago pode inibir a producdo de citocinas pro-inflamatérias em tecidos periféricos
através da via anti-inflamatéria colinérgica (MARSLAND et al.,2007; KANEL et al., 2008;
EFTEKHARI et al., 2013; WANDERLEY et al., 2013).

Diferentemente dos estudos citados, o presente trabalho teve o intuito de analisar a
relagdo do sistema inflamatorio e sistema nervoso autondmico por meio da analise de
acoplamento de sinais bioldgicos provenientes de iRR (VFC) e presséo de pulso (VPA), e ndo
somente pela analise da VFC. Estes achados sdo importantes, pois o barorreflexo é um
mecanismo que integra ndo so o sistema cardiaco, mas também o vascular, permitindo uma

analise mais ampla do controle autondmico cardiovascular.
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6. CONCLUSAO

Podemos concluir que ha a relagdo hipotetizada nesse estudo. Ainda, a diminuicdo da
sensibilidade barorreflexa em consequéncia da diminuicdo da fungdo autonémica vagal
ocorreu anteriormente a faixa etaria mais marcante para os marcadores inflamatorios (41-50;
51-60, respectivamente), em concordancia com a via anti-inflamtoria colinérgica onde as
alteracbes da funcdo autondmica cardiovascular precedem as alteragdes do sistema
imunolégico.

Ainda, o envelhecimento natural humano causou o aumento dos niveis de marcadores
inflamatorios, 0 que esta de acordo com a teoria proposta pelo inflamaging, e diminuicdo da

resposta (eficiéncia) barorreflexa durante o ortostatismo.
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ANEXO A -

Termo de consentimento livre e esclarecido
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DE PARTICIPAQAO NO PROJETO DE
PESQUISA: “ESTUDO DA FUNCAO BAROREFLEXA E SUA CORRELACAO COM CITOCINAS
INFLAMATORIAS NO PROCESSO DE ENVELHECIMENTO”

RESPONSAVEIS PELO PROJETO

Orientadoras: Profa. Dra. Aparecida Maria Catai
Profa. Dra. Fernanda de Freitas Anibal

Mestranda: Juliana Cristina Milan

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario, da pesquisa: "Estudo da funcao
baroreflexa e sua correlagdo com citocinas inflamatorias no processo de envelhecimento “, sendo que
sua participacdo nao € obrigatéria. Apos ser esclarecido sobre as informacdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é
sua e a outra é do pesquisador responsavel.

O recrutamento dos voluntarios sera realizado em locais frequentados por individuos das
faixas etarias estudadas (21 a 70 anos) e por divulgacdo do projeto de pesquisa e solicitacdo de
participacdo por meio de cartazes colocados em diferentes lugares do campus da UFSCar e da
cidade de S&o Carlos.

O objetivo deste estudo € avaliar as mudancas cardiovasculares que ocorrem durante o
processo de envelhecimento por meio da sensibilidade cardiaca baroreflexa (BRS), através dos
métodos lineares (analise espectral cruzada), analisar as alteracdes provenientes do processo de
envelhecimento através da dosagem das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12 e correlacionar os
achados provenientes do barorreflexo com as citocinas inflamatorias. Serdo avaliados individuos de
diferentes idades, com o intuito de avaliar se estas relacdes se modificam ao longo do processo de
envelhecimento.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em ser submetido (a) as seguintes avaliacdes:
anamnese (entrevista e aplicacdo de um questionario especifico) e exame fisico, que terdo como
objetivo verificar os hébitos de vida e alimentar, histérico de doencas cardiovasculares e existéncia
passada e/ou atual de doencas de outros sistemas. Ainda, serdo realizados exames em laboratério
especializado para medir diferentes substancias do sangue (colesterol total e fracdes, triglicérides,
glicemia de jejum, acido Urico, uréia, creatinina, hemograma completo e citocinas inflamatoérias).
Também, o eletrocardiograma (ECG — exame para analise da atividade elétrica do seu coracéo) e
teste clinico de exercicio maximo em esteira rolante, ambos realizados na presenca de um médico
cardiologista, que terdo como finalidade a avaliacdo clinica e cardiovascular.

Caso seja constatada alguma alteragdo, como: tontura, vista embacada, nauseas, dor nas
pernas, cansaco, respostas inadequadas de pressdo arterial e freqiéncia cardiaca, alteracdes
eletrocardiograficas, o médico cardiologista solicitara a interrupcdo do exercicio, dando
esclarecimentos e tomando as devidas providéncias quanto ao possivel tratamento. Essa conduta é
importante para minimizar o risco de ocorréncia de emergéncia clinica cardiovascular. Além disso, 0
local de execucdo do teste (Laboratorio de Fisioterapia Cardiovascular da Unidade Saude Escola) é
provido de material necesséario em caso de emergéncia clinica cardiovascular durante atividades de
esfor¢o. O objetivo destas avaliacdes € detectar como esta o funcionamento do seu coragdo, com a
finalidade de determinar se esté apto (a) a prosseguir sua participacdo nesta pesquisa.

Apos essas avaliacles, sera feito o registro de sua FC (freqiiéncia cardiaca) batimento a
batimento e de sua presséo arterial pulso a pulso. Para isso, vocé ficarda em repouso na posi¢ao
supina (deitado (a) de barriga para cima) por 10 minutos e, apés isso, sua FC sera registrada por 15
minutos na posicao supina e 15 minutos na posi¢cdo em pe.

Em relacdo aos beneficios do referido projeto, sera possivel fazer uma avaliacdo médica de
sua capacidade funcional, bem como do controle do sistema nervoso sobre o seu coracdo. O
monitoramento de todas as variaveis descritas (pressdo arterial, frequéncia cardiaca, sinal
eletrocardiografico, frequéncia respiratéria, possiveis sinais (palidez, sudorese intensa) e sintomas
(tontura, dor no peito, dor nas pernas), minimizara o risco de intercorréncias cardiovasculares como
aumento excessivo da presséo arterial e frequéncia cardiaca ou presenca de distirbios do ritmo
cardiaco ou hipoxemia (reducdo da oferta de oxigénio para o musculo cardiaco) durante os
procedimentos. Caso alguns destes sinais e/ou sintomas surjam durante os procedimentos, 0S
mesmos serdo interrompidos imediatamente.

O projeto de pesquisa acima mencionado sera realizado nos Laboratdrios de Fisioterapia
Cardiovascular — Nicleo de Pesquisa em Exercicio Fisico e Unidade Salde Escola da UFSCar pela
fisioterapeuta responséavel pela pesquisa, além do cardiologista no caso do teste de esforco.



86

Todos os esclarecimentos necessarios, antes e durante a execugdo dos procedimentos,
sao oferecidos e garantidos pela fisioterapeuta responsavel pela pesquisa. A qualquer momento,
vocé podera desistir de participar ou retirar o seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum
prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a institui¢ao.

As informacdes obtidas nessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua
participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificagcdo. Todas as
informacdes obtidas durante as avaliagdes e execucdo do protocolo ndo poderdo ser consultadas por
pessoas ndo envolvidas nesta pesquisa sem sua expressa autorizacao por escrito, mas poderéo ser
utilizadas para fins estatisticos ou cientificos, sempre resguardando a sua privacidade.

Esta pesquisa ndo prevé nenhuma remuneracdo ou ressarcimento de gastos aos sujeitos da
pesquisa.

Vocé recebera uma cépia deste termo onde consta o telefone, o endereco e o e-mail dos
pesquisadores, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto ou sua participacdo, agora ou a qualquer
momento.

Declaro que li e entendi os objetivos, riscos e beneficios da minha participacdo na
pesquisa e concordo livremente em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar que funciona na Pro-Reitoria de Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Carlos, localizada na Rodovia Washington Luiz, Km 235 — Caixa
Postal 676 — CEP: 13565-905 — Sdo Carlos — SP — Brasil. Fone: (16) 3351-8028. Endereco
eletrénico: cephumanos@power.ufscar.br

Séo Carlos, de20 .

Assinatura do sujeito da pesquisa

Profa. Dra. Aparecida Maria Catai Profa. Dra. Fernanda de Freitas Anibal
Laboratério de Fisioterapia Departamento de Morfologia e Patologia-
Cardiovascular / Nucleo de Pesquisa em Biologia/lUFSCar
Exercicio Fisico / UFSCar E-mail: ffanibal@ufscar.br

E-mail: mcatai@ufscar.br

Ft. Juliana Cristina Milan
Aluna de Mestrado do Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia/UFSCar
E-mail; julianacristinamilan@gmail.com

LABORATORIO DE FISIOTERAPIA CARDIOVASCULAR DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAQO CARLOS
(NUPEF) - Departamento de Fisioterapia: Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - CEP
13.565-905 - Sdo Carlos - SP - Brasil. Telefone (16) 3351-8705.
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ANEXO B

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Carlos



UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SAO CARLOS/UFSCAR %oﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da funcédo baroreflexa e sua correlacdo com citocinas inflamatérias no processo
de envelhecimento.

Pesquisador: Aparecida Maria Catai

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 17527913.0.0000.5504

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de S4o Carlos/UFSCar

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico ((CNPq))

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 328472
Data da Relatoria: 13/08/2013

Apresentacgao do Projeto:

Os participantes do estudo serdo divididos em 5 grupos de acordo com a faixa etaria: 21-30 anos, 31-40
anaos, 41-50 anos, 51-60 anos, 61-70 anos, com 20 individuos em cada grupo, totalizando 100 individuos.
Os participante realizardo tres avaliacdes em dias diferentes (Anamnese, teste ergométrico, teste
cardiopulmonar) e duas avaliacdes em um mesmo dia (exame de sangue e avaliagdo ndo-invasiva do
controle autonémico

cardiaco.)

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

- Avaliar as mudancas cardiovasculares que ocorrem durante o processo de envelhecimento por meio da
sensibilidade cardiaca barorreflexa (BRS),através dos métodos lineares (analise espectral cruzada causal) -
Analisar as alteracdes provenientes do processo de envelhecimento através da dosagem das citocinas TNF-
, IL-8, IL-10 e IL-12.- Correlacionar os achados provenientes do barorreflexo com as citocinas inflamatérias.-
Verificar

em qual faixa etaria as alteractes provocadas pelo processo de envelhecimento se acentuam, com o intuito
de se possibilitar medidas de saude preventivas a fim de amenizar os efeitos naturalmente ocasionados pelo
envelhecimento.

Endereco: WASHINGTON LUIZ KM 235

Bairro: JARDIM GUANABARA CEP: 13.565-905

UF: SP Municipio: SAQO CARLOS

Telefone: (16)3351-9683 E-mail: cephumanos@ufscar.br
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Continuacéo do Parecer: 328 472

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Quanto aos riscos, na fase de triagem os voluntarios serdo submetidos a um teste de esforco fisico maximo
(teste de exercicio clinico) e estardo sujeitos a riscos ligados a execucdo deste, como: tontura, turvacéo

visual, nauseas, dor, cansaco, fadiga e respostas inadequadas de press&o arterial e frequéncia cardiaca.

Porém esses riscos serdo minimizados, na medida que este teste sera realizado na presenca de um médico
cardiologista e da equipe responsavel pela pesquisa, sendo que o local de execucdo deste teste clinico
(Unidade Saude Escola - USE) é provido de material necesséario em caso de intercorréncia clinica
cardiovascular durante atividades de esforco.

Beneficios:

Em relacdo aos beneficios do referido projeto, pode-se dizer que: os voluntarios serdo submetidos a uma
avaliacao clinica a partir de anamnese, exame fisico, teste de exercicio clinico (teste ergométrico) na
presenca de um médico cardiologista, exames laboratoriais, todos com finalidades diagnésticas, o que
minimizara a possibilidade de intercorréncias clinicas. Caso sejam identificados eventuais problemas
cardiacos, o voluntario sera

encaminhado para acompanhamento com médico cardiologista que tomara a conduta adequada para cada
caso €, se necessario, esse sera encaminhado para tratamento no Setor de Fisioterapia Cardiovascular da
Unidade Saude Escola (USE) da UFSCar.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Folha rosto OK.
TCLE adequado.

Recomendagoes:
Autorizacdo da USE para realizacéo do projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto aprovado, vinculado a autorizacdo da instituicéo.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
N&o

Endereco: WASHINGTON LUIZ KM 235

Bairro: JARDIM GUANABARA CEP: 13.565-905

UF: SP Municipio: SAO CARLOS

Telefone: (16)3351-9683 E-mail: cephumanos@ufscar.br
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Continuagao do Parecer: 328.472

Consideragdes Finais a critério do CEP:

SAO CARLOS, 08 de Julho de 2013

Assinador por:
Maria Isabel Ruiz Beretta
(Coordenador)

Enderego: WASHINGTON LUIZ KM 235

Bairro: JARDIM GUANABARA CEP: 13.565-905

UF: SP Municipio: SAO CARLOS

Telefone: (16)3351-9683 E-mail: cephumanos@ufscar.br
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