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RESUMO

Objetivo: Testar a hipdtese de que ha associagdo entre a fungdo endotelial e
balanco autonédmico em individuos saudaveis, bem como, associacio entre a fungao
endotelial e variaveis fisicas e colesterol total, glicemia e triglicerideos. Metodologia:
Estudo transversal analitico. Foram incluidos trinta e quatro (34) voluntarios
normotensos saudaveis de ambos os sexos (idade 27,5 + 5,8 anos), a presenga de
tabagismo, etilismo, alteragbes metabodlicas e com auséncia de sinais e sintomas
sugestivos de doencgas cardiovasculares. Segundo o questionario internacional de
atividade fisica (IPAQ), 47,06% dos voluntarios foram considerados muito ativos e
44,1% classificados como ativos. Os participantes ndo apresentaram fatores de risco
e historia familiar (1° grau) de doencas cardiovasculares. A variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) foi medida pelo Polar RS800CX por cerca de 20 minutos.
O sinal foi gravado no periodo de 10 minutos em ventilagdo espontanea e mais 10
minutos com ventilacdo controlada. O sinal foi analisado pelo software Kubios Heart
Rate Variability (HRV). A frequéncia respiratéria foi fixada em um metrénomo
ajustado a 12 irpm. A fungdo endotelial foi realizada por ultrassonografia de alta
resolugdo da artéria braquial por meio da técnica dilatagdo mediada pelo fluxo
(FMD). Resultados: Houve correlagao negativa do FMD com indice LH/HF (balango
autondémico) (r= - 0,43, p= 0,011), indice de massa corpérea (IMC) (kg/m?) (r= -0,43,
p= 0,01) e o peso (Kg) (r= -0,39, p= 0,02). O FMD se associou Low frequency (LF)
nu: r= - 0,41, p= 0,016 e High frequency (HF) nu: r= 0,41, p= 0,015, assim como, HF
(%) (r= 0,41, p= 0,016) e Very low frequency (VLF) (%) (r= -0,34, p= 0,048). Nao
houve associagao entre a fungdo endotelial e balango autondmico e colesterol total,
glicemia e triglicerideos. Conclusdo: Em individuos saudaveis normotensos ha
associagcao entre a funcdo endotelial e o balanco autonémico, bem como,

associacao entre FMD e peso e IMC.

Palavras-chave: Endotélio. Sistema Nervoso Autdénomo.



ABSTRACT

Objective: To test the hypothesis that there is an association between endothelial
function and autonomic balance in healthy subjects, as well as association between
endothelial function and physical variables and total cholesterol, glucose and
triglycerides. Methods: Analytical cross-sectional study. We included thirty-four
healthy normotensive volunteers of both sexes (age 27,5 + 5,8 years) without the
presence of smoking, alcohol consumption, metabolic and without signs and
symptoms of cardiovascular disease. According to the International Physical Activity
Questionnaire (IPAQ), 47,06% of the volunteers were considered to be very active
and 44,1% classified as active. Participants had no risk factors and family history
(first degree) of cardiovascular disease. The evaluation of heart rate variability (HRV)
was measured by Polar RS800CX for 20 minutes. The signal was recorded within 10
minutes of spontaneous breathing and 10 minutes with controlled ventilation. The
signal was analyzed by Kubios Heart Rate Variability (HRV) software. The respiratory
rate was fixed at a metronome set at 12 ipm. Endothelial function was performed by
high-resolution ultrasound of the brachial artery by the technique flow-mediated
dilation (FMD). Results: A negative correlation with FMD index LH / HF (autonomic
balance) (r = - 0,43, p = 0,011), Body mass index (BMI) (kg/m2) (r = -0,43, p = 0,01)
and weight (kg) (r = -0,39, p = 0,02). There was an association between the FDM
with HRV, Low frequency (LF) nu: r = - 0,41, p = 0,016 and High frequency (HF) nu: r
= 0,41, p = 0,015), as well as HF (%) (r = 0, 41, p = 0,016) and Very low frequency
(VLF) (%) (r = -0,34, p = 0,048). There was no association between endothelial
function and autonomic balance and total cholesterol, glucose and triglycerides.
Conclusion: In healthy normotensive volunteers there is an association between
endothelial function and autonomic balance, also association between FMD and
weight and BMI.

Keywords: Endothelium. Autonomic Nervous System.
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1 INTRODUGAO
1.1 HISTORICO

A primeira descricdo do endotélio foi atribuida a Malpighi, em 1660. A palavra
“endotélio” foi introduzida em 1865, pelo anatomista alemao His e, em meados do
século 20, o endotélio vascular despertava apenas interesse anatémico. Os estudos
histolégicos do endotélio adrtico realizados por Langhans, em 1866, serviram de
base para outras pesquisas, como as de O’Neil, em 1947, que se dedicou aos
conhecimentos anatémicos de patologia vascular induzida por alteragbes do fluxo
sanguineo (EVORA, 1993).

Em meados da década de 70, observou-se a importancia do endotélio na
manutencao da fluidez sanguinea, protecdo das estruturas subendoteliais e o seu
desempenho no controle da permeabilidade vascular. O endotélio demonstrou
possuir propriedades metabdlicas que poderiam exercer um papel vital ndo apenas
no controle de permeabilidade vascular, mas também na hemdstase e na prevencéao
da trombose (MASON et al., 1976).

Entretanto, a visdo global da fungdo endotelial s foi possivel trés décadas
atras, quando Furchgott e Zawadzki, devido a um erro experimental de um de seus
técnicos, descobriram o porqué da acetilcolina em algumas situagbes ser um
vasoconstritor, e em outras, agir como um vasodilatador na aorta toracica
descendente de coelhos (EVORA, 1999). Ao investigar esta aparente discrepancia,
estes pesquisadores, descobriram que a perda de relaxamento provocada pela
Acetilcolina (Ach) foi o resultado de fricgao involuntaria da superficie intima contra as
superficies externas durante a sua preparacao (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

Com o cuidado de evitar a fricgdo da superficie intima durante a preparacao,
o tecido, quer fosse o anel, tira transversal ou tira helicoidal, sempre exibia
relaxamento para Ach. Considerou-se a possibilidade de que esta friccdo havia
removido as células endoteliais (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Para explicar o
papel obrigatorio das células endoteliais no relaxamento da aorta toracica de coelho
e outros vasos sanguineos, postulou-se que a acetilcolina agindo sobre um receptor
muscarinico nestas células estimularia a liberagdo de uma substancia (ou
substancias) que, por sua vez, atuaria sobre as células do musculo liso vascular
para ativar o relaxamento (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).
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O relaxamento do musculo liso vascular induzido por horménios e agentes, os
quais sao dependentes da presenca do endotélio, seria mediado através da
formacdo de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). Propds-se que essa
substancia, ou precursor da substancia, fosse liberada como resultado da ativagéo
da fosfolipase. O relaxamento da aorta toracica de ratos a histamina, acetilcolina e
ionoforo calcico (A23187) foi associado com niveis aumentados de GMPc
(RAPOPORT; MURAD, 1983).

O relaxamento provocado pela acetilcolina e nitroprussiato de soédio, na
presengca do endotélio, foi mediado através de fosforilagdo da proteina GMPc-
dependente e desfosforilagdo da cadeia leve de miosina (RAPOPORT; DRAZNIN;
MURAD, 1983; FURCHGOTT, 1984). Para Ignarro et al (1984), a estimulagdo dos
receptores muscarinicos estava ligada tanto ao acumulo arterial de GMPc quanto ao
relaxamento da musculatura lisa vascular (IGNARRO et al., 1984).

Murad et al., (1979) propuseram que vasodilatadores potentes, como o
nitroprussiato, nitratos organicos, azida, nitrito inorganico, ativariam a guanilato
ciclase muscular indiretamente através do éxido nitrico (NO) liberado, como produto
de reagdo (MURAD et al.,1979). Os pesquisadores especulararam que a substancia
liberada pelo endotélio era um radical livre de curta duragcdo, ou hidroperoxido,
resultante de um produto intermediario da oxidagado do acido araquidonico liberado
por via lipoxigenase (FURCHGOTT, 1983).

Admitiu-se a hipotese da existéncia de um fator relaxante derivado do
endotélio que, em 1982, foi denominado de endothelium-derived relaxing factor
(EDRF). Em 1987, independentemente, Moncada et al e Ignarro et al mostraram que
o EDRF era o Oxido Nitrico (NO). Palmer e Moncada (1987) examinaram esta ideia
e estudaram a liberagdo do EDRF e do NO pelas células endoteliais em cultura. A
bradicinina liberou EDRF a partir de todas as culturas de células endoteliais
testadas. Em concentragdes variando de 3 nM a 100 nM a liberagdo de EDRF foi
concentracdo dependente e causou relaxamento dos tecidos de bioensaio
semelhantes aos induzidos pelo NO (PALMER et al., 1987).

Ignarro et al (1987) relataram que ambos, EDRF e NO eram substancias
biologicamente muito Iabeis e a sua inativagdo era acelerada pelo &nion superoxido
e retardada por superoxido dismutase (SOD). Mostraram que as substancias
estimulavam a acumulagdo de GMPc em artéria e veia, de forma que se

correlacionavam bem com as suas concomitantes respostas relaxantes. Além disso,
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tanto o relaxamento vascular quanto a acumulacdo de GMPc eram marcadamente
inibidos pelo azul de metileno, oxi-hemoglobina, pirogalol e potassio (IGNARRO et
al., 1987).

A evidéncia quimica de que tanto o EDRF e NO eram muito semelhantes
derivou do fato de que o EDRF como NO causaram a diazotizacdo do acido
sulfanilico e reagiram com a hemoglobina para gerar o seu aduto nitrosil heme. O
NO foi altamente lipofilico e permeou prontamente as células do musculo liso
vascular para ativar a guanilato ciclase soluvel, elevar os niveis de GMPc tissular,
relaxando o musculo (IGNARRO et al., 1987).

Moncada et al (1987) e Ignarro et al (1987) concluiram que o NO liberado era
indistinguivel do EDRF na atividade bioldgica, propriedade quimica, estabilidade e
suscetibilidade a um inibidor ou a potencializagdo, sugerindo que o EDRF e NO
eram idénticos (PALMER et al., 1987; IGNARRO et al., 1987). As pesquisas se
direcionaram no sentido de determinar como o endotélio produz o NO. Em 1988,
demonstraram que o NO poderia ser sintetizado, a partir de L-arginina, por células
endotelias de aorta porcina em cultura. A liberagdo de NO, a partir das células
endotelials induzida por bradicinina e ionéforo calcico (A23187), foi reforgada por
meio de infusdo de L-arginina e L-citrulina (PALMER et al., 1988).

Infusbes de L-arginina em uma coluna de células CM (células endoteliais com
L-arginina) com bradicinina ndo apresentaram qualquer efeito sobre a liberacdo de
NO. Em contraste, esta, a partir de células CM-Arg (células endoteliais carentes de
L-arginina), tal como determinado através de bioensaio e de quimioluminescéncia,
foi reforcada por L-arginina. O NO também foi liberado das células CM-Arg pelo
ionoforo de calcio. Infusdes de L-arginina durante esta versao provocou um aumento
imediato na geragao de NO, a qual foi rapidamente revertida ao término da infusao.
Além disso, o rapido inicio e desaparecimento da L-arginina que induziu liberag&o de
NO sugeriu que as células utilizaram a L-arginina exdgena diretamente para a
geracao de NO (PALMER et al., 1988).

A liberagao de NO ocorreu ao longo de um espago de tempo semelhante e
em quantidades consistentes com o grau de aumento da liberagdo de NO por L-
arginina. E foi similar tanto com L-(U) N-(95%)-arginina quanto com L-guanidino-N-
(99%)-arginina, o que indica que apenas o terminal guanidino nitrogenado é
suficiente para dar origem ao NO. Além disso, eles apontaram para a existéncia de

duas etapas distintas nesta via, primeiramente, a mobilizacdo do substrato (L-
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arginina), e em segundo lugar, a sua conversao para NO (PALMER et al., 1988).
Esta estrutura estrita e de especificidade isométrica implicou fortemente no
envolvimento de uma enzima na geragao de NO a partir da L-arginina, a éxido nitrico
sintase (NOS) (KUO; SCROEDER, 1995).

Posteriormente, foi sugerido a presenca de outros fatores vasodilatadores,
como, trombina, histamina, acido araquidénico, ADP, ATP e bradicinina (DE MEY et
al., 1982); e fatores vasoconstritores, estes agrupados sob a sigla EDCF
(endothelium-derived contracting factors). Ao contrario do relaxamento endotélio
dependente, a vasoconstricdo endotélio dependente se tornou proeminente em
condicbes patoldgicas agudas (hipdxia) ou crbnicas (hipertensdo e vasoespasmo
cerebral) (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989). Em veias pulmonares e sistémicas
de caes, o acido araquidonico aumentou as contracbes provocadas pela
noradrenalina, este aumento nao foi observado em experimentos 0s quais o
endotélio havia sido removido mecanicamente, demonstrando, pela primeira vez que
com a presenga de células endoteliais, ao invés de diminuir, houve expansdo das
contragdes dos vasos sanguineos isolados (DE MEY; VANHOUTTE, 1982).

Definiu-se que os EDCFs eram formados e liberados em resposta a estimulos
fisicos e quimicos e a via da ciclooxigenase endotelial formaria o tromboxano A,,
prostaglandina H, e anides superdxido (LUSCHER et al., 1992). A endotelina-1
produzida por células endoteliais, mostrou-se um dos mais potentes vasoconstritores
e de longa duracgéo. Sua sintese se iniciou pela trombina, interleucina 1, trombdcitos,
fator de crescimento de a1, vasopressina e pela agdo da catecolamina nas células
endoteliais (STANKEVICIUS et al., 2003).

1.2 FUNCAO ENDOTELIAL

O endotélio é uma unica camada de células localizada entre o lumen arterial e
as células musculares lisas vasculares. Em adultos, cerca de dez trilhdes (10') de
células formam um o6rgao de aproximadamente 1 kg. Este érgéo exerce atividade
enddcrina, autdcrina e paracrina que influencia a homeostase vascular, por meio da
regulacao do ténus vascular, atividade plaquetaria e fatores de coagulagdo. Também
influencia a inflamagao vascular, a migragéo e a proliferagao celular (KASPRZAK;
KLOSINSKA; DROZDZ, 2006; GALLEY; WEBSTER, 2004).
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O endotélio reveste a superficie interna dos vasos sanguineos, valvulas
cardiacas e cavidades corporais (VERMA; ANDERSON, 2002) e esta localizado
metabdlico e mecanicamente (LERMAN; ZEIHER, 2005), permitindo-lhe “sentir’ as
mudancas hemodindmicas e “responder” liberando substancias vasoativas. Um
equilibrio rigoroso entre fatores relaxantes e de contragcdo mantém a homeostase
vascular (ténus vascular) (VERMA; ANDERSON, 2002), determinando a atividade
contratil do musculo liso subjacente (VANHOUTTE, 1988).

Esta fungcdo reguladora do endotélio pode ser modulada por substancias
endogenas (como serotonina e bradicinina), agentes farmacoldgicos (acetilcolina e
substancia P, também, sdo substancias neurotransmissoras) e for¢ca mecanica,
como o stress de cisalhamento mediado pelo fluxo (DAVIES, 1995). Dentre os
fatores vasoativos liberados pelo endotélio, destacam-se como fatores
vasodilatadores: o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina (PGl;) e o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF). Dentre os fatores vasoconstritores: o tromboxano
(TXA,) e a endotelina-1 (ET-1) (SANDOO et al., 2010).

1.2.1 FATORES VASODILATADORES

1.2.1.1 Oxido Nitrico (NO)

O Oxido Nitrico (NO) desempenha um papel importante na manutencdo da
vasodilatagdo basal dos vasos sanguineos (VALLANCE et al, 1989). A difusdo de
NO, a partir do endotélio para as células musculares lisas, ativa a guanilato ciclase e
aumenta o monofosfato guanina ciclico intracelular (GMPc), levando ao relaxamento
(Figura 1) (QUYYUMI, 1998). O NO possui um efeito regulador sobre a expressao da
molécula de adesdo P-selectina endotelial, inibindo-a. Assim, ha uma modulacao
entre as interagdes iniciais das ceélulas endoteliais e leucécitos, repercutindo em
inibicdo da adesao plaquetaria e, em menor grau, agregacgao plaquetaria, prevenindo
a proliferacao de células de crescimento e placas (ARMSTEAD et al, 1997). O NO
também inibe a expressdo do acido ribonucleico mensageiro (RNAm) da proteina
quimiotatica para monocitos (MCP-1), proteina quimioatrativa que promove a
migracdo de leucocitos para o tecido vascular, preservando desta forma, a
homeostase vascular (BUSSE; FLEMING, 1995).
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Shear stress/exercicio fisico
Shear stress/exercicio fisico
mecanosensores

Célula
endotelial

Figura 1. Efeito da tensdo de cisalhamento/ exercicio fisico estimulando a produgdo de NO. O
aumento do fluxo sanguineo (tensao de cisalhamento) ativa proteinas de membrana que fosforilam a
enzima eNOS, a qual passa a produzir NO (Adaptado de ZANESCO; ZAROS, 2009).

A sintese de NO, a partir de L-arginina, € catalisado pela oxido nitrico sintase
(NOS). Esta reagao requer oxigénio e equivalentes redutores na forma de NADPH
(MARLETTA, 1993). Sao descritas trés isoformas de NOS, sendo uma NOS induzida
(INOS ou NOS 1I), e duas NOS constitutivas: a NOS neuronal (hnNOS ou NOS |) e a
NOS endotelial, também denominada eNOS ou NOS |IlI (KIECHLE;
MALINSKI,1993).

A isoforma neuronal (nNOS) produz NO para atuar como um mensageiro
neuronal que controla a liberacdo de neurotransmissores sinapticos (PRAST;
PHILIPPU, 2001). A isoforma induzivel da NOS (iNOS) foi isolada a partir de
macrofagos (HEVEL et al, 1991) e é expressa em células que foram expostas a
mediadores inflamatoérios ou a outros estimulos nocivos que ativam os macréfagos
(MICHEL; FERON, 1997). A eNOS produz oxido nitrico na vasculatura e sua
atividade € potencializada pelos niveis intracelulares de tetrahidrobiopterina (BH),
regulada pelo calcio e calmodulina. Para ativar o eNOS a curto prazo, necessita-se
de calcio, desta forma, as reagcbes que provocam o aumento dos niveis
intracelulares de calcio livre também aumentardo a producédo de NO (SCHINI-
KERTH; VANHOUTTE, 1995).

O mecanismo Ca**/calmodulina é responsavel pela ativacdo da eNOS. Para a
eNOS e nNOS, o aumento da concentragao intracelular de Ca** (Ca2+ i) em repouso
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€ necessario para ligar a calmodulina (proteina citoplasmatica) e,
consequentemente, tornar-se plenamente ativa. Ao contrario, a iINOS se diferencia
da eNOS e nNOS, devido a sua atividade independente de Ca®* (STUEHR et al,
1991, BAEK et al, 1993). Assim, iINOS se liga a calmodulina com alta afinidade,
mesmo em células com baixa concentragao intracelular de Ca % em repouso. As
atividades intracelulares de eNOS e nNOS sdo estreitamente ajustadas por
alteraces transitérias da Ca®'i, diferentemente da atividade da iNOS, que em

células imunoativas n3o se regula pelo Ca?* i transitorio (NATHAN; XIE, 1994).
1.2.1.2 Prostaciclina

A prostaciclina (PGl;) € um produto do metabolismo do acido araquidénico. A
enzima que sintetiza a prostaciclina se localiza principalmente na camada endotelial
da parede vascular. A prostaciclina € um vasodilatador e um inibidor potente da
agregacao plaquetaria, que a inibe através da estimulagdo da adenilato ciclase,
conduzindo a um aumento do AMP ciclico nas plaguetas (MONCADA; VANE, 1980).

A producdo de PGIl, endotelial (em um momento estavel) é
predominantemente dependente da ciclo-oxigenase-1 (COX-1). Em resposta ao
dano vascular, a expressdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) é induzida em células
endoteliais para promover a formagao de PGl,, opondo-se aos efeitos aterogénicos
da TXA,, que é sintetizada através da COX-1 por meio das plaquetas. Portanto, a
progressdo da aterotrombogénese €& dependente do desequilibrio entre a COX-1
derivada do TXA, através das plaquetas e da COX-2 derivada da PGl, endotelial
(KAWABE et al, 2010).

1.2.1.3.Fator hiperpolarizante derivado do endotélio

Fatores hiperpolarizante derivados do endotélio (EDHF) sdo moléculas que
hiperpolarizam as células do musculo liso. Seu papel na regulagado da reatividade
vascular é dependente do endotélio e persiste na condicdo de que o NO e PGl;
estejam inibidos (TADDEI et al., 1999).

A ativagdo de canais de K* sensiveis ao ca® hiperpolariza células endoteliais
ocorrendo efluxo de ions K" através destas, e atua como um “difusivel” de EDHF

estimulando a enzima Na*/K* - ATPase (bomba Na'/K"). A corrente hiperpolarizante
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se espalha do endotélio para o musculo liso pelas jungbes mioendoteliais
(GARLAND et al., 2010; FELETOU; VANHOUTTE, 2009).

A célula do musculo liso responde a alteracdes no nivel de K™ extracelular e
também libera K* para fora da célula do musculo liso, provocando hiperpolarizacéo.
(EDWARDS et al., 1998). A mudanca no potencial da membrana da célula do

musculo liso reduz niveis intracelulares de Ca2+, causando relaxamento.
1.2.2 FATORES VASOCONSTRITORES
1.2.2.1 Tromboxano A2 (TXAy)

O TXA; se trata de um metabdlico ativo do acido araquidénico e € produzido
por TXA; sintase. E gerado principalmente por plaquetas, mas também pelo
endotélio. A vasoconstricdo e a agregacdao de plaquetas representam o papel
fisiologico do TXA, (OATES et al., 1988). O TXA; se liga com receptores de TXA;
localizados na superficie da célula aumentando a expressao das moléculas de
adeséao endoteliais (ISHIZUKA et al., 2000).

A PGl;, é antagonista fisiolégica do TXA, O equilibrio entre a produgcdo de
PGl, e TXA; se torna indispensavel para o sistema cardiovascular. Um desequilibrio
na produgao desses produtos repercute negativamente no sistema circulatério e, em
consequéncia, provoca doencgas vasculares como hipertensdo, aterosclerose,

acidente vascular cerebral ou infarto do miocardio (DE LEVAL et al., 2004).
1.2.2.2 Endotelina-1

A regulagao da produgao de endoteliana-1 (ET-1), bem como a sua liberagéo
sdo estimuladas por células inflamatérias, tais como interleucinas e TNF-a e sua
diminuicdo, pelo NO e PGIl, (ALONSO; RADOMSKI, 2003). A tensédo de
cisalhamento provoca uma diminuicdo na expressdao de ET-1, depois de a fter,
inicialmente, promovido. Os receptores de ET-1 foram identificados em células de
musculo liso (ETA e ET-B2) e em células endoteliais (ET-B1) (DAVENPORT et al.,
1995; BACON et al., 1995).

Quando ET-1 se liga a receptores ETA ou ET-B2, os canais de Ca®* do

musculo liso se abrem permitindo a entrada de Ca" extracelular para dentro da
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célula, ocorrendo a vasoconstricdo. A ativacao de receptores ET-B1 no endotélio
provoca vasodilatagdo ao induzir a liberagdo de NO e PGI, (DE NUCCI et al, 1988;
CARDILLO et al., 2000).

1.3 DISFUNGCAO ENDOTELIAL

O endotélio possui a capacidade de modular o ténus vascular pela liberagao
de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras. Anormalidades na formacgao de
vasodilatadores como EDRF foram demonstradas em situagdes fisiopatologicas
cardiovasculares, doencga vascular aterosclerdtica, especificamente, a insuficiéncia
cardiaca congestiva, hipertensdo sistémica e pulmonar. Os aumentos na
concentragcdo plasmatica de endotelina tém sido descritas nestes estados de
doenca. Um desequilibrio entre EDRF e endotelina contribui para a alteragao do
tdbnus vascular, caracterizando a disfuncdo endotelial (ENDEMANN; SCHIFFRIN,
2004).

A disfuncédo endotelial € uma doenga sistémica e fator impar na patogénese
da doenca aterosclerdtica. A integridade endotelial depende do equilibrio dos fatores
de risco cardiovascular e elementos vasculoprotetores em um determinado
individuo, incluindo variaveis ainda desconhecidas e predisposicdo genética
(LERMAN; BURNETT, 1992). A disfungédo endotelial ndo esta somente associada a
vasodilatacao reduzida, mas também, a um estado proé-inflamatério e pro-trombético
(ENDEMANN; SCHIFFRIN, 2004).

A baixa biodisponibilidade de NO pode regular positivamente a molécula de
adeséao vascular (VCAM-1) na camada de células endoteliais através da inducéo da
expressao do Fator nuclear Kappa B (NF-kB) (KHAN et al., 1996). Espécies reativas
de oxigénio (ROS), proteina C-reativa, CD40 ligante e lectina como o receptor LDL
oxidado-1 (LOX- 1) também regulam a express&o endotelial de moléculas de adesao
(SZMITKO et al., 2003). A expressao de VCAM-1, molécula de adeséo intercelular-1
(ICAM-1) e selectina-E desempenham um papel importante no desencadeamento do
processo inflamatorio . A VCAM-1 se liga a mondcitos e linfocitos T, o primeiro passo
de invasao da parede vascular por células inflamatdérias (LIBBY, 2002). O NO inibe a
adeséo leucocitaria (KUBES et al., 1991). Redugédo de NO resulta em indugédo da
expressao da proteina 1 quimioatrativa de macrofagos (MCP-1), o qual recruta

fagécitos mononucleares (ZEIHER et al., 1995).



20

Os mondcitos sédo transformados em células espumosas carregadas de
lipidos. A LDL oxidada, por exemplo, é eliminado através de LOX-1 (YOSHIDA et al.,
1998), que é altamente expressado em vasos sanguineos na hipertensao, diabetes
e dislipidemia (MEHTA,; LI, 2002). A LDL oxidada captada por LOX- 1 desencadeia
uma série de agdes: reduz a expressao da eNOS (MEHTA et al.,, 2001) e ainda
estimula a expressao de moléculas de adesao (CHEN et al., 2001). A expresséo de
LOX-1 pode ser estimulado por Angiotensina Il e endotelina-1 (MORAWIETZ et al.,
2001, MORAWIETZ et al., 1999). A medida que a placa aterosclerética progride, os
fatores de crescimento secretados pelos macrofagos presentes na placa estimulam
o crescimento de células do musculo liso vascular e a sintese de colageno
intersticial (LIBBY, 2002). O evento que inicia a maioria dos infartos do miocardio é a
ruptura da capa fibrosa da placa, induzindo a formagao de trombos . Diminuigao do
NO e excesso oxidativo pode ativar a metaloproteinase matriz (UEMURA et al.,
2001, EBERHARDT et al, 2000) nomeadamente MMP-2 e MMP-9, que
enfraquecem a cobertura fibrosa. Como o NO inibe a agregacdo de plaquetas
(RADOMSKI et al., 1987), a redugao de NO contribui a trombogenicidade e com a
gravidade do evento. Assim, a disfungdo endotelial com reduzida biodisponibilidade
de NO, aumenta o excesso de oxidante e a expressdao de moléculas de adeséao
contribui ndo apenas para a iniciagdo, mas também para a progressédo da formagao
da placa aterosclerética e desencadeamento de eventos cardiovasculares
(ENDEMANN; SCHIFFRIN, 2004).

1.4 TECNICA DE AVALIACAO DA FUNCAO ENDOTELIAL (FMD)

A funcdo endotelial pode ser avaliada por diversas técnicas, destacando-se a
avaliagao da dilatagdo mediada por fluxo (FMD) da artéria braquial com ultrassom de
alta resolugao; avaliacdo da funcdo microvascular epicardica e endotelial coronaria
(considerada teste padrao-ouro para avaliagcdo da fungdo endotelial); analise da
onda de pulso arterial; avaliacdo pela técnica da complacéncia da veia dorsal da
mao; tonometria de amplitude de pulso; fluxometria com laser Doppler;
pletismografia de oclusdo venosa ou pungao arterial; medicdo de microparticulas
endoteliais e células progenitoras; medidas glicocalice e, marcadores bioquimicos.
Algumas das técnicas de avaliagcdo da fungdo endotelial s&o invasivas, sendo

limitadas pela alta despesa e relativa inacessibilidade (LEKAKIS et al., 2001).
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A técnica de dilatagdo mediada pelo fluxo (FMD) mede as mudangas no
didmetro da artéria braquial por ultrassom, em resposta ao aumento da tensio de
cisalhamento induzida pela hiperemia reativa, apés um periodo de oclusdo vascular
por insuflamento do manguito (Figura 2). Assim, o endotélio é estimulado a produzir
e liberar NO, que relaxa o musculo liso vascular e produz um aumento no didmetro
da artéria. A FMD se refere a porcentagem de alteragdo no didmetro da artéria
braquial em relagcdo a linha de base (TOUSOULIS et al, 2005, PYKE,
TSCHAKOVSKY, 2005; COOPER et al., 2010, CORRETTI et al., 2002). A técnica é
nao invasiva, permite medicdes repetidas e é altamente correlacionada com os
testes invasivos endoteliais. Além disso, dada a sua simplicidade, pode ser aplicada
em populagdes relativamente numerosas (BARAC et al., 2007).

Figura 2. Aspectos técnicos do método ndo invasivo (ultrassonografia) para avaliar a fungéo
endotelial (CORRETTI et al., 2002).

A técnica tem sido utilizada para descrever o impacto do sexo, idade e
atividade fisica sobre a funcédo endotelial. Black et al. (2009) encontraram um
declinio da FMD da artéria braquial quando idosos sedentarios foram comparados
aos individuos mais jovens. Quanto ao exercicio fisico, o estudo indicou que 24
semanas de exercicio nos membros inferiores reverteu a relacdo da FMD/NTG
(nitroglicerina) em mulheres sedentarias mais velhas, ou seja, houve um aumento da

FMD com o treinamento, sendo que que esta relagado estava prejudicada devido ao
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sedentarismo. Os dados sugeriram que mulheres idosas sedentarias tém uma
disfungcédo endotelial e que a manutengao da aptiddo ou a adogao de um programa
de treinamento fisico pode prevenir ou reverter este declinio (BLACK et al., 2009).

Estudo realizado em individuos saudaveis demonstrou que um breve episddio
de estresse mental pode induzir comprometimento rapido do relaxamento endotélio
dependente, perceptivel até 4 horas apds a resolucdo da resposta hemodinamica
aguda. Estes achados sugerem que um mecanismo potencialmente importante liga
episodios de curta duracio de estresse mental a uma anormalidade vascular relativa
a aterosclerose precoce, constatando que um estimulo comportamental comum
pode prejudicar essa importante homeostase (LOURES et al., 2002).

A disfuncdo endotelial ¢é caracterizada por uma diminuicdo da
biodisponibilidade dos vasodilatadores, em particular o NO, ao passo que fatores
vasoconstritores derivados do endotélio sdo aumentados. O endotélio sofre
alteragdes funcionais e estruturais, perdendo assim o seu papel de protecdo e
tornando-se uma estrutura pro-aterosclerética. Esta relagdo entre a disfungao
endotelial e a aterosclerose, provavelmente reflete a propensdo de um individuo
desenvolver a doenga aterosclerética, e assim, a presencga da disfungao endotelial
pode servir como um marcador cardiovascular de prognéstico desfavoravel
(BONETTI et al., 2003).

Pacientes com diabetes quase sempre mostram uma diminuigdo da
vasodilatacao dependente do endotélio. Isto é frequentemente associado a outros
fatores de risco cardiovasculares, como hipertenséo, obesidade e dislipidemia. Além
disso, pacientes diabéticos, em geral, possuem uma dieta de alto teor cal6rico, rico
em macronutrientes que sido capazes de induzir alteragcdes vasculares. Com efeito, o
acumulo de proteinas, lipidios e glicose estdo associados com uma produgao
acentuada de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o alto teor de gordura esta
associado com uma vasodilatacdo dependente do endotélio deficiente (VERSARI et
al., 2009). A fragmentagdo, privacdo do sono e interrupcdo da respiragao
caracteristicos da apneia obstrutiva do sono (AOS) e os efeitos da
hipoxia/reoxigenagdo promovem disfungdo endotelial aumentando a inflamagéo
vascular, estresse oxidativo e apoptose, reduzindo a disponibilidade de 6xido nitrico
(ATKESON et al., 2008).
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A relacdo entre o estresse induzido por estimulacdo simpatica e fungéao
endotelial sugere que fatores psicossociais podem estar relacionados com a fungao

endotelial por meio das vias do sistema nervoso auténomo (SNA).

1.5 SISTEMA NERVOSO SIMPATICO E PARASSIMPATICO

O sistema nervoso autbnomo (SNA) representa o componente eferente do
sistema nervoso visceral e se relaciona com a inervacdo do coracao, vasos
sanguineos, glandulas, 6rgéos viscerais e musculo liso, mantendo a homeostase do
meio interno. O SNA ¢é ativado por centros localizados na medula espinhal, no tronco
cerebral, no hipotalamo e por¢cbes do cortex cerebral, especialmente, o sistema
limbico. Os reflexos viscerais também operam o SNA, ou seja, sinais sensoriais que,
através dos ganglios autondmicos desses centros, provocam respostas reflexas
reguladoras aos 6rgaos efetores (LEFKOWITZ et al., 1996).

O SNA é composto por duas divisbes distintas anatdbmicas e funcionais, o
sistema nervoso simpatico (SNS) e o sistema nervoso parassimpatico (SNP). Ambos
os sistemas sdo tonicamente ativos, proporcionam algum grau de estimulo nervoso
para um determinado tecido em todos os momentos. Portanto, a frequéncia de
descarga neuronal em ambos os sistemas podem aumentar ou diminuir. Essa
caracteristica do SNA aumenta a sua capacidade de regular mais precisamente a
fungao tecidual (McCORRY, 2007).

A interagdo entre esses sistemas € complexa e controlada em varios niveis
como: barorreceptores, quimiorreceptores, integragdo central e interagcdo neuronal
local (Figura 3). Na maioria das condigbes fisiologicas, a ativagdo do simpatico é
acompanhada da inibigdo do parassimpatico e vice-versa, sugerindo o conceito de

balango simpatovagal ou balango autonédmico (MONTANO et al., 2009).
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Figura 3. Fibras aferentes vagal e baroreceptota do sistema cardiopulmonar mediam mecanismos de
feedback negativo (estimulagao disparo vagal e inibigao do disparo simpatico), enquanto mecanismos
de feedback positivo sdo mediados por fibras aferentes simpaticas (MALLIANI et al., 1991).

1.6 ANALISE DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

A andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) se mostrou util na
compreensao da regulagao cardiovascular e controle do sistema nervoso auténomo,
tornando-se um marcador quantitativo do balan¢o autonémico (MALPAS et al., 2002)
e pode ser avaliada por dois métodos, no dominio do tempo e no dominio da
frequéncia. A analise no dominio do tempo reflete a atividade autonémica de
maneira global. As variaveis avaliadas sdo: média dos intervalos R-R, que mostra a
meédia dos intervalos de acoplamento de todos os batimentos normais consecutivos;
SDNN, representando o desvio-padrao da média dos intervalos de acoplamento de
todos os batimentos normais consecutivos; SDANN, que representa o desvio-padréao
da média dos intervalos R-R obtida a cada cinco minutos; RMSSD, que representa a
raiz quadrada da média dos quadrados das diferengas entre intervalos R-R normais
sucessivos; indice SDNN, que reproduz a média de todos os desvios-padrdes dos
intervalos R-R normais obtidos de cinco em cinco minutos; pNN50 percentagem, em
relacdo ao total de R-R normais, dos R-R normais que, em relagdo aos R-R
anteriores, tenham uma diferenga superior a 50ms (Heart rate variability — Task
Force).

Os componentes ritmicos da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)
podem ser separados e quantitativamente avaliados por meio de analise espectral
de poténcia. Os componentes da VFC de alta frequéncia (HF) e baixa frequéncia
(LF) designam a estimacé&o da atividade cardiaca vagal e simpatica respectivamente
(PERINI; VEICSTEINAS, 2003).
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A medida da VFC normalmente requer um eletrocardiograma (ECG) de alta
qualidade e um algoritmo preciso para detectar o complexo QRS. Porém, um estudo
comparou os intervalos RR e analisou subsequentemente a VFC obtida de um
monitor de frequéncia cardiaca (Polar S810) aos valores obtidos do
eletrocardiograma durante um teste ortostatico. Os resultados demonstraram que o
monitor de frequéncia cardiaca fornece medidas da VFC consistentes com as do
ECG, sendo uma alternativa de baixo custo e complexidade para a medi¢cao do
controle autondmico (GAMELIN et al,. 2006).

Diferentes condi¢des fisiologicas podem modificar as atividades autondémicas,
por exemplo, hipdxia, treinamento e imersdo em agua (PERINI; VEICSTEINAS,
2003). Alta VFC sinaliza boa adaptagéao, caracterizando um individuo saudavel com
mecanismos autondmicos eficientes. Baixa VFC é um indicador de adaptagao
anormal e insuficiente do SNA, o que pode indicar a presengca de mau
funcionamento fisioldgico no individuo (VANDERLEI et al., 2009).

Estudos demonstram que a funcionalidade do endotélio e do SNA pode estar
inter-relacionadas (Figura 4). Existe um equilibrio entre a liberacdo de fatores
vasodilatadores e vasoconstritores do endotélio a partir das terminag¢des nervosas
simpaticas. Este equilibrio atua sobre as células musculares lisas vasculares para
manter o tdbnus apropriado do vaso (HARRIS; MATTHEWS, 2004).
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Figura 4. Interagdo normal entre o sistema nervoso autbnomo e endotélio na regulagéo do ténus do
musculo liso (HARRIS; MATTHEWS, 2004).
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Em um estudo realizado em coelhos, a remog¢ao do endotélio aumentou a
liberacdo de noradrenalina das terminacbes nervosas simpaticas das artérias
carétidas. A estimulagdo do nervo simpatico contribuiu para um maior estreitamento
da artéria cardtida de coelhos alimentados com uma dieta rica em colesterol,
comparado aos coelhos alimentados com uma dieta normal. A remog¢ao do endotélio
eliminou essa diferenca. Este resultado sugere que a constricdo aumentada a
estimulagdo simpatica em coelhos com colesterol alto € causada por disfungéo
endotelial. De fato, a remocao do endotélio da artéria carétida do coelho aumentou a
contragdo de células musculares lisas induzida pela noradrenalina (TESFAMARIAM
et al., 1987).

Outros resultados semelhantes foram relatados em seres humanos.
Alteracdes na liberacdo de neurotransmissores dos terminais nervosos do SNS
podem resultar na diminuicdo da liberagdo de NO. Entre quinze (15) homens
saudaveis, reduziu-se a liberagdo de NO causada pela inibicdo da enzima oxido
nitrico sintase (NOS), aumentando a atividade nervosa simpatica muscular,
sugerindo que a liberagdo basal de NO inibe a atividade do SNS (OWLYA et al.,
1997).

A funcédo endotelial comprometida pode influenciar a atividade do SNA
através de alteracbes na liberagdo de neurotransmissores, recaptacdo ou
sensibilidade do receptor. A incapacidade do endotélio de neutralizar fatores
vasoconstritores simpaticos pode contribuir para a isquemia induzida pelo estresse
mental. Na medida em que a disfungcdo endotelial contribui para a isquemia, isso
também pode exercer uma influéncia sobre a recaptagcao neuronal de norepinefrina
(MONTANO et al., 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

Com base no que foi descrito até 0 momento, interagdes entre a regulagédo do
SNA e funcdo endotelial sdo evidentes em estados de doengas, como na Doencga de
Chagas, na qual se observou uma relagao inversa entre a fungdo endotelial e o
balango simpatovagal, evidenciando que o aumento da predominancia simpatica
diminui a resposta de vasodilatagdo mediada pelo fluxo (HARRIS; MATTHEWS,
2004, TRUCCOLO et al., 2013) e em individuos saudaveis do sexo masculino, onde
ha uma correlagdo positiva entre indices vagais da variabilidade da frequéncia
cardiaca e da funcdo endotelial (PINTER et al., 2012). Porém, ainda faltam
informagbes sobre a relagdo desses sistemas em individuos saudaveis em sua
totalidade. Este trabalho pretendeu investigar a associagéo entre a fungao endotelial
e 0 balango autonémico em individuos saudaveis de ambos os sexos através de
técnicas n&o invasivas, visto que ndo ha dados na literatura que evidenciem

claramente esta associacdo em populacdes sem doencas.
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3 OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Verificar a associagao entre a fungao endotelial e o balango autonédmico em

individuos saudaveis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a associagdo entre o colesterol total, triglicerideos, glicemia e a
fungado endotelial em individuos saudaveis.

e Verificar a associagao entre o colesterol total, triglicerideos, glicemia e o
balanco autonémico em individuos saudaveis.

o Verificar a associagdo entre as variaveis fisicas (indice de massa corpoérea,

peso, altura e idade) e a fungao endotelial em individuos saudaveis.
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4 HIPOTESES

HO: A fungcdo endotelial ndo tem associacdo com o balanco autonémico em

individuos saudaveis.

H1: A funcdo endotelial tem associacdo com o balango autondmico em

individuos saudaveis.
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Associagao entre a fungao endotelial e o balango autonémico em individuos
saudaveis

Resumo

Objetivo: Testar a hipdtese de que ha associagdo entre a fungdo endotelial e
balanco autonédmico em individuos saudaveis, bem como, associacao entre a fungao
endotelial e variaveis fisicas e colesterol total, glicemia e triglicerideos. Metodologia:
Estudo transversal analitico. Incluidos 34 voluntarios normotensos saudaveis de
ambos os sexos (idade 27,5 + 5,8 anos), ndo tabagistas, ndo etilistas, sem
alteracdes metabolicas, sem historia familiar (1° grau), sinais e sintomas sugestivos
de doencas cardiovasculares. A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) foi
medida pelo Polar RS800CX por cerca de 20 minutos (10 minutos em ventilagao
espontanea/ 10 minutos com ventilagdo controlada). O sinal foi analisado pelo
software Kubios Heart Rate Variability (HRV). Frequéncia respiratéria foi fixada em
um metrbnomo ajustado a 12 irpm. Analisou-se a funcdo endotelial por
ultrassonografia da artéria braquial - técnica dilatagcdo mediada pelo fluxo (FMD).
Resultados: Houve correlagdo negativa do FMD com indice LH/HF (balango
autondémico) (r= - 0,43, p= 0,011), indice de massa corporal (IMC) (kg/m?) (r= -0,43,
p= 0,01) e o peso (Kg) (r= -0,39, p= 0,02). Ainda houve associagéo entre a FMD com
Low frequency (LF) nu: r= - 0,41, p= 0,016 e High frequency (HF) nu: r= 0,41, p=
0,015, assim como, HF (%) (r= 0,41, p= 0,016) e Very low frequency (VLF) (%) (r= -
0,34, p= 0,048). Nao houve associagdo entre a fungdo endotelial e LH/HF e
colesterol, glicemia e ftriglicerideos. Conclusdao: Em individuos saudaveis
normotensos ha associagao entre a funcdo endotelial e o balanco autonémico, bem

como, associacao entre FMD e peso e IMC.
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Association between endothelial function and autonomic balance in healthy
subjects
Abstract

Objective: To test the hypothesis that there is association between endothelial
function and autonomic balance in healthy subjects, as well as association between
endothelial function and physical variables and total cholesterol, glucose and
triglycerides. Methods: Analytical cross-sectional study. Included 34 healthy
normotensive volunteers of both sexes (age 27,5 £ 5,8 years), non alcoholic, non
smoker, without metabolic disorders, signs and symptoms of cardiovascular disease.
Heart rate variability (HRV) was measured by Polar RS800CX for 20 minutes (10
minutes, spontaneous breathing/10 minutes, controlled ventilation). The signal was
analyzed by Kubios Heart Rate Variability (HRV) software. Respiratory rate was fixed
at a metronome set at 12 ipm. Endothelial function was performed by ultrasound of
the brachial artery - technique flow-mediated dilation (FMD). Results: A negative
correlation with FMD index LH/HF (autonomic balance) (r = - 0,43, p = 0,011), Body
mass index (BMI) (kg/m2) (r = -0,43, p = 0,01) and weight (kg) (r = -0,39, p = 0,02).
There was an association between the FDM with HRV, Low frequency (LF) nu: r = -
0,41, p = 0,016 and High frequency (HF) nu: r = 0,41, p = 0,015), as well as HF (%) (r
=0, 41, p = 0,016) and Very low frequency (VLF) (%) (r = -0,34, p = 0,048). There
was no association between endothelial function and LH/HF and total cholesterol,
glucose and triglycerides. Conclusion: In healthy normotensive volunteers there is
an association between endothelial function and autonomic balance, also association
between FMD and weight and BMI.
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Introducao

As doencas cardiovasculares estao entre as principais causas de mortalidade
em muitos paises’. O sistema nervoso auténomo (SNA) e a funcdo endotelial
possuem uma inter-relagao responsavel em parte pelo controle, desenvolvimento e
progressao de doencgas cardiovasculares®. Na maioria das condigdes fisioldgicas, a
ativacado do simpatico € acompanhada da inibicdo do parassimpatico e vice-versa,
sugerindo o conceito de balango autonémico ou simpatovagal3. A analise da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), que € uma medida indireta do balango
autonémico, se mostra util na compreensdo da regulagdo cardiovascular e da
evolugdo e gravidade de varias doengas, tais como, infarto agudo do miocardio®,
diabetes® e hipertens&o®.

Algumas evidéncias sugerem associacao entre a fungdo endotelial e a
variabilidade da frequéncia cardiaca. A endotelina-1, que € um marcador da fungéo
endotelial, foi associada negativamente com medidas da VFC em pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva, mostrando a contribuicdo desse vasoconstritor na
disfuncdo autondmica caracteristica desses pacientes’. Além disso, dados obtidos
de estudo realizado em individuos deprimidos apresentaram uma associagao
independente entre depressao e diminuicdo da VFC, fungdo endotelial severamente
diminuida e inflamac&o sistémica®.

Interagdes entre a regulagcdo do SNA e fungédo endotelial sdo evidentes em
estados de doencgas, como na Doenga de Chagas, na qual se observou uma relagao
inversa entre a fungdo endotelial e o balango simpatovagal, evidenciando que o
aumento da predominancia simpatica diminui a resposta de vasodilatagdo mediada
pelo fluxo®® e em individuos saudaveis do sexo masculino, onde ha uma correlacéo
positiva entre indices vagais da variabilidade da frequéncia cardiaca e da fungao
endotelial’®. Porém, ainda faltam informacées sobre a relacdo desses sistemas em
individuos saudaveis. Baseado neste contexto, o objetivo deste estudo foi testar a
hipétese de que a funcido endotelial e o balango autonémico estido associados em

individuos saudaveis de ambos 0s sexos.

Materiais e métodos
Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (CEP 758/11) e todos os
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procedimentos foram realizados de acordo com a Declaracédo de Helsinki de 1975 e
da revisdo de 1983. Os participantes receberam informacbes sobre os
procedimentos e objetivos do estudo, participaram voluntariamente e assinaram um

termo de consentimento livre e esclarecido antes das avaliagdes.

Desenho do estudo

Estudo transversal analitico.

Calculo amostral

Para o calculo amostral foi utilizado como referéncia o coeficiente de
correlagao (r= -0,4), baseado no estudo de lellamo et al''. A variavel dependente foi
a fungcao endotelial e a variavel independente foi o componente de baixa frequéncia
da variabilidade da pressao arterial sistolica. A significancia adotada foi de 5%
(«=0,05) e o poder do teste de 80% (p=0,20), resultando em uma amostra de trinta

(30) pacientes. O programa utilizado foi o Win Pepi Versao 11.29.

Amostra

Critérios de inclusdo: voluntarios sem alteragdes metabdlicas, ndo tabagistas,
nao etilistas, com auséncia de fatores de risco e sem historia familiar (1° grau) de
doencgas cardiovasculares. Critérios de exclusao: participantes que faziam uso de
medicacao anti-hipertensiva ou qualquer medicagdo que atuasse sobre o sistema
nervoso central, pressédo arterial sistélica superior a 125 mmHg e percentual de

)12

dilatacdo da artéria braquial inferior a 9% (disfungdo endotelial) ©. Os individuos

foram selecionados e avaliados no periodo de dezembro de 2012 a abril de 2013.

Protocolo

Os voluntarios foram avaliados no turno da manhd sob condi¢cbes
padronizadas em um ambiente com temperatura controlada (22° + 1° C), apds jejum
de 12 horas. Os participantes foram orientados a se abster de consumir bebidas
contendo alcool, cafeina e vitamina C e a n&o praticar atividade fisica no dia anterior
as coletas. Foi verificada a glicemia, colesterol total e triglicerideos por meio do
aparelho Accutrend Plus através de pungédo capilar. A seguir, uma cinta de
transmissao (Polar RS800CX, Polar Electro OY, Kempele, Finlandia) foi posicionada

no toérax para captar a frequéncia cardiaca. Apds a instrumentacao, o participante
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permaneceu em repouso, em decubito dorsal, por cerca de 20 minutos. Para
analise, o sinal foi gravado por 10 minutos em ventilagdo espontanea e 10 minutos
com ventilagdo controlada. As correlagdes entre FMD e a VFC correspondem as
coletas da VFC com ventilacdo controlada. Posteriormente, foi realizada a avaliacéao

da funcéo endotelial™®.

Analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC)
A frequéncia cardiaca foi registrada por meio de uma cinta de transmisséao
posicionada no térax em um frequencimetro (Polar RS800CX). O sinal foi

5™ e analisado pelo software Kubios

transferido para o software Polar ProTrainer
HRV (versdo 2.1, Department of Applied Physics University of Eastern Finland,
Kuopio, Finland). Inicialmente os dados foram coletados com ventilagdo espontanea
(10 minutos) e depois foram orientados a manter o ritmo da frequéncia respiratéria
de um metrébnomo ajustado a 12 irpm (incursdes respiratérias por minuto) - (10
minutos). A analise da VFC foi realizada no dominio do tempo: média dos intervalos
RR (batimentos normais consecutivos, ms, Média RR); desvio padrao da média dos
intervalos de acoplamento de todos os batimentos normais consecutivos (STD RR,
ms); média da frequéncia cardiaca (Média FC); desvio padrdo da média da FC (STD
FC); raiz quadrada da média dos quadrados das diferengas entre intervalos RR
normais sucessivos (RMSSD, ms); numero de pares dos intervalos RR adjacentes
que diferem mais do que 50 ms (NNS5O, count); NN50 count dividido pelo numero
total de todos os intervalos RR (pNN50, %). O indice triangular RR € a distribuicdo
integral de densidade (isto é, o numero de todos os intervalos NN) dividido pelo valor
maximo da densidade. Interpolagcdo triangular do intervalo RR (ou NN) no
histograma (TINN, ms) € a largura da linha de base da distribuicdo medida como
uma base de um tridngulo, aproximando a distribuicdo do intervalo RR. O STD RR e
o indice triangular RR s&o considerados uma estimativa da VFC global, um indicador
da influéncia simpatica e parassimpatica. O RMSSD e pNN50 refletem a influéncia
parassimpatica .

No dominio da frequéncia, foram analisados: componente de frequéncia muito
baixa (very low frequency - VLF: 0 - 0.04 Hz); componente de baixa frequéncia (low
frequency - LF: 0.04 - 0.15 Hz); componente de alta frequéncia (high frequency - HF:
0.15 - 0.4 Hz); e, a relagao entre LF/HF. O HF reflete modulagao do sistema nervoso

parassimpatico e o LF é influenciado pela atividade simpatica e a relacdo LF/HF
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indica o balanco autonémico™. A andlise espectral foi obtida pelo modelo
autorregressivo (AR) obtido pelo software Kubios HRV.

Funcgao endotelial

O exame da funcédo endotelial foi realizado por ultrassonografia de alta
resolugao (Vivid i, GE Healthcare, Califérnia, EUA) da artéria braquial através da
técnica de dilatagdo mediada pelo fluxo (FMD ou DMF). O aparelho possui um
transdutor de alta frequéncia (3-12 MHz) para obter imagens longitudinais das
paredes da artéria braquial. As imagens de diametro arterial, com tragado
eletrocardiografico simultdneo, e de Doppler em cada momento do protocolo foram
gravadas e salvas. Imagens basais foram gravadas e um manguito de pressao foi
colocado no brago e inflado até 50 mmHg acima da pressao sistélica por 5 min. O
processo de dilatagdo mediado pelo fluxo na artéria braquial ocorreu
aproximadamente 1 minuto apos a deflagdo do manguito. Apds 10 min de repouso
as imagens basais foram repetidas e administrou-se um spray de nitroglicerina
sublingual (0,4 mg) para avaliar as respostas vasodilatadoras independentes do
endotélio apés 4 min. As analises foram realizadas “off-line”, procedendo-se a
mensuragao do diametro da artéria braquial, usualmente no final da diastole (no pico
da onda R do eletrocardiograma). O coeficiente de variagcdo esperado entre as
imagens do didmetro da artéria braquial foi de 1,8-5%. As respostas de
vasodilatacao dependentes do fluxo foram expressas como variacdo percentual do

diametro braquial’™. Os exames foram realizados pelo mesmo investigador.

Analise estatistica

A normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro-Wilk. Os
dados que atenderam a suposi¢cao de normalidade sao apresentados como média *
desvio padrdo e os que ndao atenderam como mediana e intervalo interquartil. As
correlacbes entre as variaveis paramétricas foram analisadas pelo teste de
correlagdo de Pearson e as ndo paramétricas, correlagao de Spearman. O valor de p
< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As analises estatisticas foram
realizadas com o software SPSS, versdo 19.
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Resultados

Inicialmente foram avaliados quarenta e cinco (45) individuos, no entanto,
onze (11) deles foram excluidos por apresentarem um percentual de dilatacdo da
artéria braquial inferior a 9% (n=6), pressao arterial sistélica > 125 mmHg (n=3) e
casos considerados outliers (desvio > que 3; n=2). Assim, um total de trinta e quatro
(34) voluntarios foram incluidos no estudo (Figura 1). As caracteristicas dos
voluntarios estudados sdo apresentadas na Tabela 1, onde se observa que os
individuos eram adultos jovens com pressao arterial, glicemia, colesterol total e
triglicerideos dentro de valores considerados normais.

Houve correlagdo negativa entre FMD e o indice LH/HF (r= -0,43, p= 0,011).
Na tabela 2 s&o apresentados valores dos parédmetros vasculares e autonébmicos os
quais estdo dentro dos padrbées de normalidade para idade e sexo. Houve
correlacdo negativa entre o FMD e o IMC (kg/m?) (r= -0,43, p= 0,01) e o peso (Kg)
(r=-0,39, p= 0,02).

Em relagdo a associagcado entre a fungcdo endotelial e balango autondédmico
observa-se correlagao negativa da fungéao endotelial, expresso através da FMD, com
o componente de baixa frequéncia (LF; r= -0,41, p= 0,016) e com o componente de
frequéncia muito baixa (VLF%; r= -0,34, p= 0,048). Correlagdo positiva foi
demonstrada entre FMD e o componente de alta frequéncia (HF; r= 0,41, p= 0,015)
e também entre FMD e o percentual do componente de alta frequéncia (HF%, r=
0,41, p= 0,016). As demais variaveis analisadas nao apresentaram correlagao
significativa assim como, a verificagcdo da associagdo entre a fungado endotelial e
balango autonémico com glicemia, colesterol total e triglicerideos. A dilatagao
independente do endotélio ndo se associou significativamente com nenhum dos
indices de variabilidade da frequéncia cardiaca. Esses dados sao apresentados na
tabela 3.

Discussao

Os resultados do presente estudo demonstram que existe moderada
associacgao entre funcao endotelial e balango autonémico em individuos saudaveis.
Bem como, moderada associacao entre a funcdo endotelial, peso e o indice de
massa corporea.

Nesse estudo, avaliou-se a atividade simpatica, vagal e balango autonémico

através da VFC e o efeito da ventilacdo controlada sobre a modulagdo do SNA.
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Observou-se predominio da atividade vagal e atenuagdo da atividade simpatica.
Para Seals et al. (2009), este efeito € regulado provavelmente por meio de reflexos
de estiramento pulmonar. A modulagcido autonémica € influenciada pela variacido do
volume pulmonar e aumentada durante a ventilagdo profunda e de baixa frequéncia
(Fr: 12irpm). Estudo demonstra que aumento em 30% e 50% da capacidade
inspiratoria a partir do volume pulmonar corrente produziu uma inibicdo quase
completa da atividade nervosa simpatica muscular (ANSM)'®. Em experimento com
animais anestesiados ou decerebrados, a insuflagdo pulmonar provocou inibigao
reflexa do estimulo nervoso simpatico pré e pos-ganglionar e vasodilatagcdo em leitos
vasculares, incluindo o musculo esquelético ndo ativo'®.

O efeito modulador da ventilagdo controlada na ANSM pode ser mediado por
barorreceptores cardiopulmonares em resposta a alteragbes na pressdo de
enchimento do ventriculo esquerdo e/ou contratilidade'’. Para Chowdhary et al.
(2000), o NO exerce um aumento no controle vagal cardiaco em humanos. O local
de acdo permanece indeterminado, mas os dados sugeriram que este efeito foi
devido as agdes do NO sintetizado dentro de neurdnios em varios locais. O NO
demonstrou aumento na atividade neuronal no nucleo do trato solitario (o local
primario para retransmissao das fibras aferentes barorreceptoras)'®.

Young et al. (2009), forneceram evidéncias de que o NO esteve envolvido na
regulacdo da atividade nervosa simpatica em humanos. A inibicdo da 6xido nitrico
sintase (NOS) sistémica evidenciou um forte aumento e sustentado do fluxo
vasodilatacao endotélio dependentew. Esses dados levantam a hipotese de que os
mediadores endoteliais podem aumentar a eficacia da modulagdo autondmica e vem
ao encontro dos resultados apresentados em nosso trabalho.

Estudo que investigou associacdo entre o SNA e o endotélio em uma
populagdo saudavél, mas de alto risco (filhos de portadores de Diabetes tipo 2),
demonstrou que existe, em condicbes basais, um aumento do fluxo simpatico
periférico, o qual esta ligado a uma diminuida dilatagdo mediada pelo endotélio e
esta associado com uma concomitante deficiéncia no controle baroreflexo e vagal do
corag:éo”. Esses resultados, mesmo que em uma populacédo diferente a do nosso
estudo, vem ao encontro dos obtidos, porém como a demonstragéo de que filhos de
diabéticos ja apresentam aumento da atividade simpatica quando comparado a

sujeitos normais.
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Em individuos saudaveis do sexo masculino, no estado de repouso e em
decubito dorsal, ha uma correlagdo positiva entre indices vagais da variabilidade da
frequéncia cardiaca e fungado endotelial. Um estudo anterior sugeriu uma relagéao
direta entre a atividade do sistema nervoso parassimpatico e a fungao endotelial no
estado normal, em individuos saudaveis, em que a retirada do parassimpatico e a
atenuagado da fungdo endotelial foram observadas nas primeiras horas da manh3,
reforcando a importancia de uma interagao entre o sistema nervoso auténomo e o
endotélio na regulagao cardiovascular'®?,

Estudo relacionando a fungao endotelial e o sistema nervoso autbnomo em
situacdes patologicas, com pacientes portadores da Doenca de Chagas, demonstrou
correlagao significativa entre parametros ligados a fungdo endotelial e a modulagao
autondmica cardiaca, como também evidenciou alteracbes na dilatacdo mediada
pelo fluxo e deficiéncia na resposta autondmica ao ortostatismo®.

Encontrou-se uma associagao inversa entre FMD e o peso, consistente em
um estudo prospectivo, no qual foi demonstrado que a perda de peso sustentada,
em longo prazo (12 meses), independentemente do método de intervengao,
incrementou a vasodilatagdo endotélio dependente da artéria braquial em um grupo
com obesidade grave, enquanto que a falha na redugdo de peso foi associada com
insuficiéncia vascular persistente. A perda de peso foi associada a uma melhora
significativa dos parametros metabdlicos incluindo o estado glicémico, perfil lipidico,
proteina C-reativa®’. A funcdo endotelial piora com o aumento do peso, devido ao
excesso de massa gorda, a deficiéncia na tolerancia a glicose, a liberagdo de
adipocitocina, resisténcia a insulina, desregulagdo metabdlica e, a inflamagéo
sistémica®>%.

Somente a ingestao restrita de energia na perda de peso € uma intervengao
eficaz para melhorar a condutancia periférica e a resisténcia da artéria na funcao
endotelial em adultos jovens e idosos com sobrepeso/obesidade. As melhorias na
funcao da artéria de resisténcia sdo mediadas por um aumento na biodisponibilidade
de NO e estdo relacionadas com a redugao da gordura visceral abdominal®.

Também foram examinadas respostas vasomotoras da artéria braquial por
meio da técnica FMD, em individuos com obesidade grave. A fungcdo endotelial
estava diminuida significativamente no maior tercil de peso corporal. Dentro de uma
populagdo com excesso de peso, a carga de peso acumulada permanece

fortemente associada a disfungdo progressiva arterial. Estes resultados sugerem
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que riscos cardiovasculares se intensificam com a obesidade crescente e ressaltam
a importancia da perda de peso no contexto da epidemia de obesidade em
expansao?°.

Neste estudo, encontra-se uma correlagao negativa entre o FMD e o IMC, que
em estudos anteriores demonstraram esta relagao inversa. No estudo realizado com
uma populagéo hispanica, foi mostrada uma relagao inversa significativa entre essas
variaveis®. Essa relacdo estava presente na variagdo do FMD percentual e na
mudanc¢a do didmetro absoluto. Uma analise adicional revelou que a relagao entre o
IMC elevado e a vasodilatagdo dependente do endotélio prejudicada foi género
dependente, ou seja, apenas as mulheres na populagdo do estudo mostraram uma
relacdo estatisticamente significativa entre o FMD e o IMC?®. A publicagdo do Grupo
Framingham Heart Study, demonstrou uma relagéo inversa entre o IMC e a fungao
endotelial medida pela FMD, além disso, observaram uma relagdo inversa para
ambos os sexos?’.

O comprometimento da fungdo endotelial da artéria braquial prevé
independentemente eventos cardiovasculares a longo prazo em pacientes com
doenca arterial periférica. Os resultados do estudo sugerem que a avaliagdo néo
invasiva pode servir como um desfecho substituto para o risco cardiovascular?®.
Nosso estudo apresenta como limitagdes o tamanho da amostra e a variagdo das
idades, o que nao permite extrapolacdes para outras faixas etarias e portanto sao
necessarios estudos com populagdes com idades mais avangadas ou mesmo mais
jovens.

Conclui-se que a fungéo endotelial e o balango autonémico estdo associados,
o que demonstra que possivelmente as substancias produzidas pelo endotélio e pelo
sistema nervoso interagem interferindo no controle e regulagdo dos sistemas

corporais em individuos saudaveis.
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Figura 1. Fluxograma da selegao dos individuos.
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Tabela 1. Caracteristicas dos voluntarios estudados.

Média + DP
Variaveis Porcentagem
Mediana [Intervalo Interquartil]

Idade (anos) 27,5+5,8
Sexo (%) 70 (F)/30 (M)
Peso (Kg) 63,9+ 11,6
Altura (m) 1,68 + 0,08
IMC (Kg/m®) 22,5+2,8
IPAQ (muito ativos/ ativos) 47,06%/ 44,1%
PAS braquial (mmHg) 110 [100; 120]
PAD braquial (mmHg) 75 [70; 80]
Frequéncia cardiaca (bpm) 62 [60; 69]
Colesterol total (mg/dL) 191+ 26
Glicemia (mg/dL) 87 £ 17
Triglicerideos (mg/dL) 116 [95; 134]

Os dados séo apresentados como média + DP (desvio padréo), porcentagem
e mediana [Intervalo Interquartil]; IMC: indice de massa corpoérea; PAS:
pressao arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastélica; IPAQ: Questionario
Internacional de atividade fisica.

57



Tabela 2. Valores dos parametros vasculares e autondmicos.

Média + DP

Variaveis Mediana [Intervalo Interquartil]

Artéria Braquial

FMD, % 15,8 +4,3
NTG, % 37,83 [29,60; 42,78]
indices

Autonomicos

Média RR (ms)
STD RR (ms)
Média FC (1/min)
STD FC (1/min)
RMSSD (ms)
NN50 (count)
PNN50 (%)
indice t RR
TINN

VLF (Hz)

LF (Hz)

HF (Hz)

VLF (ms?)

LF (ms?)

HF (ms?)

Total (ms?)
LF/HF (ms?)
VLF (%)

LF (%)

HF (%)

LF (n.u)

HF (n.u)

896,8 [797,48; 992,23]
65,45 [44,68; 87,78]
68 + 11
542
60,1 [34,7; 90,85]
126 [48; 169]

39,4 [12,18; 56]
14,21 [11,65; 18,22]
317,5 [220; 401,25]
0,0039 [0,0039; 0,0039]
0,043 [0,043; 0,043]
0,1992 [0,1914; 0,1992]
875,5 [493; 1472,25]
682 [314,25; 1301,5]
2205 [835,5; 4493]
3923 [1850; 7198]
0,29 [0,15; 0,58]
23,1[18,1; 29,08]
17,4 [10,52; 26,77]
56,86 + 16,40
22,4 [13,4; 36,7]
77,4 [63,08; 86,6]

FMD, dilatagdo mediada pelo fluxo; NTG, dilatagdo independente do endotélio; Média RR, média
do intervalo RR (batimentos consecutivos); STD RR, desvio padrdo da média dos intervalos de
todos os batimentos normais consecutivos; Média FC, média da frequéncia cardiaca; STD FC,
desvio padrao da média da frequéncia cardiaca; RMSSD, raiz quadrada da média dos quadrados
das diferengas entre intervalos RR normais sucessivos; NN50, numero de pares dos intervalos RR
adjacentes que diferem mais do que 50 ms; pNN50, NN50 dividido pelo nimero total de todos os
intervalos RR; indice t RR, distribuicdo integral de densidade, isto €, o niumero de todos os
intervalos RR dividido pelo valor maximo da densidade; TINN, interpolagdo triangular do intervalo
RR (ou NN) no histograma; VLF, very low frequency; HF (high frequency): componente da banda
de alta frequéncia do intervalo RR; LF (low frequency), banda do espectro de baixa frequéncia dos
intervalos RR; LF/HF, balango simpato-vagal.
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Tabela 3. Correlagao entre o FMD e as diferentes variaveis estudadas.

Correlagao de

Variaveis Pearson () Valor p
Idade (anos) - 0,22 0,214
Peso (Kg) - 0,39 0,020*
Altura (m) - 0,19 0,285
IMC (Kg/m?) -0,43 0,010*
Frequéncia cardiaca (bpm) 0,20 0,247
Colesterol total (mg/dL) 0,01 0,940
Glicemia (mg/dL) - 0,09 0,624
NTG, % 0,16 0,361
STD RR (ms) - 0,06 0,745
Média FC (1/min) 0,23 0,189
STD FC (1/min) 0,12 0,495
RMSSD (ms) -0,30 0,868
NN5O0 (count) 0,10 0,559
PNN50 (%) 0,01 0,967
indice t RR - 0,06 0,718
TINN - 0,05 0,767
LF (ms?) -0,23 0,199
Total (ms?) - 0,03 0,876
VLF (%) - 0,34 0,048
LF (%) - 0,32 0,063
HF (%) 0,41 0,016*
LF (nu) - 0,41 0,016*
HF (nu) 0,41 0,015*

IMC: indice de massa corpérea; FMD, dilatagdo mediada pelo fluxo; NTG, dilatagdo
independente do endotélio; STD RR, desvio padrdao da média dos intervalos de todos os
batimentos normais consecutivos; Média FC, média da frequéncia cardiaca; STD FC, desvio
padrao da média da frequéncia cardiaca; RMSSD, raiz quadrada da média dos quadrados das
diferengas entre intervalos RR normais sucessivos; NN50, numero de pares dos intervalos RR
adjacentes que diferem mais do que 50 ms; pNN50, NN50 dividido pelo nimero total de todos os
intervalos RR; indice t RR, distribuicdo integral de densidade, isto €, o niumero de todos os
intervalos RR dividido pelo valor maximo da densidade; TINN, interpolag&o triangular do intervalo
RR (ou NN) no histograma; HF (high frequency): componente da banda de alta frequéncia do
intervalo RR; LF (low frequency), banda do espectro de baixa frequéncia dos intervalos RR.
*Significancia (p < 0,05).
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Tabela 4. Correlagao entre o FMD e as diferentes variaveis estudadas.

Correlagao de

Variaveis Spearman Valor p
PAS braquial (mmHg) -0,12 0,512
PAD braquial (mmHg) 0,04 0,844
Triglicerideos (mg/dL) - 0,09 0,621
Média RR (ms) - 0,16 0,353
VLF (Hz) -0,19 0,261
LF (Hz) - 0,01 0,960
HF (Hz) 0,27 0,116
VLF (ms?) -0,18 0,318
HF (ms?) 0,22 0,219
LF/HF (ms?) -0,43 0,011*
IPAQ - 0,01 0,958

PAS: pressédo arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastdlica; FMD, dilatagdo mediada pelo
fluxo; Média RR, média do intervalo RR (batimentos consecutivos); VLF, very low frequency; LF
(low frequency), banda do espectro de baixa frequéncia dos intervalos RR; HF (high frequency),
componente da banda de alta frequéncia do intervalo RR; LF/HF, balango simpato-vagal; IPAQ,
Questionario Internacional de atividade fisica. *Significancia (p < 0,05).
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8 ANEXOS
8.1Parecer de aprovagio do Comité de Etica da UFCSPA

Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Associagao entre a fungdo endotelial e o balango autonémico em individuos

saudaveis
| Pesquisador Responsavel Rodrigo Della Mea Plentz Parecer 1380/11 |
[Data da Versdo 15/03/2011 | [Cadastro 758/11 | [Data do Parecer 16/06/2011 |
| Grupo e Area Temitica Classificagdo utilizada pela CONEP |
Objetivos do Projeto

Objetivo Geral: Verificar a forga de associagdo entre a fungdo endotelial e o balango
autondmico em individuos saudaveis em diferentes faixas etarias.

Objetivos especificos: a) Verificar a associagdo do estresse oxidativo com a fungao endotelial
e balango autondmico; b) verificar a associagdo do perfil lipidico com a fungdo endotelial e
balango autondmico.

Sumario do Projeto

Estudos demonstram uma possibilidade de associagdo entre o endotélio e o SNA. O trabalho
tem como objetivo investigar a forga de associagdo entre a fungdo endotelial e o balango
autondmico em individuos saudaveis. A variabilidade da frequéncia cardiaca e o controle
autondmico serdo avallados pelo método oscilométrico da pressio arterial (finapress) e a
fungiio endotelial eerd avaliada pelo método de dilatagio mediada pelo fluxo da artéria
braquial (FMD), usando imagem de ultrassom de alta resolugdo. A amostra serd composta por
36 voluntérios.

Comentirios sobre os itens de ldentificagdo
Laboratsrio de Investigagao Clinica do Instituto de Cardiologia do Rio Grande
’ -IC-FUC.

Cobn o itens de Pacientes e dos

Comentarios sobre as Rcforbnciu Blbllogriﬂcas

Recomendacgéao
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8.2 Normas da revista na qual o artigo sera submetido (Brazilian Journal of
Physical Therapy).

Forma e apresentacao do manuscrito

O BJPT (Brazilian Journal of Physical Therapy) considera a submissdo de
manuscritos com até 3.500 palavras (excluindo-se pagina de titulo, resumo,
referéncias, tabelas, figuras e legendas). Informagdes contidas em anexo(s) serao
computadas no numero de palavras permitidas. O manuscrito deve ser escrito
preferencialmente em inglés. Quando a qualidade da redagdo em inglés
comprometer a analise e avaliagdo do conteudo do manuscrito, os autores serao
informados. Recomenda-se que os manuscritos submetidos em inglés venham
acompanhados de certificacdo de revisao por servico profissional de editing and
proofreading. Tal certificagdo devera ser anexada a submissdo. Sugerimos os
seguintes servigos abaixo, ndo excluindo outros: American Journal Experts
(http://www.journalexperts.com); Scribendi (www.scribendi.com); Nature Publishing
Groups Language Editing (https://languageediting.nature.com/login). Antes do corpo
do texto do manuscrito deve-se incluir uma pagina de titulo e identificagao, palavras-
chave e o abstract/resumo. No final do manuscrito inserir as referéncias, tabelas,
figuras e anexos.

Titulo e identificacao

O titulo do manuscrito ndo deve ultrapassar 25 palavras e deve apresentar 0 maximo
de informagdes sobre o trabalho. Preferencialmente, os termos utilizados no titulo
nao devem constar na lista de palavras-chave. A pagina de identificagdo do
manuscrito deve conter os seguintes dados: Titulo completo e titulo resumido com
até 45 caracteres, para fins de legenda nas paginas impressas; Autores: nome e
sobrenome de cada autor em letras maiusculas, sem titulagdo, seguidos por numero
sobrescrito (expoente), identificando a afiliagcao institucional/vinculo
(unidade/instituicao/cidade/estado/pais). Para mais de um autor, separar por virgula;
Autor de correspondéncia: indicar o nome, enderego completo, e-mail e telefone do
autor de correspondéncia, o qual esta autorizado a aprovar as revisdes editoriais e
complementar demais informacdes necessarias ao processo; Palavras-chaves:
termos de indexag¢&o ou palavras-chave (maximo seis) em portugués e em inglés.

Abstract/Resumo

Uma exposigédo concisa, que nao exceda 250 palavras em um unico paragrafo, em
portugués (Resumo) e em inglés (Abstract), deve ser escrita e colocada logo apés a
pagina de titulo. Referéncias, notas de rodapé e abreviagbes nao definidas nao
devem ser usadas no Resumo/Abstract. O Resumo e o Abstract devem ser
apresentados em formato estruturado.
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Introducéo

Deve-se informar sobre o objeto investigado devidamente problematizado, explicitar
as relagdes com outros estudos da area e apresentar justificativa que sustente a
necessidade do desenvolvimento do estudo, além de especificar o(s) objetivo(s) do
estudo e hipétese(s), caso se aplique.

Método

Descricdo clara e detalhada dos participantes do estudo, dos procedimentos de
coleta, transformacido/reducdo e analise dos dados de forma a possibilitar
reprodutibilidade do estudo. O processo de selecao e alocagao dos participantes do
estudo devera estar organizado em fluxograma, contendo o numero de participantes
em cada etapa, bem como as caracteristicas principais (ver modelo fluxograma
CONSORT). Quando pertinente ao tipo de estudo deve-se apresentar calculo que
justifique adequadamente o tamanho do grupo amostral utilizado no estudo para
investigacdo do(s) efeito(s). Todas as informagbes necessarias para estimativa e
justificativa do tamanho amostral utilizado no estudo devem constar no texto de
forma clara.

Resultados

Devem ser apresentados de forma breve e concisa. Resultados pertinentes devem
ser reportados utilizando texto e/ou tabelas e/ou figuras. Nao se devem duplicar os
dados constantes em tabelas e figuras no texto do manuscrito.

Discussao

O objetivo da discussédo é interpretar os resultados e relaciona-los aos
conhecimentos ja existentes e disponiveis na literatura, principalmente aqueles que
foram indicados na Introducdao. Novas descobertas devem ser enfatizadas com a
devida cautela. Os dados apresentados nos métodos e/ou nos resultados nao
devem ser repetidos. Limitacdes do estudo, implicacdes e aplicagao clinica para as
areas de Fisioterapia e Reabilitagdo deverao ser explicitadas.

Referéncias

O numero recomendado é de 30 referéncias, exceto para estudos de revisdo da
literatura. Deve-se evitar que sejam utilizadas referéncias que n&o sejam acessiveis
internacionalmente, como teses e monografias, resultados e trabalhos nao
publicados e comunicagcdo pessoal. As referéncias devem ser organizadas em
sequéncia numérica de acordo com a ordem em que forem mencionadas pela
primeira vez no texto, seguindo os Requisitos Uniformizados para Manuscritos
Submetidos a Jornais Biomédicos, elaborados pelo Comité Internacional de Editores
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de Revistas Médicas — ICMJE. Os titulos de periddicos devem ser escritos de forma
abreviada, de acordo com a List of Journals do Index Medicus. As citacbes das
referéncias devem ser mencionadas no texto em numeros sobrescritos (expoente),
sem datas. A exatidao das informacgdes das referéncias constantes no manuscrito e
sua correta citagdo no texto sdo de responsabilidade do(s) autor(es). Exemplos:
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html.

Tabelas, Figuras e Anexos.

As tabelas e figuras s&o limitadas a cinco (5) no total. Os anexos serdo computados
no numero de palavras permitidas no manuscrito. Em caso de tabelas, figuras e
anexos ja publicados, os autores deverdo apresentar documento de permissao
assinado pelo autor ou editores no momento da submissao. Para artigos submetidos
em lingua portuguesa, a(s) versdao (6es) em inglés da(s) tabela(s), figura(s) e
anexo(s) e suas respectivas legendas deverdao ser anexados no sistema como
documento suplementar.

-Tabelas: devem incluir apenas os dados imprescindiveis, evitando-se tabelas muito
longas (maximo permitido: uma pagina, tamanho A4, em espagcamento duplo),
devem ser numeradas, consecutivamente, com algarismos arabicos e apresentadas
no final do texto. Nao se recomendam tabelas pequenas que possam ser descritas
no texto. Alguns resultados simples sao mais bem apresentados em uma frase e ndo
em uma tabela.

-Figuras: devem ser citadas e numeradas, consecutivamente, em arabico, na ordem
em que aparecem no texto. Informagdes constantes nas figuras ndo devem repetir
dados descritos em tabela(s) ou no texto do manuscrito. O titulo e a(s) legenda(s)
devem tornar as tabelas e figuras compreensiveis, sem necessidade de consulta ao
texto. Todas as legendas devem ser digitadas em espacgo duplo, e todos os simbolos
e abreviagdes devem ser explicados. Letras em caixa-alta (A, B, C, etc.) devem ser
usadas para identificar as partes individuais de figuras multiplas.

Se possivel, todos os simbolos devem aparecer nas legendas; entretanto, simbolos
para identificacdo de curvas em um grafico podem ser incluidos no corpo de uma
figura, desde que nédo dificulte a andlise dos dados. As figuras coloridas seréao
publicadas apenas na verséo online. Em relagao a arte final, todas as figuras devem
estar em alta resolugcdo ou em sua versao original. Figuras de baixa qualidade nao
serao aceitas e podem resultar em atrasos no processo de reviséo e publicagao.
-Agradecimentos: devem incluir declaragbes de contribuigdes importantes,
especificando sua natureza. Os autores sdo responsaveis pela obtencdo da
autorizagdo das pessoas/instituigdes nomeadas nos agradecimentos.

Submissao eletronica
A submissdao dos manuscritos devera ser efetuada por via eletrbnica no site

http://www.scielo.br/rbfis. Os artigos submetidos e aceitos em portugués seréo
traduzidos para o inglés por tradutores do BJPT, e os artigos submetidos e aceitos
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em inglés, caso necessario, serdo encaminhados aos revisores de inglés do BJPT
para revisdo final. E de responsabilidade dos autores a eliminacdo de todas as
informagdes (exceto na pagina do titulo e identificagdo) que possam identificar a
origem ou autoria do artigo. Ao submeter um manuscrito para publicagao, os autores
devem inserir no sistema os dados dos autores e ainda inserir como documento(s)
suplementar (es):

Carta de encaminhamento do material;

Declaragao de responsabilidade de conflitos de interesse;

Declaracao de transferéncia de direitos autorais assinada por todos os autores;
Demais documentos, se apropriados (ex. permissdo para publicar figuras, parte de
material ja publicado, checklist etc).

Processo de revisao

Os manuscritos submetidos que atenderem as normas estabelecidas e que se
apresentarem em conformidade com a politica editorial do BJPT serdo
encaminhados para os editores de area, que fardo a avaliacio inicial do manuscrito
e enviarao ao editor chefe a recomendacgao ou ndo de encaminhamento para revisdo
por pares. Os critérios utilizados para analise inicial do editor de area incluem:
originalidade, pertinéncia, relevancia clinica e métodos. Os manuscritos que n&o
apresentarem mérito ou ndo se enquadrarem na politica editorial serdo rejeitados na
fase de pré-analise, mesmo quando o texto e a qualidade metodoldgica estiverem
adequados. Dessa forma, o manuscrito podera ser rejeitado com base apenas na
recomendagado do editor de area, sem necessidade de novas avaliagbes, nao
cabendo, nesses casos, recurso ou reconsideragdo. Os manuscritos selecionados
na pré-analise serdo submetidos a avaliagcdo de especialistas, que trabalhardo de
forma independente. Os avaliadores permanecerao andnimos aos autores, assim
como os autores nao serao identificados pelos avaliadores. Os editores coordenarao
as informacdes entre os autores e avaliadores, cabendo-lhes a decisdo final sobre
quais artigos serdo publicados com base nas recomendagdes feitas pelos
avaliadores e editores de area. Quando aceitos para publicagéo, os artigos estarao
sujeitos a pequenas corregdes ou modificagbes que nao alterem o estilo do autor.
Quando recusados, os artigos serdo acompanhados de justificativa do editor. Apds
publicagdo do artigo ou processo de revisao encerrado, os arquivos e documentagao
referentes ao processo de revisédo serdo eliminados.



