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RESUMO

ALviM RO. Herdabilidade da velocidade de onda de pulso e associacdo do
controle glicémico e perfil lipidico com a rigidez arterial em uma populagéo
brasileira: "Projeto Cora¢des de Baependi" [TESE]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

INTRODUCAO:A rigidez arterial aumentada é um importante determinante
do risco cardiovascular e um forte preditor de morbimortalidade. Além disso,
estudos demonstram que o enrijecimento vascular pode estar associado a
fatores genéticos e metabdlicos. Portanto,0s objetivos do presente estudo
sdo determinar a herdabilidade da velocidade de onda de pulso (VOP) e
avaliar a associacao do perfil lipidico e do controle glicEmico com o fenétipo
de rigidez arterial em uma populagdo brasileira. METODOS:Foram
selecionados 1675 individuos (ambos os géneros com idade entre 18 e 102
anos) distribuidos em 109 familias residentes no municipio de Baependi-MG.
A VOP cardtida-femoral foi avaliada de forma néo invasiva através de um
dispositivo automatico.As varidveis lipidicas e a glicemia de jejum foram
determinadas pelo método enzimatico colorimétrico. Os niveis de
hemoglobina glicada (HbAlc) foram determinados pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. As estimativas da herdabilidade da
VOP foram calculadas utilizando-se a metodologia de componentes de
variancia implementadas no software SOLAR. RESULTADOS: A
herdabilidade estimada para a VOP foi de 26%, sendo ajustada para idade,
género, HbAlc e pressao arterial média. Os niveis de HbAlc foram
associados a rigidez arterial, onde a elevacdo de uma unidade percentual da
HbAlc representou um incremento de 54% na chance de risco para rigidez

arterial aumentada. As variaveis lipidicas (LDL-c, HDL-c, colesterol nao-



HDL-c, colesterol total e triglicérides) apresentaram fraca correlacdo com a
VOP. Além disso, uma andlise de regressao linear estratificada para idade
(ponto de corte = 45 anos) demonstrou uma relagdo inversa entre LDL-c e
VOP em mulheres com idade = 45 anos. CONCLUSAO: Os resultados
indicam que a VOP apresenta herdabilidade intermediaria (26%); a HbAlc
esta fortemente associada a rigidez arterial aumentada;, o LDL-c é
inversamente relacionado com a VOP em mulheres com idade = 45 anos,
possivelmente devido as alteragcbes metabdlicas associadas a faléncia

ovariana.

Descritores: rigidez vascular; glicemia; lipideos; hereditariedade; analise de

onda de pulso; estudos de coortes.



ABSTRACT

ALviM RO. Heritability of pulse wave velocity and association of glycemic
control and lipid profile with arterial stiffness in a Brazilian population:
"Baependi Heart Study" [THESIS]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2016.

INTRODUCTION: Increased central arterial stiffness is an important
determinant of cardiovascular risk and a strong predictor of morbimortality.
Moreover, studies showed that vascular stiffening can be associated with
genetic and metabolic factors. Thus, the aims of this study are to estimate
the heritability of pulse wave velocity (PWV) and to assess the association of
lipid profile and glycemic control with arterial stiffness in a sample from the
Brazilian population. METHODS: For this study, 1675 individuals (both
genders aged from 18 to 102 years) were selected and they were distributed
within 109 families residents in the municipality of Baependi - MG. The PWV
was measured with a non-invasive automatic device. Lipid profile parameters
and fasting glucose were determined by enzymatic colorimetric method.
HbAlc levels were determined by high-performance liquid chromatography.
Variance component approaches implemented in the SOLAR software were
applied to estimate the heritability of PWV. RESULTS: Heritability estimates
for carotid-femoral PWV was 26%, after adjustment for age, gender, HbAlc,
and mean blood pressure. HbAlc levels were associated with arterial
stiffness and the elevation of a single unit percentage of HbAlc represented
an increase of 54 % in the odds of increased arterial stiffness. The lipid
variables (LDL-c, HDL-c, non-HDL-c, total cholesterol and triglycerides)
presented weak correlation with PWV. In addition, a linear regression

analysis stratified by age (cutoff = 45 years) showed an inverse relation



between LDL-c and PWV in women aged 45 or older. CONCLUSION: Our
findings indicate that PWV demonstrated an intermediate heritability (26%);
HbAlc proved to be a good marker for risk stratification for increased arterial
stiffness; LDL-c was inversely related with PWV in women aged 45 or older,
possibly due to the metabolic alterations associated with ovarian failure.

Descriptors: vascular stiffness; blood glucose; lipids; heredity; pulse wave

analysis; cohorts studies.
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1.0. INTRODUCAO
1.1. IMPACTO DAS DOENGAS CARDIOVASCULARES

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de
mortalidade e incapacidade no Brasil e no mundo (1, 2). Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ano de 2012 aproximadamente
17,5 milhdes de pessoas morreram vitimas de DCV, o que representou
cerca de 31% da mortalidade total na populacdo mundial. A previsédo da
OMS para o0 ano de 2020 € que esse numero possa se elevar a valores entre
35 e 40 milhdes (3). No Brasil, os dados referentes a morbimortalidade por
DCV sao semelhantes aos descritos em paises desenvolvidos. Além disso,
doencas provenientes do aparelho circulatério sdo responsaveis por cerca
de 10% das internagfes hospitalares, ficando em 3° lugar, somente atras de

parto e doencas do aparelho respiratério (4).

Além do impacto social, as DCV vém sendo responsabilizadas por
grandes déficits econbmicos nos sistemas de saude em todo o mundo. Nos
paises da Unido Europeia, os custos diretos e indiretos das DCV foram da
ordem de €104,5 bilhdes/ano e € 64,2 bilhdes/ano, respectivamente (5). Nos
Estados Unidos os custos médico e social decorrentes de doenca arterial
coronariana ultrapassam os 90 bilhdes de dolares/ano (6). No Brasil, o total
aproximado de gastos anuais com saude fica em torno de R$ 142 bilhdes,
sendo grande parte deste valor investido direto ou indiretamente no

tratamento das DCV e seus respectivos fatores de risco (4).
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Levando em consideragdo 0s prejuizos socioecondmicos decorrentes
das DCV, torna-se importante implementar novas estratégias com o intuito
de minimizar os efeitos deletérios provocados por essas enfermidades. Para
isso, € necesséario combater enfaticamente os fatores de risco associados
(hipertensdo arterial, sedentarismo, diabetes mellitus, obesidade,
dislipidemia etc.), investir em novas estratégias de triagem (marcadores
genéticos, bioquimicos, inflamatorios etc.) e avaliar fendtipos
cardiovasculares (rigidez arterial, espessamento meédio-intimal, controle
autondémico etc.) que possam trazer informacgdes preditivas relacionadas as

DCV.

1.2. ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DA RIGIDEZ ARTERIAL

A rigidez arterial é um fendmeno complexo caracterizado pela
diminuicdo da complacéncia (distensibilidade) dos grandes vasos em
decorréncia do envelhecimento (7), ou de doencas associadas ao sistema
cardiovascular, como diabetes (8), aterosclerose (9) e doenca renal crénica
(10). Clinicamente a rigidez arterial aumentada pode se manifestar,
principalmente, através da pressdo de pulso (PP) elevada e hipertensao
sistélica isolada (11-16). No sistema cardiovascular, o enrijecimento da aorta
resulta em elevacdo da pressao arterial sistélica (PAS) e diminuicdo da
presséo arterial diastolica (PAD), que, por conseguinte, aumenta a pés-carga
ventricular e altera a perfusao das artérias coronarias (17). Essas mudancas

podem resultar em hipertrofia do ventriculo esquerdo (18), agravamento da
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isquemia coronaria (19, 20) e aumento do estresse na parede do vaso (21),

que por sua vez pode levar a ruptura de placas ateroscleréticas (22).

O enrijecimento da parede vascular se da através de uma complexa
interacdo entre adaptacdes dindmicas e estaveis, envolvendo elementos
celulares e estruturais da parede do vaso. Essas alteracdes vasculares sao
influenciadas por forcas hemodindmicas (23) e fatores extrinsecos, como
hormonios, processo de regulacdo do sal e da glicose (24). A modulacéo
fisiopatoldgica da rigidez arterial € mediada através do fino balanco entre a
producdo e a degradacdo de elastina e colageno. Portanto, o desbalanco
desse sistema causado por substancias proé-inflamatérias, desequilibrio entre
a inibicdo e ativacado de metaloproteinases e sobrecarga de presséo, leva a
uma superproducdo de coladgeno e uma reducdo da elastina, contribuindo

assim para a diminuigédo da distensibilidade vascular (25) (Figura 1).

Lamen

NaCl, angiotensina,
lipides, neurohormdnios

simpaticos e shear stress. Tunica Intima

|' Colageno, AGE's, I-CAM,
—| MMP, TGF-B, CMLYV, leucécitos.
| Elastina

N\

Tunica Adventicia

R
- -
ﬁ\ —I ' Fibroblastos e Colageno
r

Tunica Média

 CMLV, Colageno, AGE’s, MMP. |
v Elastina

Disfungao Endotelial
Permeabilidade

Endotélio

Figura 1- Desenho esqueméatico referente aos principais efetores do processo de rigidez
arterial (Adaptado de Ziemanet al.(24)). NaCl, cloreto de sédio; CMLV, célula muscular lisa
vascular; AGE's, produto final de glicacdo avancada; MMP, metaloproteinases da matriz; |-

CAM, molécula de adesao intercelular; TGF-[, fator de crescimento transformador-beta.
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A avaliacdo da rigidez arterial pode ser realizada por meio de métodos
invasivos e nao-invasivos. Estes sao divididos em 3 grupos: avaliagcdo da
distensibilidade, andlise do formato da onda de pulso arterial e mensuracao
da velocidade de onda de pulso (VOP), que, segundo consensos, € 0

método padrdo ouro para avaliacdo da rigidez arterial (26).

Nos ultimos anos, com a consolidacdo do método da VOP na
avaliacdo da rigidez arterial, diversos estudos vém demonstrando a
associacdo positiva do presente fendtipo com diversas condicbes
patoldgicas. Blacher et al. (27), estudando individuos portadores de
aterosclerose, demonstraram que a VOP estd associada a presenca e
extensdo do processo aterosclerotico. Em outro estudo envolvendo
pacientes com doenca renal crénica em estagio terminal, London et al. (28)
demonstraram que esses individuos apresentavam maiores valores da VOP
quando comparados aos individuos controles saudaveis. Toto Moukouo et
al. (29), avaliando propriedades das grandes artérias de individuos obesos e
nao obesos com hipertensdo essencial, demonstraram que a VOP era
significantemente maior em individuos obesos. Além disso, inUmeros
estudos epidemioldgicos vém reportando o papel da rigidez arterial
aumentada na predicdo de morbidade e mortalidade, independentemente de
outros fatores de risco cardiovascular. Recentemente, Vlachopoulos et al.
(30) demonstraram através de uma meta-analise envolvendo 17 estudos,
que valores elevados da VOP (=12m/s) prediziam um aumento de 102% no

risco de mortalidade decorrentes de eventos cardiovasculares. O mesmo
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estudo demonstrou ainda que o aumento de 1m/s na VOP correspondia ao

incremento de 15% no risco.

Devido ao comprovado impacto da rigidez arterial aumentada no risco
de morbidade e mortalidade cardiovascular e total, diversas formas de
tratamento vém sendo propostas com objetivo de diminuir os numeros
supracitados. Levando em consideracdo que a degeneragao estrutural de
componentes elasticos das grandes artérias é pouco reversivel frente a
terapias farmacoldgicas (31), torna-se importante focar nas intervencdes de
cunho preventivo,tais como restricdo de sodio na alimentacdo (32),
realizacdo de treinamento fisico regular (33, 34), erradicacado do tabagismo
(35), reducdo do consumo excessivo de alcool (36), utilizacdo de Oleos
derivados de peixe (37) e consumo de alimentos que contenham
isoflavondides (38). Contudo, apesar das controvérsias em relagcdo a
contribuicdo dos farmacos na reducao da rigidez arterial, alguns estudos tém
demonstrado resultados positivos mediante a utilizacdo de drogas anti-
hipertensivas (39-41) e anti-lipemiantes (42, 43). Sendo assim, pode-se
considerar que o tratamento farmacoldgico associado a medidas preventivas

pode ter um efeito adicional no controle da rigidez arterial.

1.3. Determinantes da Rigidez Arterial

Fatores de risco cardiovascular tradicionais como envelhecimento (7,
44), hipertenséao (44), diabetes (8), dislipidemia (45) e obesidade (46) sao

apontados como potencias promotores do incremento da rigidez arterial.
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Dentre todos os fatores supracitados, idade e pressao arterial elevada

demonstram ser os mais relevantes (47).

E amplamente estabelecido que rigidez arterial aumenta
acentuadamente com o avancar da idade. Dados do Framingham Heart
Study apontam que até os 50 anos de idade apenas 5-10% dos individuos
apresentaram rigidez arterial elevada (VOP=12m/s), enquanto em individuos
com idade superior a 70 anos a prevaléncia € superior a 60% (48). Nos
altimos anos, estudos vém demonstrando que o aumento da VOP
relacionada ao envelhecimento ndo é uniforme ao longo da aorta (49-51).
Hickson et al. (50) reportaram que grande parte do enrijecimento vascular
ocorre na aorta abdominal e apresenta taxa de incremento de 0,9 m/s por
década. Estudos recentes tém demonstrado que o aumento da rigidez
arterial associado ao envelhecimento esta intimamente relacionado a
elevacdo da atividade nervosa simpatica (52) e consequente exacerbacao

do processo inflamatorio (53).

A associagao entre hipertensao arterial sistémica e o incremento da
rigidez arterial vem sendo amplamente evidenciada nos udltimos anos.
Estudos demonstram que a elevacdo da presséo arterial gera um aumento
do estresse pulsétil na parede vascular resultando em acelerada degradacao
das fibras de elastina (54, 55). Entretanto, a relacdo de causa / efeito entre
hipertensdo e rigidez arterial elevada tem sido muito discutida na ultima
década. Estudos apontam que a rigidez arterial elevada, em individuos
normotensos, esta associada a acelerada progressado dos niveis de pressao

arterial e aumento do risco de hipertensao (56, 57). Portanto, apesar da
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recente discussao entre a relacdo de causa / efeito, € bem estabelecido na
literatura a forte associacdo entre hipertensdo arterial sistémica e rigidez

arterial aumentada (57, 58).

O aumento da rigidez arterial associado ao diabetes tem sido
amplamente retratado nos ultimos anos (59-61). Alvim et al. (8), estudando
individuos de uma capital brasileira, demonstraram que 0s sujeitos
diabéticos possuiam maiores valores da VOP quando comparados aos néo-
diabéticos. Nesse estudo, a presenca do diabetes representou um risco
127% maior para rigidez arterial aumentada quando comparado ao grupo
que ndo apresentava a doenca. Além disso, estudos experimentais
demonstram que niveis glicémicos elevados podem intensificar o processo
inflamatorio, aumentar os produtos de glicacdo avancada (AGE's) e reduzir a
biodisponibilidade de NO nos vasos (62-64). Apesar dos relevantes dados
apresentados anteriormente, a associacdo entre diabetes e rigidez arterial
aumentada parece ser um pouco contestavel, visto que uma importante
revisdo sistematica publicada no periodico Hypertension (54) demonstrou

que somente 52% dos estudos sugeriram tal associagéo positiva.

O perfil lipidico inadequado é conhecidamente um importante fator de
risco cardiovascular (65). Nas ultimas décadas, inUmeros estudos tém
demonstrado a relacdo entre os niveis de LDL-c, HDL-c, triglicérides e
colesterol total com a progressdao das doencas -cardiovasculares
ateroscleroticas (66-69). Parte desses resultados pode ser explicada pela
disfuncdo vascular gerada pelo incremento do processo inflamatdrio,

aumento do estresse oxidativo e oxidacdo das particulas de LDL-c (70-72).



1.0. Introducéo 9

Contudo, apesar da forte correlacdo entre aterosclerose e disfuncéo
vascular, os resultados dos estudos associando o perfil lipidico com
fenotipos de rigidez arterial sdo conflitantes (73, 74). Parte dessas
contradicbes pode ser justificada pelas diferencas entre as populacdes
investigadas e os distintos métodos utilizados na avaliacdo da rigidez

arterial.

A epidemia de obesidade estd amplamente relacionada com o
aumento da incidéncia de diabetes, sindrome metabdlica e hipertenséo
arterial sistémica (75). Além disso, sabe-se que a obesidade aumenta
significativamente a mortalidade decorrente de doencas cardiovasculares
(76). Recentemente, tem sido sugerido que a disfuncdo vascular,
principalmente a rigidez arterial, pode ser o link entre a obesidade e as
doencas cardiovasculares (77). A associacdo entre rigidez arterial e
obesidade tem sido investigada nos ultimos anos. Estudos demonstram que
adultos (78-80) e criancas (81), ambos obesos, apresentam rigidez arterial
aumentada quando comparados aos seus pares magros. Entretanto, existem
estudos documentando associagao inversa entre VOP e obesidade visceral

(82).

Conclui-se que a pressao arterial e a idade sdo os principais
determinantes da rigidez arterial e devem sempre ser considerados em
estudos envolvendo a VOP. Entretanto, diabetes, dislipidemia e obesidade,
apesar de associados a rigidez arterial aumentada em muitos estudos,
devem ser vistos com cautela devido a presenca de inimeros resultados

controversos na literatura.
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1.4. PERFIL LIPIDICO E RIGIDEZ ARTERIAL

A rigidez arterial aumentada é um importante determinante do risco
cardiovascular (83) e alteragbes no perfil lipidico, em especial a
hipercolesterolemia, estdo relacionadas ao enrijecimento do vasos
sanguineos (84). Alguns estudos com individuos portadores de
hipercolesterolemia familiar sugerem uma possivel associacao positiva entre
niveis lipidicos e rigidez arterial aumentada. Riggio et al. (85) demonstraram
que tanto a rigidez arterial sistémica quanto a local, estavam aumentadas
em criangas normotensas portadoras de hipercolesterolemia familiar
(heterozigotas) e primaria. Entretanto, Lehmann et al. (86), estudando
criangas heterozigotas para hipercolesterolemia familiar, demonstraram que
estas apresentam maior elasticidade aodrtica quando comparadas aos
controles. A hipétese para tais achados é que na fase inicial da
aterosclerose ha um aumento da formacgéo de células espumosas, devido a
infiltracdo e oxidacdo do LDL-C, associado ao baixo conteldo de colageno
(87). Estes mecanismos poderiam justificar a maior complacéncia vascular

em individuos jovens sem comorbidades associadas.

Recentemente, diversos estudos populacionais tém investigado a
associacao entre rigidez arterial e perfil lipidico (74, 88, 89). Holewijn et al.
(88), estudando 1517 individuos com idades entre 50-70 anos,
demonstraram que o ndo-HDL-c foi superior ao LDL-c na identificacdo de
individuos com algum tipo de disfuncdo cardiovascular, incluindo rigidez
arterial elevada. Diferentemente, Zhao et al. (89), estudando individuos

idosos e de meia idade da populagcédo chinesa, demonstraram que a razao
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ndo-HDL/HDL-c foi superior as tradicionais varidveis lipidicas na
determinacgao do risco para rigidez arterial elevada. Finalmente, Wang et al.
(74), estudando 2375 individuos com idade entre 40-96 anos, demonstraram
gue somente o LDL-c e o HDL-c foram independentemente associados ao
fenotipo de rigidez arterial. Entretanto, como observado nos estudos
supracitados, os resultados referentes a associacao entre perfil lipidico e
rigidez arterial apresentam certa discordancia na literatura. Além disso, em
uma importante revisdo sistematica publicada no periodico Hypertension,
Cecelja & Chowienczyk (54) demonstraram que somente 10% dos estudos

sugeriram associacao significante entre niveis lipidicos e rigidez arterial.

Conforme observado, os resultados referentes a associagéo do perfil
lipidico com fenotipos de rigidez arterial sdo inconclusivos. Parte dessa
disparidade pode ser explicada pelos diferentes métodos utilizados na
mensuracao da rigidez arterial, e também, pelos varios métodos estatisticos
empregados para se determinar tais associacdes. Ademais, existe uma

grande variabilidade étnica entre as populacdes estudadas.

1.5. CONTROLE GLICEMICO E RIGIDEZ ARTERIAL

A hemoglobina glicada (HbAlc) € um marcador relacionado ao
controle glicémico, no qual reflete o nivel médio da glicemia sanguinea
durante um periodo de 2 a 3 meses. Por esse motivo, tem sido uma
ferramenta amplamente utilizada na mensuracdo do controle glicémico em

pacientes diabéticos. Além disso, o American Diabetes Association (ADA),
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por meio do seu posicionamento clinico, recomendou a utilizacdo da HbAlc

como teste diagnoéstico para o diabetes (90).

A associagdo entre os niveis de HbAlc e o risco de doencga arterial
coronaria e mortalidade cardiovascular tem sido previamente demonstrada
(91, 92), e mais recentemente, alguns estudos tém evidenciado a
associacdo entre os niveis de HbAlc e o fendtipo de rigidez arterial em
individuos com e sem diabetes (59, 93). Matsumae et al. (94), estudando
pacientes diabéticos e ndo-diabéticos, demonstraram que o nivel de HbAlc
foi um determinante independente para rigidez arterial aumentada em ambos
os grupos. Corroborando tais resultados, Liang et al. (93), estudando 5,098
individuos chineses sem diabetes, demonstraram que os niveis de HbAlc
foram significantemente associados a tendéncia crescente da VOP de forma

dose dependente.

Fisiologicamente, a associacdo entre uma elevada exposicdo de
glicose na corrente sanguinea, acessada pela HbAlc, e rigidez arterial
aumentada poderia ser explicada pelo incremento na formacado dos AGE's
(95), que sabidamente, geram disfuncdo endotelial devido ao aumento do
estresse oxidativo, reducao da biodisponibilidade de éxido nitrico e indugéo

de processos inflamatorios (95-97).

Portanto, apesar da HbAlc ser extensamente utilizada no controle
glicémico e na estratificacdo do risco cardiovascular em pacientes
diabéticos, diversos estudos populacionais tém demonstrado a associacao

do controle glicémico com diversos fenétipos cardiovasculares em individuos
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ndo-diabéticos. Assim, pode-se vislumbrar a utlizagdo da HbAlc na
estratificacdo do risco cardiovascular em pessoas com diversas condi¢cdes

clinicas.

1.6. HERDABILIDADE DA VELOCIDADE DE ONDA DE PULSO

Nos ultimos anos, diversos estudos vém mostrando a influéncia de
fatores genéticos na modulacédo de fendtipos relacionados a rigidez arterial
(98, 99). Concomitantemente, inimeras investigacdes abordando nucleos
familiares tém demonstrado uma herdabilidade moderada (21 - 66%) para

tracos associados a rigidez arterial (100, 101).

Em um importante estudo, Mitchell et al. (102), avaliando 1480
individuos pertencentes a 817 nudcleos familiares do Framingham Study
offspring cohort, demonstraram que a herdabilidade da VOP foi de 40%. Em
outro estudo envolvendo pares de gémeos dizigéticos e monozigobticos
residentes na Hungria e nos Estados Unidos, Tarnoki et al. (103)
demonstraram que a herdabilidade da VOP ajustada para idade, sexo e pais
de origem foi de 51%. Sayed-Tabatabaei et al. (104), estudando 930
individuos pertencentes a um unico grupo familiar do Erasmus Rucphen
Family Study, demonstraram que a herdabilidade da VOP ajustada para
diversos fatores de risco (sexo, idade, pressédo arterial média, LDL-c,

frequéncia cardiaca e glicemia de jejum) foi de 26%.

Portanto, conforme observado nos estudos supracitados, existe uma

significativa variagdo nos valores referentes a herdabilidade da VOP. Grande
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parte dessa discrepancia poderia ser explicada por diferencas relacionadas
ao desenho do estudo (gémeos ou nucleos familiares), populacfes avaliadas

e tipos de ajustes utilizados nos distintos modelos estatisticos.

1.7. JUSTIFICATIVA

A rigidez arterial aumentada € um importante determinante do risco
cardiovascular e um forte preditor de morbimortalidade, independentemente
de outros fatores de risco cardiovascular (30, 83, 105). Estudos
epidemiolégicos tém reportado que a rigidez arterial aumentada, mensurada
por meio da VOP, tem sido associada a diversas condi¢des clinicas como:
hipertenséo, sindrome metabdlica, hipercolesterolemia e diabetes (84, 106-

108).

A hipercolesterolemia tem sido amplamente associada a um elevado
namero de eventos cardiovasculares. Grande parte desses, podem ser
explicados pelo processo aterosclerético. Além disso, o perfil lipidico
inadequado resulta em disfuncdo endotelial e modificagcdes estruturais no
leito vascular. Portanto, sabendo-se que a rigidez arterial € um importante
determinante do risco cardiovascular e que os resultados referentes a
associacao do perfil lipidico com fendtipos de rigidez arterial sdo conflitantes,
torna-se evidente a necessidade de novos estudos em populacdes gerais e
especificas, a fim de estabelecer o real papel do perfil lipidico inadequado

nas alteracdes vasculares.
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A HbAlc € amplamente utilizada como marcador de controle
glicémico em individuos diabéticos. Ademais, nos ultimos anos diversos
estudos tém demonstrado a associacdo dos niveis de HbAlc com o risco
para doenca arterial coronaria e complicagbes associadas ao diabetes.
Recentemente, alguns estudos tém demonstrado a associacdo da HbAlc
com fenétipos relacionados a rigidez arterial em individuos diabéticos e nao-
diabéticos. Entretanto, estudos propondo tal associacdo em populacdes
ocidentais sdo escassos. Assim, torna-se necessario investigar o papel da
HbAlc na rigidez arterial elevada em populacbes gerais e com grande

miscigenacao étnica.

A herdabilidade é definida como a proporcdo da variabilidade
fenotipica total atribuida ao efeito genético. Uma baixa herdabilidade nos
indica que determinado fenotipo € macicamente modulado por aspectos
ambientais. Tendo acesso a essa informacéao, torna-se mais clara a linha de
investigacdo a ser adotada para um determinado fenétipo. Em se tratando
da VOP, alguns estudos com populacbes americanas e europeias
mostraram uma herdabilidade moderada, o que justificaria a investigacao
genética. Entretanto, para populacfes brasileiras ainda ndo se tem essa

informagao.

Baseado no que foi descrito acima, fica evidente a importancia de se
avaliar, de forma mais especifica, a associagdo do controle glicémico e do
perfil lipidico com o fendtipo de rigidez arterial em uma populagdo geral
brasileira. Adicionalmente, torna-se necessario determinar a herdabilidade

da VOP, para que se possa tracar melhores condutas de investigacao.
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2.0. OBJETIVOS

v' Estimar a herdabilidade da VOP em uma populac¢ao brasileira.

v' Avaliar a associacdo entre controle glicémico e o fenétipo de rigidez

arterial em uma populacao brasileira.

v' Avaliar a associacdo entre o perfil lipidico e o fenétipo de rigidez

arterial em uma populacao brasileira.



18

3 Métodos




3.0. Métodos 19

3.0. METODOS
3.1. POPULACAO ESTUDADA

Foram cadastrados um total de 2495 individuos de ambos 0s sexos,
com idade entre 18 e 100 anos e distribuidos dentro de 109 nudcleos
familiares. Destes, 2072 compareceram ao posto de atendimento para
responder o questionario inicial e somente 1675 individuos realizaram o
exame da VOP (figura 3). O presente estudo é derivado do protocolo de
pesquisa intitulado como "Mapeamento Genético e Herdabilidade de
Fendtipos Cardiovasculares em Nucleos Familiares da Populacéo Brasileira:
Projeto Coracdes de Baependi" e foi previamente aprovado pela Comissao
de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria
Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.

1695 517 283
Participantes Participantes Participantes
cadastrados na 1° fase cadastrados na 2° fase das novas familias

2495
Total de participantes
cadastrados

2072
Participantes que compareceram ao
posto de atendimento

1675
Participantes que
realizarama VOP

Figura 2 - Fluxograma dos individuos elegiveis no estudo.
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3.1.1. DESENHO DO ESTUDO: "PROJETO CORACOES DE BAEPENDI"

Coracdes de Baependi € um estudo genético, epidemioldgico e
longitudinal, que investiga os fatores de risco para doencas
cardiovasculares. O protocolo teve inicio entre dezembro de 2005 e janeiro
de 2006, quando 1.695 individuos, distribuidos em 95 familias residentes no
municipio de Baependi foram selecionados para participar do estudo.
Grupos familiares foram identificados, em varias etapas, a partir da
populacdo geral. Onze distritos censitarios (de um total de doze) foram
selecionados para o estudo e os enderecos residenciais dentro de cada
distrito foram selecionados aleatoriamente (primeiro sorteio de uma rua e,
em seguida, um agregado familiar). Apenas individuos a partir de 18 anos de
idade, que viviam no domicilio sorteado, foram convidados a participar do

estudo.

Quando um grupo familiar foi matriculado, todos os seus parentes de
primeiro (pais, irméos e filhos), segundo (meios irmaos, avos / netos, tios /
tias, sobrinhos / sobrinhas, primos) e terceiro grau (primos de segundo grau,
tios-avés, e sobrinhos de segundo grau) foram convidados a participar. Apés
0 primeiro contato com o nucleo familiar, os parentes de primeiro grau foram
convidados por telefone a participar. Logo apos, todos o0s parentes
residentes na cidade de Baependi (area urbana e rural) e cidades vizinhas

foram incluidos no estudo.

Em dezembro de 2010 foi iniciada a segunda fase do projeto coracdes

de Baependi. Esta tinha como objetivo avaliar os mesmos individuos que
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participaram da primeira fase em 2005 e incluir novos individuos
pertencentes aos nucleos familiares previamente selecionados. Entretanto,
devido ao elevado apelo popular e a possibilidade iminente de ampliar o
nimero amostral, optou-se por incluir 283 individuos pertencentes a 21

novas familias.

O presente estudo analizou somente os dados referentes a segunda
fase do projeto Coracdes de Baependi. Pois na primeira fase (2005) os

protocolos da VOP e HbAlc néo faziam parte do plano de estudo.

3.1.2. AREA DO ESTUDO E DISTRIBUICAO DA POPULAGAO

O estudo foi realizado na cidade de Baependi, Minas Gerais,
localizada em regido de area de protecdo ambiental da Mantiqueira (figura

4).

Belo Horizonte

Baependi

5

Figura 3 - Localizagdo do municipio de Baependi-MG.
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Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
Baependi possui uma area de 750 Km?, uma populacéo estimada em 19.117
habitantes, sendo 9.050 habitantes do sexo masculino e 9.022 do feminino.
Aproximadamente 68,4% da populacéo reside na area urbana do municipio
e 31,6% na area rural. A populacdo idosa, considerando individuos acima de
60 anos, é de aproximadamente 1.490 habitantes. O nimero de domicilios
no municipio se distribui da seguinte forma: zona rural: 1.448; periferia:
1.768; area urbana: 2.877. Em relacdo a distribuicdo étnica na regido
sudeste do Brasil (dados do Censo de 1991), ha predominio de individuos
da raca branca (63%), seguida por parda (30%) e negra (6%). Nesta
amostra da populacdo de Baependi, tem-se um padrdo de distribuicdo

semelhante: 75% de brancos, 18% de mulatos e 5% de negros.

3.1.3. SELECAO, RECRUTAMENTO E CONVOCAGAO DOS PARTICIPANTES

Foram selecionados os mesmos individuos que participaram da
primeira fase do projeto Coracdes de Baependi com adicdo de individuos
pertencentes aos mesmos nucleos familiares, mas que em 2005 ainda néo
haviam completado 18 anos. Além disso, ainda foram incluidos 283

individuos pertencentes a 21 novas familias cadastradas na segunda fase.

Para recrutar os participantes, a pesquisa foi divulgada em igrejas, na
televiséo local, jornal, radio e via telefone. Para a realizacdo do protocolo, foi
utilizado um posto de atendimentos (figura 5) em um setor de facil acesso na

cidade de Baependi. Os participantes que compareceram ao posto de



3.0. Métodos 23

atendimento foram esclarecidos acerca dos objetivos do projeto. Mediante
aceitacdo em participar da pesquisa, por meio do termo de consentimento

livre e esclarecido.

Figura 4 - Posto de atendimento - Projeto Coracdes de Baependi.

3.2. AVALIACAO CLINICA

Foram realizados os exames fisicos (pressdo arterial sistdlica e
diastdlica, peso, altura, circunferéncia abdominal e de quadril) e aplicado um
questionario geral referente a patologias pré-existentes no proprio individuo
e seus familiares (pai, mae, irmaos, tios, avos, sobrinhos e netos), condicao
socioecon6mica e habitos de vida como nutricdo, tabagismo, consumo de

alcool e atividade fisica.
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3.2.1. MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL

A pressao arterial (PA), tanto a sistdlica quanto a diastdlica, foi
mensurada pelo método oscilométrico, com um mandmetro digital marca
OMRON, modelo HEM-741CINT, aprovado pela Sociedade Brasileira de
Cardiologia. O manguito foi colocado no braco esquerdo, apos repouso de
cinco minutos. Foram realizadas trés mensuracdes de PA, com intervalos de
3 minutos (109). A pressao arterial média (PAM) foi calculada por meio da
seguinte equacdo: PAM = PAD + (PAS - PAD)/3. Foram considerados
hipertensos pacientes com PAS = 140 e/ou PAD = 90 mmHg ou em uso de

medicamentos anti-hipertensivos (110).

3.2.2. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

A avaliagdo antropométrica foi baseada nas medidas de peso, altura,
calculo do IMC e circunferéncia abdominal e de quadril. Os critérios
adotados para a afericdo e avaliacdo dos indices antropométricos estédo

descritos abaixo:

o Peso

O peso foi aferido em balanca de plataforma da marca Filizola, com
uma carga maxima de 180 Kg e precisdo de 100g. Os individuos foram

pesados em pé, descalcos e com roupas leves.
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° Estatura

A estatura foi determinada por meio de um estadidmetro Sanny
standard com escala em centimetros e precisdo de 1 milimetro. Os
individuos foram colocados de costas para o marcador, com os pés unidos,
em posicdo ereta, olhando para frente, sendo que a leitura foi feita no

milimetro mais préximo.
. indice de massa corporal

O indice de massa corporal (IMC) corresponde a relagdo entre o peso
corporal e o quadrado da estatura. Para calcular o IMC, o peso corporal foi
medido em quilogramas (Kg) e a estatura foi convertida em metros [IMC =

Peso (Kg) / Estatura (m)?].

3.3. MENSURACAO DO PERFIL LIPIDICO E DA HEMOGLOBINA GLICADA

Os participantes foram instruidos a fazer jejum de 12 horas e a
comparecer ao laboratério da cidade para coleta das amostras de sangue e
provas bioquimicas (figura 6). Triglicérides, HDL-c e colesterol total foram
determinados pelo método enziméatico colorimétrico. O LDL-c foi
determinado via equacédo de Friedewald. O colesterol ndo-HDL foi calculado
da seguinte forma: colesterol total - HDL-c. Os niveis de HbAlc foram
determinados pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE).
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Figura 5 - Coleta de sangue para 0s exames bioquimicos

3.4. DETERMINACAO DA VELOCIDADE DE ONDA DE PULSO

A VOP carétida-femoral foi mensurada por um observador experiente
por meio do Complior SP® (Artech Medical, Pantin, France). A mensuragao
da VOP foi iniciada ap6s 10-15 minutos de repouso em posi¢cao supina. Foi
realizada apenas uma mensuracdo com nivel de tolerancia inferior a 5%. As
ondas de pulso das artérias carotida e femoral direitas foram gravadas
simultaneamente conforme previamente descrito (111) (figura 7). Os valores
da VOP foram determinados por meio da distancia direta entre as artérias
car6tida e femoral direitas. Posteriormente, a distancia direta foi multiplicada
por 0,80 de acordo com as recentes recomendacgdes (112). Assim,
considerando o ajuste da distancia, a rigidez arterial aumentada foi definida

como VOP = 10m/s (112).
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Figura 6 - Protocolo para mensuragéo da velocidade de onda de pulso.

3.5. HEREDOGRAMAS

Os heredogramas de todas as familias foram construidos com base
nas informagcdes coletadas e devidamente atualizados diariamente para

permitir a expansao das familias durante as novas convocacdes (figura 8).
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Figura 7-Heredograma de uma familia selecionada (Familia 30). Figuras preenchidas em
negro: individuos recrutados; figuras sem preenchimento: individuos a serem convocados
(selecionado, mas que ainda ndo realizaram o exame); quadrado: sexo masculino; circulo:

sexo feminino; figura interceptada por linha: individuo falecido.
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3.6. ESTIMATIVA DA HERDABILIDADE DA VELOCIDADE DE ONDA DE PULSO

As estimativas da herdabilidade (h?) foram calculadas utilizando-se a
metodologia de componentes de variancia implementadas no software
SOLAR (113). A herdabilidade representa a propor¢cdo da variancia

fenotipica total (%) atribuida aos efeitos genéticos (o%y):
2 _ 2 2
h®=0%/ 0%

A variancia fenotipica total dos tragos quantitativos foi estimada a
partir da distribuicdo dos valores dos fenotipos na amostra e particionada em
componentes genético e ambiental utilizando a covariancia observada entre
membros de mesma familia, através de Q = 2do?, + lo%, onde Q é uma
matriz n x n dos n individuos do banco de dados; 2 é a matriz do
coeficiente de parentesco; e | € uma matriz identidade que representa a
matriz estruturante para a variancia atribuida ao fator ambiental residual
(0%). As covaridveis ndo foram consideradas componentes de variancia,
mas sim, modificadoras da média do traco. Portanto, as médias do traco
covariavel-especifica foram utilizadas na estimacdo da covariancia entre
individuos relacionados. Uma extensdo deste modelo béasico foi utilizado

para analisar tracos discretos ou categoricos (114).

Noés aplicamos uma robusta abordagem estimativa, implementada no
software SOLAR através do procedimento tdist, para corrigir possiveis

vieses durante o célculo da herdabilidade para o fendtipo da VOP.

Os dados foram ajustados a dois modelos: ndo considerando os

efeitos de covariaveis (modelo 1); e considerando os efeitos simultaneos das
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seguintes covariaveis: idade, sexo, PAM e HbAlc. A triagem das covariaveis
determinou a significancia estatistica de cada efeito; covariaveis significantes
(p < 0.05) eram mantidas no modelo e a variancia atribuida as covariaveis foi

calculada.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

O numero amostral foi calculado por meio do software G Power 3.1.5,
utiizando as seguintes especificacfes: Effect size = 0,10, a error= 5%,
power = 95% e seis variaveis independentes. Para esses padrbes, seriam
necessarios 110 individuos para a realizacdo do estudo, mas por se tratar de
um protocolo epidemioldgico, atingimos um namero amostral muito superior
(1675 individuos). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar

a normalidade dos dados.

As variaveis descritivas foram apresentadas como média + desvio
padrdo e as variaveis nominais como percentual. As associacdes da HbAlc
com o fendtipo de rigidez arterial aumentada foram determinadas por meio
de regressao logistica uni e multivariada, onde a VOP entrou como variavel
dependente (dicotomizada para valores = 10m/s) e idade, PAM, sexo, IMC e
glicemia de jejum como variaveis preditoras. A tendéncia linear foi
determinada por meio do teste de Jonckheere-Terpstra, onde foi atribuido o
valor médio para cada tercil e tratados como variaveis continuas. A curva
ROC foi construida e a area sob a curva ROC foi utilizada para medir o

poder discriminatorio da HbAlc e da glicemia de jejum na avaliacdo de risco



3.0. Métodos 30

para rigidez arterial aumentada. A comparacdo das &reas sob as curvas
ROC foi realizada por meio de um método paramétrico utilizando o software
GraphROC. Os coeficientes de Pearson foram utilizados para estimar as

correlacdes entre VOP e suas variaveis de confusao.

As variaveis lipidicas foram avaliadas pelo teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. A frequéncia das variaveis nominais eram comparadas
através do teste de qui-quadrado. Todas as variaveis lipidicas sofreram
transformacéo logaritmica para assumirem condicfes de normalidade. Os
coeficientes de correlagdo de Spearman foram usados para estimar a
correlacdo entre a VOP e as variaveis lipidicas. Um modelo de regressao
linear multivariada foi construido e a VOP foi incluida como variavel
dependente e as fracdes lipidicas (HDL-, LDL-c, TC, colesterol ndo-HDL-c e
Triglicérides) foram incluidas como variaveis independentes. Além disso,
idade e PAM foram incluidas em todos os modelos. Essa mesma andlise foi
realizada para homens e mulheres e estratificadas por idade usando ponto

de corte = 45 anos.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software

SPSS (Chicago, IL, EUA, versdo 19) com o nivel de significancia de 5%.
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4.0. RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados de forma estratificada conforme os

trés objetivos propostos no presente projeto.

4.1. Herdabilidade da Velocidade de Onda de Pulso

Os dados estratificados por sexo referentes a idade, IMC, glicemia de
jejum, VOP, CT, HDL-c, LDL-c, triglicérides, PAS, PAD, PAM, HbAlc e os
percentuais de individuos com hipertensdo, diabetes e rigidez arterial

aumentada estdo resumidos na tabela 1.
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Tabela 1- Caracteristicas gerais da populacao.

Caracteristicas Total Homens Mulheres
Idade (anos) 45,0+ 16,9 455+ 17,4 44,8 + 16,6
Hipertensao (%) 37,0 36,3 37,6
Diabetes (%) 7,6 6,0 10,2
Rigidez arterial aumentada (%) 9,0 10,9 7,7
IMC (kg/m?) 26,1+ 9,9 25,7 £ 14,2 26,4+5,0
VOP (m/s) 78+17 8,0+17 76+1,6
PAS (mmHg) 125,6 + 16,4 130,2+15,3 122,3+16,4
PAD (mmHg) 75,7+9,9 77,0+ 10,1 74,9 +£9,7
PAM (mmHg) 92,3+ 10,9 94,7 £ 10,8 90,7 £ 10,8
CT (mg/dL) 198,1+40,9 194,7+41,2 200,4+404
HDL-c (mg/dL) 47,2+11,6 43,7 +£10,6 49,7 +11,7
LDL-c (mg/dL) 1243+354 1235+355 1248+354
Triglicérides (mg/dL) 133,5+78,3 139,6+93,9 129,2+64,8
Glicemia de jejum (mg/dL) 93,0+21,1 92,9+ 18,7 93,1 +22,6
HbAlc (%) 5,7+0,87 5,7+0,89 5,7+0,86

IMC, indice de massa corporal; VOP, velocidade de onda de pulso; PAS, pressao arterial
sistélica; PAD, pressao arterial diastélica; PAM, presséo arterial média;CT, colesterol total;
HDL-c, lipoproteina de alta densidade; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade;HbAlc,
hemoglobina glicada.

Hipertensao: pressao arterial sistdlica = 140 mmHg e/ou pressao diastdlica = 90 mmHg ou
uso de drogas anti-hipertensivas.

Diabetes: glicemia de jejum = 126 mg/dL e/ou uso de drogas hipoglicemiantes.

Rigidez arterial aumentada: velocidade da onda de pulso (VOP) = 10m/s.

Variaveis continuas estdo expressas como média + desvio padréo.

Varidveis categoéricas estdo expressas como porcentagem.

Dois modelos poligénicos, modelo | (sem efeitos de covariaveis) e
modelo Il (com efeito da idade, sexo, PAM e HbAlc) foram adaptados aos

dados. A estimativa da herdabilidade para a VOP foi baixa (0,11) no modelo
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I, e intermediaria (0,26) para o modelo Il. Todas as covariaveis (idade, sexo,
MBP, HbAlc) mostraram efeitos significativos sobre o traco da VOP, e em

conjunto, contribuiram com 60% da variancia fenotipica (Tabela 2).

Tabela 2- Parametros estimados para a VOP em familias brasileiras.

Sem heterogeneidade

- Proporcio da o°
Fentotipo Modelo h? (EP), p valor Uzg ? . ’p ,g P
atribuida as covariaveis

Sem covariavel 0,11(0,04), p = 5,0e-04 0,11 0,88
VOP

PAM, idade, sexo, HbATc 0,26 (0.05), p = 3.8e-10 022 063 0,60

PAM, pressao arterial média; HbAlc, hemoglobina glicada; VOP, velocidade de onda de pulso; h?
(EP), estimativa da herdabilidade (erro padré&o); ozg, estimativa da variancia poligénica; 0%,

estimativa da variancia ambiental; o°,, variancia fenotipica total.

4.2. Associacao do controle glicémico com o fen6tipo de rigidez arterial

Caracteristicas Gerais

Foram avaliados 1675 individuos de ambos os sexos. Destes, 151
(9%) apresentavam rigidez arterial elevada. Ndo houve diferenca estatistica
entre o percentual de homens e mulheres nos grupos normal e rigidez
arterial aumentada (Tabela 3). O percentual de individuos hipertensos e

diabéticos foi superior no grupo com rigidez arterial aumentada. Além disso,



4.0. Resultados

idade, IMC, PAS, PAD, PAM, PP, VOP, glicemia de jejum e HbAlc também

foram maiores nesse grupo (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas gerais estratificadas para rigidez arterial

aumentada

Caracteristicas

VOP <10m/s VOP 210m/s p-valor

n
Idade (anos)

Género, homens (%)
Diabetes (%)

Hipertenséo (%)

IMC (kg/m?)

PAS (mmHgQ)

PAD (mmHg)

PP (mmHg)

PAM (mmHgQ)

VOP (m/s)

Glicemia de jejum, (mg/dL)
HbAlc, (%)

1524
42,4 + 15,3
40,1
5,0
32,9
25,7+4,8
123,7 + 16,7
75,8 +10,1
47,9 +16,3
91,4 +10,3
74+11
91,1+175
5,6 +0,7

151
67,4 +10,0
49,7
30,5
84,1
29,2+29,1
1429 + 17,2
78,3 +10,5
64,8 + 14,6
101,7+12,4
11,7+ 1,6
103,5+ 26,1
6,3+1,1

*kkkk

<0,001
0,06
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,005
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

IMC, indice de massa corporal; VOP, velocidade de onda de pulso; PAS, pressao

arterial sistélica; PAD, pressao arterial diastélica; PAM, pressao arterial média; PP,

presséo de pulso; HbAlc, hemoglobina glicada.

Hipertensao: pressao arterial sistdlica

2 140 mmHg e/ou presséo diastdlica = 90

mmHg ou uso de drogas anti-hipertensivas.

Diabetes: glicemia de jejum = 126mg/dL e/ou uso de drogas hipoglicemiantes.

Rigidez arterial aumentada: velocidade da onda de pulso (VOP) = 10m/s.

Variaveis continuas estéo expressas como média + desvio padrao.

Variaveis categoricas estdo expressas como porcentagem.
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Correlac6es entre a VOP e possiveis variaveis de confuséo

Os coeficientes de correlacdo de Pearson encontram-se sumarizados
na tabela 4. Idade e PAM foram as covariaveis que apresentaram maiores
correlagbes com a VOP (r = 0,68 e r = 0,46, respectivamente). Entre as variaveis
relacionadas com o controle glicémico, a HbAlc apresentou maior correlacdo com a
VOP quando comparada & glicemia de jejum (r = 0,34 versus r = 0,31,

respectivamente).

Tabela 4 - Matriz de correlacdo entre idade, IMC, glicemia de jejum, PAM,
HbAlc e VOP.

Variaveis Idade IMC Glicemiade Jejum PAM HbAlc VOP
Idade 1 019 0,34 0,33° 0,44 0,68
IMC 019" 1 0,24 0,23 0,17 0,08
Glicemiade Jejum 0,34" 0,24 1 0,15° 0,69° 0,31
PAM 0,33° 0,23 0,15 1 0,16 0,46
HbAlc 0,44° 0,17 0,69 0,16 1 0,35
VOP 0,68 0,08 0,31 0,46 0,35 1

IMC, indice de massa corporal; VOP, velocidade de onda de pulso; PAM, pressao arterial
média; HbAlc, hemoglobina glicada.

"Nivel de significancia de p < 0,001.
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Teste de tendéncia linear e associagdo entre HbAlc e rigidez arterial

aumentada

Os niveis de HbA1c foram associados a uma tendéncia crescente dos
valores da VOP de forma dose dependente. Esse resultado soO foi evidente
no grupo de individuos com idade superior a 52 anos (p for trend = 0,02)

(Figura 8).

12- HbA1c (%)
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B53-58
10- p=0.02 B>58
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£ | |
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(o]
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Figura 8: Teste de tendéncia linear estratificado pelo tercil da idade. Os niveis de
HbAlc foram associados com uma tendéncia de aumento da VOP, de forma dose

dependente, somente nos individuos com idade superior a 52 anos (p = 0,02).
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A andlise de regressdo logistica univariada demonstrou que a

elevacdo de uma unidade percentual da HbAlc representou um incremento

de 119% no odds para rigidez arterial aumentada (OR= 2,19 [95%IC: 1,81 -

2,65]). Entretanto, no modelo multivariado incluindo idade, sexo, IMC, PAM e

glicemia de jejum, a elevacdo de uma unidade percentual da HbAlc

representou um incremento de 54% no odds para rigidez arterial aumentada

(OR= 1,54 [95%IC: 1,01 - 2,17]) (Tabela 5).

Tabela 5 - Associacao entre HbAlc e rigidez arterial aumentada avaliada pela

analise de regresséo logistica uni e multivariada.

Variavel
HbAlc
Idade
PAM
IMC
Glicemia de Jejum

Género (mulher)*

Rigidez Arterial Aumentada

OR (95%IC), p-valor

Univariada
2,19 (1,81 - 2,65), <0,001
1,13 (1,11 - 1,15), <0,001
1,08 (1,07 - 1,10), <0,001
1,02 (1,01 - 1,04), 0,04
1,02 (1,02 - 1,03), <0,001

1,47 (1,05 - 2,05), 0,03

Multivariada
1.54 (1,01 - 2,17), 0,01
1,14 (1,11 - 1,16), <0,001
1,07 (1,05 - 1,09), <0,001
1,01 (0,99 - 1,04), 0,28
0,99 (0,98 - 1,01), 0,54

1,01 (0,63 - 1,63), 0,95

Rigidez arterial aumentada: velocidade de onda de pulso (PWV) = 10m/s.

*Grupo de mulheres como referencia.

Modelo multivariado: Hbalc, idade, PAM, IMC, glicemia de jejum e género.



4.0. Resultados

39

Area sob a curva ROC da HbAlc e glicemia de jejum em individuos

diabéticos e ndo-diabéticos

Em ambos os grupos (diabéticos e nao-diabéticos),

0 poder

discriminatorio da HbAlc e da glicemia de jejum na determinagédo do risco

para rigidez arterial aumentada néo foram distintos (AUC = 0,71 versus 0,66,

p=0,29; AUC = 0,57 versus 0,45, p=0,13, respectivamente). Entretanto, a

area sob a curva da HbAlc e da glicemia de jejum eram maiores nos

individuos ndo-diabéticos quando comparado aos diabéticos (AUC of HbAlc

= 0,71 vs 0,57, p = 0,02; AUC da glicemia de jejum = 0,66 vs 0,45, p =

0,0007, respectivamente) (Figura 9).
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Figura 9: Area sob a curva ROC (AUC-ROC) - 2a (grupo n&o-diabético) e 2b (grupo
diabético). Comparacdo do poder discriminatério da HbAlc e da glicemia de jejum na

determinacdo do risco para rigidez arterial aumentada entre os grupos diabético e nédo-

diabético. "AUC da HbAlc no grupo n&o-diabético versus grupo diabético (p = 0,02). TauC

da glicemia de jejum no grupo nao-diabético versus grupo diabético (p = 0,0007).
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4.3 Associacao do perfil lipidico com o fenétipo de rigidez arterial

Os dados estratificados por sexo referentes a idade, IMC, glicemia de

jejum, VOP, CT, HDL-c, LDL-c, ndo-HDL-c, triglicérides, PAS, PAD e os

percentuais de individuos com hipertensdo, diabetes e rigidez arterial

aumentada estdo sumarizados na tabela 6.

Tabela 6 - Caracteristicas gerais da populacéo estratifica por género.

Caracteristicas

N (%)

idade, anos

IMC, Kg/m?

Glicemia de jejum, mg/dL
Hipertenséao (%)
Diabetes (%)

Rigidez arterial aumentada (%)
PAS, mmHg

PAD, mmHg

VOP, m/s

CT, mg/dL

HDL-C, mg/dL

LDL-C, mg/dL
N&o-HDL-C, mg/dL

TG, mg/dL

Homem
715 (43%)
455+ 17,4
25,7+14,2
92,9+ 18,7

36,3

6,0

10,9
130,2 + 15,3
77,0 10,1

8,017
194,7 + 41,2
43,7 £ 10,6
123,5+ 35,5
151,0 + 41,3
139,6 + 93,9

Mulher
960 (57%)
44,8 + 16,6
26,4+5,0
93,1+22,6
37,6
10,2
7,7
122,3+16,4
74,9 £ 9,7
76+1,6
200,4 £ 40,4
49,7 + 11,7
124,8 + 35,4
150,7 + 40,1
129,2 + 64,8

p-valor

0,42
<0,001
0,80

0,14
<0,001
0,04
<0,001
0,001
<0,001
0,003
<0,001
0,42
0,85
0,004

IMC, indice de massa corporal; VOP, velocidade de onda de pulso; PAS, presséo arterial

sistélica; PAD, pressao arterial diastélica; CT, colesterol total; HDL-c, lipoproteina de alta

densidade; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicérides.

Hipertensao: pressao arterial sistélica = 140 mmHg e/ou pressao diastolica = 90 mmHg ou uso

de drogas anti-hipertensivas.

Diabetes: glicemia de jejum = 126 mg/dL e/ou uso de drogas hipoglicemiantes.

Rigidez arterial aumentada: velocidade da onda de pulso (VOP) = 10m/s.

Variaveis continuas estdo expressas como média + desvio padréo.

Variaveis categoricas estdo expressas como porcentagem.
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Os coeficientes da correlagdo de Spearman estdo sumarizados na

tabela 7. Todas as \variaveis lipidicas foram significativamente
correlacionadas com a VOP no grupo das mulheres. Entretanto, no grupo
dos homens, somente CT, ndo HDL-c e LDL-c foram significantemente
correlacionados. Embora significantes, todos os coeficientes de correlacao

foram considerados fracos (r < 0,27).

Tabela 7 - Matriz de correlacdo entre CT, HDL, N&o-HDL, LDL, TG e VOP

Variaveis CT HDL N&o-HDL LDL TG  VOP

Homens
CT 1 0,14 0,97 0,94 040 0,12
HDL 0,14 1 -0,11° 0,01 -0,300 0,03
Ndo -HDL 0,97 -0,11 1 0,95 047 011
LDL 0,94 0,01 0,95 1 0,18 0,10
TG 0,400 -0,30 0,47 0,18 1 0,07
VOP 0,12° 0,03 0,11 0,100 0,07 1

Mulheres
CT 1 0,17 0,96 0,94 041 019
HDL 0,17 1 -0,12° -0,05 -0,26° -0,10
Ndo -HDL 0.96 -0,12 1 0,96 049 023
LDL 0,94 -0,05 0,96 1 0,23° 0,16
TG 041" -0,26 0,49 0,23 1 0,27
VOP 0,19° -0,10° 0,23 0,160 0,27 1

velocidade de onda de pulso; CT, colesterol total; HDL-c, lipoproteina de alta

densidade; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicérides.

"Nivel de significancia de p < 0,01.



4.0. Resultados 42

Em um modelo de regresséo linear utilizando a VOP como variavel
dependente e ajustado para idade e PAM foi demonstrado que CT, nao-
HDL-c, LDL-c e TG eram inversamente relacionados com a VOP no grupo
dos homens. Entretanto, no grupo das mulheres somente o HDL-c se
mostrou relacionado a VOP (Tabela 8). Essa mesma analise estratificada
para idade (ponto de corte de 45 anos) demonstrou que o CT, ndo-HDL-c e
0 LDL-c foram diretamente relacionados com a VOP em mulheres com idade
< 45 anos. Todavia, no grupo das mulheres mais velhas (idade = 45 anos) o
HDL-c e o LDL-c foram inversamente relacionados com a VOP. Finalmente,
no grupo dos homens, nenhuma das variaveis lipidicas avaliadas foram

relacionadas com a VOP, independentemente da idade (Tabela 9).
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Tabela 8 - Modelo de regressao linear para valores da VOP estratificados

por género e ajustado para idade e PAM.

Intervalo de confianga 95%

Variaveis B Limite Limite p-valor
inferior superior

Homens
CTiog -0,10 - 1,246 - 0,333 0,001
HDL ogq 0,02 - 0,317 0,525 0,627
N&o - HDL oq - 0,10 - 0,959 - 0,269 0,001
LDL og - 0,09 - 0,831 - 0,175 0,003
TGiog - 0,07 - 0,438 - 0,042 0,018

Mulheres
CTiog - 0,04 - 0,652 0,053 0,096
HDL og - 0,06 - 0,707 - 0,128 0,005
N&o - HDL g - 0,02 - 0,359 0,163 0,462
LDLog -0,04 - 0,429 0,036 0,097
TGiog 0,03 - 0,038 0,280 0,135

CTiog, colesterol total; HDL-Ciq, lipoproteina de alta densidade; LDL-Ciq, lipoproteina

de baixa densidade; TG,q, triglicérides.
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Tabela 9 - Modelo de regressao linear para valores da VOP

estratificados pela mediana da idade e ajustado para idade e PAM.

Variaveis Homens Mulheres

<45 anos B p valor B p-valor
CTiog -0,05 0,29 0,09 0,02
HDL og 0,02 0,66 -0,04 0,92
N&o - HDL oq - 0,06 0,29 0,10 0,009
LDL og -0,04 0,43 0,10 0,008
TGiog -0,06 0,23 0,05 0,22

> 45 anos
CTiog -0,06 0,17 -0,06 0,07
HDL og -0,001 0,98 -0,12 0,001
N&o - HDL g -0,06 0,16 -0,03 0,47
LDLog -0,06 0,19 -0,07 0,04
TGiog -0,03 0,49 0,07 0,03

CTig colesterol total; HDL-cq, lipoproteina de alta densidade; LDL-Cpyg,

lipoproteina de baixa densidade; TGy, triglicérides.
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5.0. DISCUSSAO

Considerando os resultados apresentados na sessao anterior, segue
abaixo a discusséao estratificada para os seguintes pontos: herdabilidade da
velocidade de onda de pulso; associagdao do controle glicémico com o
fendtipo de rigidez arterial; associacdo do perfil lipidico com o fenétipo de

rigidez arterial.

5.1. Herdabilidade da Velocidade de Onda de Pulso

Nosso estudo estimou a herdabilidade da rigidez arterial em familias
de uma populacdo brasileira. A estimativa da herdabilidade para a VOP
variou de 0,11 a 0,26 e a propor¢do da variancia fenotipica total atribuida as
covariaveis foi significativa quando se utilizou o modelo estatistico ajustado

para PAM, idade, sexo e HbAlc.

Diversos estudos tém reportado a contribuicdo genética na modulacao
de fendtipos associados a rigidez arterial (115, 116). Nos anos 80, o
Bogalusa Heart Study (117) demonstrou que o enrijecimento da artéria
carétida era associada & historia familiar de infarto agudo do miocardio.
Desde entdo, estudos utilizando inimeras abordagens (scans de genoma
inteiro, genes candidatos e estudos de associacdo de base familiar) tém
suportado o relevante papel dos fatores genéticos na modulagcédo de tracos
cardiovasculares. Os feno6tipos de rigidez arterial sdo, em parte, herdaveis e
independentes da pressdo arterial e de outros fatores de risco

cardiovascular. Nos dUltimos anos, alguns estudos tém estimado a
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herdabilidade de varios fenotipos associados & complacéncia vascular, tais
como indice de rigidez vascular (118), VOP tornozelo-braquial (119),

distensibilidade da artéria carétida (118) e a VOP carétida-femoral (104).

A herdabilidade € uma ferramenta Gtil para quantificar a contribuigéo
de componentes genéticos na variabilidade fenotipica total de um
determinado trago. Assim, baixos valores de herdabilidade indicam que o
fendtipo investigado é fortemente modulado por fatores ambientais, e
portanto, pode ndo ser interessante um investimento maci¢co em estudos de
associacdo genética. Estudos envolvendo fenétipos de rigidez arterial tém
demonstrado uma herdabilidade moderada (0,21 a 0,66). Medda et al. (120),
estudando 348 gémeos adultos do Italian Twin Register, demonstraram que
a herdabilidade da VOP adrtica foi de 0,49. Corroborando tais resultados,
Tarnoki et al. (121), estudando 228 pares de gémeos monozigoéticos e 150
pares de gémeos dizigéticos provenientes da Italia, Hungria e Estados
Unidos, demonstraram que a herdabilidade da VOP adrtica foi de 0,45. Em
um outro estudo utilizando metodologia semelhante, Cecelja et al. (122),
estudando 900 mulheres da Twins UK cohort, demonstraram que a
herdabilidade da VOP adrtica foi de 0,38. Além disso, o efeito da raca e do
género nos valores da herdabilidade também foram avaliados. Ge et al.
(123), estudando 702 gémeos do Georgia Cardiovascular Twin Study,
demonstraram que a herdabilidade da VOP adrtica-pediosa e da VOP
aortica-radial foi de 0,53 e 0,43, respectivamente. Todos os estudos
apresentados anteriormente foram conduzidos com uma populacdo de

gémeos e a VOP, mensurada em diferentes seguimentos vasculares (aorta,
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radial, pediosa), foi usada como método padrao na avaliagdo da rigidez

arterial.

Em nosso estudo, a herdabilidade da VOP carétida-femoral, ajustada
para idade, género, PAM e HbAlc foi de 0,26. Corroborando nossos
resultados, Sayed-Tabatabaei et al. (104), estudando 930 individuos
pertencentes a um Unico pedigree do Erasmus Rucphen Family Study,
demonstraram que a herdabilidade da VOP carotida-femoral foi de 0,26. Em
outro estudo de base familiar, Mitchell et al. (102), estudando 1480
participantes divididos em 817 pedigrees do Framingham study offspring
cohort, demonstraram que a herdabilidade da VOP carétida-femoral era
moderada (0,40). Semelhantemente ao nosso estudo, ambas as coortes
(Erasmus Rucphen Family Study e Framingham Study Offsping) sédo estudos
de base familiar e a VOP carétida-femoral foi utilizada como método padrao

para avaliacédo da rigidez arterial.

Apesar de algumas semelhancas, existem algumas diferencas que
podem explicar, em parte, os diferentes resultados. Nosso estudo estimou a
herdabilidade da VOP cardtida-femoral em 1675 individuos pertencentes a
109 familias (média de 15 individuos / familia) e o Erasmus Rucphen Family
Study (104) avaliou 930 individuos pertencentes a uma Unica familia. Em
ambos os estudos existem familias com mais de duas geracbes e a VOP
carétida-femoral foi mensurada pelo mesmo equipamento (Complior SP).
Contudo, o Framingham Study Offsping (102) consiste de pequenos

pedigrees formados por pais e filhos e a VOP carétida-femoral foi
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mensurada por um equipamento distinto ao que foi usado em nosSso

protocolo.

Nosso estudo apresenta uma limitacdo. Devido ao grande nimero de
protocolos e participantes, n6s optamos por realizar somente uma
mensuracdo da VOP carotida-femoral para cada individuo. Entretanto, nos

usamos como controle de qualidade valores de tolerancia inferior a 5%.

Em suma, nos concluimos que a herdabilidade da VOP carétida-
femoral em um populacdo brasileira foi intermediaria (0,26) quando
adequadamente ajustada para os efeitos de covariaveis. Portanto, estudos
genéticos envolvendo fendtipos relacionados a rigidez arterial devem ser

encorajados em populagdes brasileiras.

5.2. Associacao do controle glicémico com o fendtipo de rigidez arterial

O principal achado do nosso estudo foi a associagéo entre HbAlc e
rigidez arterial aumentada em uma populagao brasileira, onde a elevagao de
uma unidade percentual da HbAlc representou um aumento de 54% no
odds para rigidez arterial aumentada, mesmo apdés ajuste para variaveis de
confuséo tais como idade, PAM, IMC, sexo e glicemia de jejum. Além disso,
a HbAlc apresentou um significativo poder discriminatério na determinagéo

do risco para rigidez arterial aumentada nos individuos nao-diabéticos.

Diversos estudos tém demonstrado que a HbAlc € um importante

preditor de risco cardiovascular em individuos diabéticos (124) e nao-
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diabéticos (93). Em relagcdo a associacdo da HbAlc com fenétipos de rigidez
arterial, Teoh et al. (125), estudando 860 individuos do Edinburgh Type 2
Diabetes study, demonstraram que a VOP foi associada ao aumento da
HbAlc somente no grupo cuja média da HbAlc foi igual ou superior a 7.6%.
Matsumae et al. (94), estudando 242 pacientes diabéticos e nao-diabéticos
em hemodialise, demonstraram que o nivel de HbAlc foi um determinante
independente para rigidez arterial aumentada em ambos 0s grupos.
Corroborando tais resultados, Liang et al. (93), estudando 5.098 chineses
nao-diabéticos, demonstraram que o0s niveis de HbAlc eram
significantemente associados com a tendéncia de aumento da VOP de forma
dose dependente. Em nosso estudo, HbAlc também foi associada a VOP,
onde a elevacdo de uma unidade percentual da HbAlc representou um
aumento de 54% no odds para rigidez arterial aumentada, mesmo apés
ajuste para variaveis de confusdo tais como idade, PAM, IMC, sexo e
glicemia de jejum. Além disso, nosso trabalho também demonstrou que os
niveis de HbAlc foram associados com a tendéncia de aumento da VOP de
forma dose dependente, em individuos com idade superior a 52 anos
(terceiro tercil). Entretanto, diferentemente dos estudos apresentados
anteriormente, nossa amostra é composta de individuos pertencentes a uma
populacdo geral, onde os sujeitos apresentam diversas condi¢cdes clinicas

(saudaveis, diabéticos, hipertensos, obesos etc.)

O uso da HbAlc como marcador de controle glicémico e de risco
cardiovascular é amplamente aceito em pacientes diabéticos (124) e sua

aplicacdo clinica em individuos nao-diabéticos ainda ndo tem grande
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relevancia. Entretanto, diversos estudos tém demonstrado o papel da HbAlc
no risco cardiovascular em individuos nao-diabéticos (92, 93), nos quais
ampliam a discusséao sobre o uso do HbAlc como um marcador de risco
cardiovascular em individuos de uma populacao geral. Em nosso estudo, a
HbAlc demonstrou um significante poder discriminatério na determinacéo do
risco para rigidez arterial aumentada nos individuos ndo-diabéticos quando
comparados aos diabéticos. Esses dados demonstram que a HbAlc pode
ser um importante determinante do risco para rigidez arterial aumentada em

individuos nao-diabéticos.

A associacdo entre a excessiva exposicdo a elevados niveis de
glicose, determinada via HbAlc, e rigidez arterial elevada pode ser explicada
por diversos mecanismos tais como: elevada formacdo de AGEs, disfuncéo
endotelial associada ao estresse oxidativo, reducao da biodisponibilidade de
oxido nitrico e inducdo da inflamacdo (95-97). Todos esses mecanismos

podem contribuir para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares.

Numerosos estudos tém demonstrado a superioridade da HbAlc em
relacdo a glicemia de jejum, como preditor de risco cardiovascular (93, 96).
No presente estudo, a analise de regressdo logistica multivariada
demonstrou que a HbAlc tem um maior odds para rigidez arterial
aumentada quando comparada & glicemia de jejum em individuos da
populacdo geral. Entretanto, em relacdo ao poder discriminatério na
determinacdo do risco para rigidez arterial aumentada, ambos os indices
(HbAlc e glicemia de jejum) apresentaram resultados semelhantes,

independentemente da presenca ou auséncia de diabetes.
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Nosso estudo apresenta duas limitagbes que merecerem ser
destacadas. Primeira, trata-se de um estudo transversal. Portanto a relacéo
causal entre rigidez arterial aumentada e niveis de HbAlc ndo pode ser
estabelecida. Segunda, em relacdo a mensuracao da HbAlc, alguns fatores
tais como insuficiéncia renal e uremia poderiam influenciar as analises (126).
Entretanto, como nosso estudo € parte de uma amostra composta por
individuos da populacdo geral e com baixa média de idade, pensamos que
estes fatores ndo sejam suficientes para modificarem nossos resultados,
devido a baixa prevaléncia dessas duas condicbes em nossa coorte.

Sumarizando, nossos achados indicam que niveis elevados de HbAlc
estdo associados com rigidez arterial aumentada, e que ambos, HbAlc e
glicemia de jejum, apresentam significante poder discriminatério na
determinacdo do risco para rigidez arterial aumentada em individuos nao-
diabéticos. Dessa forma, nds sugerimos que um pobre controle glicémico

poderia desencadear disfuncédo vascular em individuos de uma populacdo

brasileira.

5.3. Associacao do perfil lipidico com o fen6tipo de rigidez arterial

O principal achado do nosso estudo foi a relacdo inversa entre 0s
valores de LDL-c e VOP nas mulheres mais velhas (idade = 45 anos) e a
relacdo direta entre os valores de LDL-c e VOP nas mulheres mais jovens

(idade < 45 anos).
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A rigidez arterial aumentada € um importante determinante de risco
cardiovascular(83) e prévios estudos tém demonstrado a associacdo entre
hipercolesterolemia e aumento da rigidez vascular (84, 127). Embora exista
associacdo entre perfil lipidico inadequado e rigidez arterial aumentada,
alguns estudos na literatura apresentam resultados controversos. Lehmann
et al. (86) demonstraram que criancas heterozigotas para
hipercolesterolemia familiar apresentaram maior distensibilidade da artéria
aorta. Em outro estudo, Namekata et al. (128), demonstraram que homens
com hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia tinham menor rigidez arterial

que o grupo de homens sem fatores de risco.

Embora controversos, os resultados apresentados acima podem ser
explicados por alguns mecanismos relacionados ao processo
aterosclerotico. Estudos post-mortem, avaliando aterosclerose e seus fatores
de risco (129-131), demonstraram que pessoas com elevados niveis de CT e
ndo-HDL-c apresentavam abundantes células espumosas, derivadas de
macrdéfagos, com baixas concentracdes de colageno durante o estagio inicial
da aterosclerose. Contudo, a presenca de outros fatores de risco como
diabetes, hipertenséo e tabagismo promovem a proliferacao de tecidos ricos
em colageno e com baixa concentracdo de células espumosas (129, 131,
132). Portanto, as mudancas estruturais dos vasos durante 0s estagios
iniciais do processo ateroscleroético, engatilhado pela hipercolesterolemia,
podem gerar um amolecimento da parede vascular resultando em menor

rigidez arterial.
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Em nosso estudo, o LDL-c se mostrou inversamente relacionado com
os valores da VOP em homens (somente nas analises ndo estratificadas
para idade) e nas mulheres mais velhas (idade = 45 anos). Diferentemente,
nas mulheres mais jovens (idade < 45 anos) o LDL-c foi diretamente
relacionado com a VOP. Essa grande discrepancia na associa¢éo do LDL-c
com a VOP em mulheres de diferentes faixas etarias pode ser explicada
pelas mudangas hormonais engatilhadas pela faléncia ovariana. Estima-se
que 90% das mulheres entram na menopausa entre 45 e 55 anos de idade
(133). Estudos experimentais tém demonstrado que o estrégeno é altamente
efetivo em prevenir a oxidacdo de LDL-c e VLDL-c (134). Aléem disso, a
producdo enddégena de estrogeno em mulheres na pré-menopausa esta
intimamente associada a baixos niveis de LDL-c e a altos niveis de HDL-c
(135). Assim, nos poderiamos sugerir que o aumento dos niveis de LDL-c
relacionados a baixa producdo de estrogeno nas mulheres mais velhas
(idade = 45 anos) engatilharia alteracbes vasculares associadas aos

estagios iniciais da aterosclerose, tais como a diminuicdo da rigidez arterial.

A associacao entre perfil lipidico e rigidez arterial € bastante
controversa. Cecelja & Choweinczyk (54) reportaram por meio de uma
reviséo sistematica que somente 10% dos estudos apresentaram associacao
significativa entre niveis lipidicos e rigidez arterial, mensurada pela VOP
carotida-femoral. Ademais, a comparacdo dos nossos resultados com os
prévios estudos descritos na literatura apresenta algumas limitacdes devido
a grande variedade de métodos utilizados na avaliacdo da rigidez arterial e

os distintos métodos estatisticos empregados nas analises.
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Nosso estudo apresenta algumas limitacbes. Primeira, nés nao
dosamos o hormonio foliculo estimulante (FSH), portanto, nés néo fizemos o
diagnostico laboratorial da faléncia ovariana. Segunda, nés ndo temos
informacBes sobre o uso de técnicas de reposicdo hormonal por parte das

mulheres mais velhas (idade = 45 anos).

Sumarizando, as variaveis associadas ao perfil lipidico demonstraram
uma fraca correlacdo com o fenétipo de rigidez arterial. Além disso, o LDL-c
foi inversamente relacionado com os valores da VOP nas mulheres mais
velhas. Finalmente, € possivel sugerir que os niveis de LDL-c podem ser
inversamente relacionados com rigidez arterial, principalmente em mulheres

com algum grau de faléncia ovariana.
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Os resultados do presente estudo referentes a herdabilidade da VOP
e a associacao do controle glicémico e do perfil lipidico com o fenétipo de
rigidez arterial em uma populagédo brasileira nos permitem as seguintes

conclusoes:

1) A herdabilidade da VOP na populacdo estudada foi classificada como
intermediéria (26%), mesmo ajustada adequadamente para os efeitos de
covariaveis. Esse resultando foi semelhante ao descrito em outros estudos

com desenhos metodoldgicos semelhantes ao nosso.

2) Elevados niveis de HbAlc foram associados com a rigidez arterial
aumentada e tanto a HbAlc quanto a glicemia de jejum apresentaram maior
poder discriminatério na avaliacdo de risco para rigidez arterial aumentada
no grupo de individuos nao-diabéticos. Portanto, podemos sugerir que a
elevacdo dos niveis de HbAlc, mesmo dentro dos valores de normalidade,
poderia desencadear disfuncdo vascular em individuos da populacédo

estudada.

3) As variaveis associadas ao perfil lipidico demonstraram fraca correlacéo
com a VOP. Alem disso, o LDL-c foi inversamente relacionado com o0s
valores da VOP em mulheres com idade igual ou superior a 45 anos.
Portanto, é possivel sugerir que a elevacao dos niveis de LDL-c associados
a faléncia ovariana, presente na grande maioria das mulheres entre 45 e 55
anos, poderia resultar em uma reducao da rigidez arterial, principalmente

nos estagios iniciais do processo aterosclerotico.
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Abstract

Keywords: HbATc, Arterial stiffness, Glycemic control

Background: Increased arterial stiffness predicts morbidity and mortality, independently of other cardiovascular risk
factors, and glycemic control impairments are related to higher vascular stiffness. The aim of this study was to evalu-
ate the association between HbA1c levels and increased arterial stiffness in a Brazilian rural population.

Methods: For this study were selected 1675 individuals (ooth genders and aged over 18 years) resident in the
municipality of Baependi, a city located in the Southeast of Brazil. HbA1c levels were determined by HPLC. Pulse wave
velocity (PWV) was measured with a non-invasive automatic device (Complior).

Results: HbA1c levels were associated with an increased PWV. This was more relevant for the third tertile of age.

In addition, logistic regression multivariate model including age, blood pressure, gender, BMI and fasting glucose
showed that the elevation of a single unit percentage of HbA1c represented an increase of 54 % in the odds of
increased arterial stiffness [OR 1.54 (95 % Cl 1.01-2.17)]. Both, HbA ¢ and fasting glucose showed higher discrimina-
tory power in the risk assessment for increased arterial stiffness in the non-diabetic when compared to the diabetic
group (AUC of HbATc = 0.71 vs 0.57, p = 0.02; AUC of fasting glucose = 0.66 vs 045, p = 0.0007, respectively).
Conclusion: Our findings indicate that a increase in HbA1c levels is associated with increased arterial stiffness and

that both, HoA1c and fasting glucose, presented higher discriminatory power in the risk assessment for increased
arterial stiffness in the non-diabetic group as compared to diabetic individuals.

Background

Increased central arterial stiffness is an important
determinant of cardiovascular disease (CVD) risk [1].
Epidemiological studies reported that increased arte-
rial stiffness predicts morbidity and mortality, inde-
pendently of other cardiovascular risk factors [1, 2].
Arterial stiffness measured through carotid-femoral
pulse wave velocity (PWV)—a gold standard method—
has been associated with measures of subclinical CVD
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[3]. Moreover, several clinical studies have shown that
the arterial stiffness is strongly associated with age, blood
pressure [4] and various pathological processes such as
hypertension, metabolic syndrome, chronic renal disease,
and diabetes [5-8].

Glycated hemoglobin (HbAlc) is a marker of glycemic
control that reflects the average blood glucose level over a
period of 2—-3 months. In addition, the American Diabetes
Association published clinical guidelines in which HbAlc
level was recommended as a diagnostic test for diabetes
[9]. The association between HbAlc levels and coronary
heart disease risk has been demonstrated previously [10]
and more recently, some studies have shown the associa-
tion between HbAlc levels and arterial stiffness, measured

©2015 de Oliveira Alvim et al. This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International
License (http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted usce, distribution, and reproduction in any
mediumn, provided you give appropriate credit W the otiginal author(s) and the soutce, provide a link Lo the Creative Commons
license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domaln Dedication waiver (http://creativecommons.
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by PWV, in individuals with and without diabetes [11, 12]
and in hemodialysis [13]. However, studies demonstrating
the impact of HbA1c levels in the risk of increased arterial
stiffness in the general population are sparse.

Based on this scenario and on the clinical applicabil-
ity of measurements of HbAlc and arterial stiffness, the
aim of this study was to evaluate the association between
HbAlc levels and increased arterial stiffness in a Brazil-
ian rural population.

Methods

Study population

The Baependi Heart Study is a genetic epidemiological study
of cardiovascular disease risk factors, with a longitudinal
design whose methodology has been previously described
[14]. For this study we carried out a cross-sectional analysis
of data collected in the second visit of the protocol (between
2010 and 2013). In this study we selected 1675 individuals
(both genders and aged 18-102 years) distributed in 109
families resident in the municipality of Baependi, a city
located in the Southeast of Brazil. The study protocol was
approved by the ethics committee of the Hospital das Clini-
cas, University of Sdo Paulo, Brazil, and each subject pro-
vided informed written consent before participation.

Anthropometrical Investigations

Anthropometric parameters were measured accord-
ing to a standard protocol [14]. Height was measured in
centimeters and weight in kilograms using a calibrated
digital balance. Body mass index (BMI) was calculated as
body weight (kg) divided by height squared (m?).

Blood pressure measurements

Blood pressure was measured using a standard digital
sphygmomanometer (OMRON, Brazil) on the left arm
after 5 min rest, in the sitting position. Systolic (SBP) and
diastolic blood pressures (DBP) were calculated from
three readings (mean value of all measurements), with a
minimal interval of 3 min [14]. Pulse pressure (PP) was
calculated as difference between SBP and DBP. The mean
blood pressure (MBP) was calculated as DBP plus one-
third PP. Hypertension was defined as mean SBP
>140 mmHg and/or DBP >90 mmHg and/or antihyper-
tensive drug use [15].

Glucose and HbA1c measurements

Fasting glucose were evaluated by standard techniques
in 12-h fasting blood samples [16]. HbAlc levels were
determined by high-performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) (National Glycohemoglobin Standardization
Program, USA). Diabetes mellitus was diagnosed by the
presence of fasting glucose >126 mg/dL, HbAlc >6.5 %,
or antidiabetic drug use.
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PWV determination

Carotid—femoral PWV was measured noninvasively by
an experienced observer using the Complior SP® (Artech
Medical, Pantin, France). PWV was measurement after
each participant had rested for 10-15 min in a supine
position. One measurement was made for each partici-
pant using as quality control values of tolerance inferior
to 5 %. The carotid artery and femoral artery pressure
waveforms were recorded by simultaneous assessment
of the pulse waves in the right common carotid and
femoral arteries as described [17]. The PWYV values were
obtained based on the direct carotid—femoral distance,
the values were then standardized to the ‘real’ carotid—
femoral distance by multiplying by 0.8 according to
recent recommendations [18]. Because this correction,
increased arterial stiffness was defined as PWV >10 m/s
[18].

Statistical analysis

Categorical variables were presented as percent-
age, while continuous variables were presented as
mean + SD. Since there is a well established cutoff for
PWYV in the literature, we carried out univariate and
multivariate logistic regression analysis to determinate
the association between HbAlc and increased arte-
rial stiffness, setting PWV >10 m/s as dependent vari-
able, and age, MBP, gender, BMI and glucose fasting as
predictor variables. Test for linear trend (Jonckheere—
Terpstra test) was performed by assigning median value
for each tertile and treated as continuous variables. The
receiver operating characteristic (ROC) curve was built
and the area under ROC curve (AUC) was used to meas-
ure the discriminatory power in the risk assessment for
increased arterial stiffness. Areas under the ROC curves
between the markers were compared using a parametric
method, with GraphROC for Windows software [19].
Pearson correlation coefficients were used to estimate
associations between PWV and their confusion vari-
ables. Statistical analyses were carried out using SPSS
(version 20) software (Chicago, IL, USA), with the level
of significance set at 5 %.

Results

Demographic data of the study sample

Of the 1675 individuals, 151 (9.0 %) had increased arte-
rial stiffness. The distribution of gender between normal
(PWV <10 m/s) and increased (PWV >10 m/s) arterial
stiffness groups was similar. Hypertension and diabetes
frequencies were higher in increased arterial stiffness
individuals (Table 1). In addition, demographic and clini-
cal data such as age, BMI, SBP, DBP, MBP, PP, PWYV, glu-
cose and HbAlc also were higher in increased arterial
stiffness individuals (Table 1).
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Table 1 Characteristics of subjects stratified by increased
arterial stiffness

Characteristics PWV<10m/s PWV2=10m/s pvalue
n 1524 151 ERRES
Age (years) 4244153 674+ 100 <0001
Gender, male (%) 40.1 497 006
Diabetes (%) 5.0 305 <0001
Hypertension (%) 329 84.1 <0001
BMI (kg/m?) 257448 2924291 <0001
SBP (mmHg) 1237 +167 1429+172 <0.001
DBP (mmHg) 758+ 101 783+ 105 0.005
PP (mmHg) 479+ 163 648+ 146 <0001
MBP (mmHg) 9144103 101.7 124 <0.001
PWV (m/s) 74%x1.1 T.2:£:06 <0.001
Fasting glucose (mg/dL) ~ 91.1£175 1035+ 26.1 <0001
HbA1c (%) 56+07 63+1.1 <0.001

Hypertension: systolic blood pressure >140 mmHg and/or diastolic blood
pressure >90 mmHg or use of anti-hypertension drugs

Diabetes: fasting glucose >126 mg/dL and/or use of hypoglycemic drugs
Increased arterial stiffness: pulse wave velocity (PWV) >10m/s
Continuous data are expressed as mean + standard deviation
Categorical data are expressed as percentage

BMI body mass index, PWV pulse wave velocity, SBP systolic blood pressure, DBP
diastolic blood pressure, MBP mean blood pressure, PP pulse pressure, HbA1c
glycated hemoglobin

Correlations between PWV and covariables

Pearson correlation coefficients are summarized in
Table 2. Age and MBP were the variables that showed the
highest correlations with PWV (r = 0.68 and r = 0.46,
respectively). In addition, among the variables associ-
ated with glycemic control, HbA1lc showed a higher cor-
relation with PWV when compared to fasting glucose
(r = 0.34 vs r = 0.31, respectively).

Test for linear trend and association between HbA1c

and increased arterial stiffness

HbA1c levels were associated with an increasing trend of
PWYV in a dose-dependent fashion. This was more pro-
nounced in the third tertile of age (p for trend = 0.02)
(Fig. 1). In this analysis, the difference in mean PWV
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values between the highest and the lowest tertiles of age
was 2.44 m/s.

The univariate logistic regression analysis showed that
the elevation of a single unit percentage of HbAlc rep-
resented an increase of 119 % in the odds of increased
arterial stiffness [OR 2.19 (95 % CI 1.81-2.65)]. In the
multivariate model including age, MBP, gender, BMI and
fasting glucose, the elevation of a single unit percentage
of HbAlc represented an increase of 54 % in the odds of
increased arterial stiffness [OR 1.54 (95 % CI 1.01-2.17)]
(Table 3).

Area under ROC curve of HbA1c and fasting glucose in the
diabetic and non-diabetic group

In both, diabetic and non-diabetic groups, the discrimi-
natory powers of HbAlc and fasting glucose in the risk
assessment for increased arterial stiffness were not differ-
ent (AUC = 0.71 vs 0.66, p = 0.29; AUC = 0.57 vs 0.45,
p = 0.13, respectively). However, the AUC of HbAlc
and AUC of fasting glucose were higher in the non-
diabetic when compared to the diabetic group (AUC
of HbAlc = 0.71 vs 0.57, p = 0.02; AUC of fasting glu-
cose = 0.66 vs 0.45, p = 0.0007, respectively) (Fig. 2).

Discussion

The main finding of our study was the association
between HbAlc with arterial stiffness in a Brazilian
rural population in which the elevation of a single unit
percentage of HbAlc represented an increase of 54 % in
the odds of increased arterial stiffness even after adjust-
ing for confounding variables such as age, MBP, BM],
gender and fasting glucose. In addition, the HbAlc pre-
sented higher discriminatory power in the risk assess-
ment for increased arterial stiffness in the non-diabetic
group.

Several studies have shown that HbAlc predicts car-
diovascular risk in people with [20] and without diabe-
tes [12]. Regarding the association of HbAlc with arterial
stiffness, Teoh et al. [21], studying 860 individuals from
the Edinburgh Type 2 Diabetes Study, showed that PWV
was associated with increasing HbAlc, only in the group

Table 2 Correlation matrix between age, BMI, fasting glucose, MBP, HbA1c and PWV

Variables Age BMI Fasting glucose MBP HbA1c PWV
Age 1 0.19* 0.34* 033* 044* 0.68*
BMI 0.19* 1 0.24* 023* 017* 0.08*
Fasting glucose 034* 0.24* 1 0.15* 0.69* 031>
MBP 033* 0.23* 0.15* 1 0.16* 046*
HbAlc 044* 0.17* 069* 0.16* 1 0.35*
PWV 068* 0.08* 031* 046* 035* 1

The level of significance was * p < 0.001

PWV pulse wave velocity, BMI body mass index, MBP mean blood pressure, HbA1c glycated hemoglobin
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Fig. 1 Test for linear trend stratified by age tertile—HbA1c levels
were associated with an increasing trend of PWV in a dose-depend-
ent fashion (p for trend <0.05)

Table 3 Association between HbA1c and increased arterial
stiffness by logistic regression univariate and multivariate
analysis in a Brazilian rural population

Variable Increased arterial stiffness

OR (95 % CI), p value

Univariate Multivariate
HbAlc 2.19(1.81-2.65), <0.001 1.54 (1.01-2.17),0.01
Age 1.13(1.11=1.15), <0.001 1.14 (1.11-1.16), <0.001
MBP 1.08 (1.07-1.10), <0.001 1.07 (1.05-1.09), <0.001
BMI 1.02 (1.01-11.04), 0.04 1.01 (0.99-1.04),0.28

Fasting glucose 1.02 (1.02-1.03), <0.001

147 (1.05-2.05), 0.03

0.99 (0.98-1.01),0.54

Gender (female)® 1.01 (0.63-1.63),0.95

Increased arterial stiffness: pulse wave velocity (PWV) >10m/s
Multivariate model: HbA1c, age, MBP, BMI, fasting glucose and gender

* Female group as reference

with mean HbAlc at least 7.6 %. Matsumae et al. [13],
studying 242 hemodialysis patients with and without
diabetes, showed that HbAlc level was an independent
determinant of arterial stiffness, measured by carotid-
femoral PWV, in both group. Corroborating such results,
Liang et al. [12], studying 5098 Chinese individuals with-
out diabetes, showed that HbAlc levels were significantly
associated with an increasing trend of carotid-femoral
PWYV in a dose-dependent fashion. In our study, HbAlc
also was associated to carotid-femoral PWV in which
the elevation of a single unit percentage of HbAlc repre-
sented an increase 54 % in the odds of increased arterial
stiffness even after adjusting for confounding variables
such as age, MBP, BMI, gender and fasting glucose. In
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addition, our study also showed that HbAlc levels were
associated with an increasing trend of PWV in a dose-
dependent manner in individuals over 52 years (third ter-
tile of age). However, unlike the studies presented above,
our sample is composed of individuals from the general
population with a more heterogeneous composition of
clinical conditions (healthy, diabetic, hypertensive, obese,
etc.).

The use of HbA1c as glycemic control and cardiovascu-
lar risk marker is widely accepted in diabetic patients [20]
and its clinical application in individuals without diabetes
has never had great relevance. However, several studies
have demonstrated the role of HbAlc in the cardiovas-
cular risk assessment of non-diabetic individuals [10, 12],
which extends discussion about the use of HbAlc as a
cardiovascular risk marker in individuals from the gen-
eral population. In our study, HbAlc showed higher
nominally discriminatory power in the risk assessment
for increased arterial stiffness in the non-diabetic when
compared to the diabetic group (AUC of HbAlc in the
non-diabetic higher than diabetic group). These data
demonstrated that HbAlc can be an important determi-
nant in the risk assessment for increased arterial stiffness
in non-diabetics individuals.

The association between excessive glucose expo-
sure, assessed by HbAlc, and arterial stiffness may be
explained by several mechanisms such as elevated for-
mation of advanced glycation end products (AGEs)
[22], which result in endothelial dysfunction due to the
increased generation of reactive oxygen species (ROS),
reduced bioavailability of nitric oxide (NO) and induc-
tion of inflammation [22~24]. All these mechanisms may
contribute to development of cardiovascular disease.

Numerous studies have shown the superiority the
HbAlc in relation to fasting glucose as a cardiovascular
risk predictor variable [12, 24]. In our study, multivariate
logistic regression analysis showed that HbAlc was asso-
ciated to an increased arterial stiffness odds even after
adjustment for fasting glucose in the general population.
In addition, despite the discriminatory power in the risk
assessment for increased arterial stiffness of either indi-
ces (HbAlc and fasting glucose) being similar in both
groups (diabetics and non-diabetics), the behavior of glu-
cose is different when dealing with non-diabetic as com-
pared to diabetic individuals (Fig. 2).

Our study has two drawbacks. First, it is a cross-sec-
tional analysis. Therefore, a causal relationship between
arterial stiffness and HbAlc could not be established.
Second, regarding measurement of HbAlc level, some
factors such as kidney failure and uremia could influ-
ence the analysis [25]. However, as our study is based in
a sample from the general population with low mean age,
we think that these factors are not enough to modify our
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results due to the low prevalence of these two conditions
in our cohort.

In summary, our findings indicate that the increase of
HbAlc levels are associated with increased arterial stiff-
ness and that both, HbAlc and fasting glucose, presented
higher discriminatory power in the risk assessment for
increased arterial stiffness in the non-diabetic group.
Therefore, we suggest that elevation of HbAlc levels,
even within the normal range, could trigger vascular dys-
function in individuals of Brazilian rural population.
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