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RESUMO

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) é um fenémeno fisiolégico
utilizado tanto como ferramenta para investigacdo do sistema nervoso autdénomo
(SNA) quanto um indice com valor prognostico em diversas doencas. Apesar da
quantidade de estudos realizados, em ratos, animal amplamente utilizado como
modelo, tanto a VFC do coragéao isolado, recurso que pode ser utilizado para ajudar
a elucidar a origem da VFC quanto a participagdo relativa de cada divisdo do
sistema nervoso auténomo, nao foram extensamente estudadas. Com o objetivo de
investigar a influéncia das divisbes do SNA na VFC o presente estudo avaliou a VFC
antes e apds a administracdo de salina (placebo), atropina, propranolol, atropina e
propranolol combinados, isoproterenol e ivabradina em 20 ratos Wistar,
adicionalmente, avaliou a VFC em 20 coracgoes isolados perfundidos pelo método de
Langendorff. A andlise com coragéo isolado incluiu a administragdo de isoproterenol
em 16 coragdes. Apds o bloqueio de receptores colinérgicos (atropina) e estimulagao
de receptores adrenérgicos (isoproterenol) houve aumento da frequéncia cardiaca
(FC), enquanto o bloqueio de receptores adrenérgicos (propranolol) e bloqueio de
corrente marca-passo (ivabradina) causou redugcdo da FC, exercendo assim os
efeitos esperados desses farmacos sobre a FC. A FC do coragédo isolado, assim
como a FC, avaliada apds atropina e propranolol combinados, € mais baixa que a
FC basal, demonstrando um predominio simpatico de estimulacédo cardiaca basal in
vivo em ratos. Tanto o bloqueio de receptores simpaticos quanto parassimpaticos
causou reducdo em indices de variabilidade da frequéncia cardiaca global. Na
analise de VFC no dominio frequéncia, tanto a baixa frequéncia (LF) quanto a alta
frequéncia (HF) estdo sob influencia do ramo parassimpatico, sendo minima
influéncia simpatica em HF. A diminuicdo da atividade simpatica no coracéo alterou
de maneira mais intensa a banda LF e impactou o indice LF/HF, contudo, o aumento
esperado desta banda em decorréncia de hiperestimulagdo simpatica néo foi
observada, sugerindo que o indice pode refletir com maior precisdo alteragdes
menores da estimulacdo simpatica ou seu bloqueio, enquanto ndo apresenta
especificidade para demonstrar estimulos de alta intensidade. Conclusao: Existe
predominio simpatico de estimulagao cardiaca basal in vivo, em ratos, com intensa
influéncia do sistema nervoso autbnomo sobre a variabilidade da frequéncia
cardiaca. Os indices do dominio frequéncia LF e HF sao influenciados pelo ramo
parassimpatico enquanto a bloqueio simpatico influencia LF, porém a estimulagao
simpatica parece nao se refletir linearmente neste parametro.

Palavras-chave: Controle da frequéncia cardiaca, Sistema nervoso

autébnomo, coragéo.



ABSTRACT

Heart rate variability (HRV) is a physiological phenomenon used both as a tool
for investigation of the autonomic nervous system and as an index with prognostic
value of several diseases. In spite of the amount of studies conducted in rats, an
animal widely used as a model, both the HRV of isolated heart, a resource that can
be used to help elucidate the origin of HRV, and the relative participation of each
division of the autonomic nervous system were not extensively studied. In order to
investigate the influence of the SNA divisions on HRV the present study evaluated
HRV before and after the administration of saline (placebo), atropine, propranolol,
atropine and propranolol combined, isoproterenol and ivabradine in 20 Wistar rats,
additionally, HRV was evaluated in 20 isolated hearts perfused using the Langendorff
method. Isolated heart analysis included administration of isoproterenol to 16 hearts.
After cholinergic blockade (atropine) and adrenergic stimulation (isoproterenol), there
was increase in heart rate (HR), whereas adrenergic blockade (propranolol) and
pacemaker current blockade (ivabradine) caused reduced HR, thus exerting the
expected effects of these drugs on HR. HR of the isolated heart as well as HR
assessed after combined atropine and propranolol, were lower than baseline HR,
demonstrating a predominant sympathetic control of basal cardiac activity in vivo in
rats. Both sympathetic and parasympathetic receptor blockade caused reduction in
overall heart rate variability indexes. In the frequency domain analysis of HRV both
low frequency (LF) and high frequency (HF) were under influence of the
parasympathetic branch, with minimal sympathetic influence in HF. The decrease in
sympathetic activity in the heart altered the LF band more intensely and impacted the
LF / HF index, however, the expected increase in this band as a result of sympathetic
hyperstimulation was not observed, suggesting that the index may reflect more
accurately minor alterations of sympathetic stimulation or its blockade, while it does
not present specificity to demonstrate high intensity stimuli. Conclusion: There is a
predominant sympathetic control of basal cardiac activity in vivo in rats, with intense
autonomic nervous system influence on heart rate variability. The frequency domain
indexes LF and HF are influenced by the parasympathetic branch while sympathetic
blockade influences LF, however, sympathetic stimulation does not appear to be
linearly reflected in this parameter.

Key-words: Heart rate control, Autonomic nervous system, Heart.
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1. INTRODUGAO

O coragdo nao funciona como um metrébnomo, logo seus batimentos nédo
possuem a regularidade de um relégio sendo normais e esperadas variagdes na
frequéncia cardiaca. A essas alteracoes da-se o nome de variabilidade de frequéncia
cardiaca (VFC) que pode ser definida como a variagdo ao longo do tempo do
periodo entre batimentos cardiacos consecutivos (ACHARYA et al., 2006; AUBERT
et. al., 2003; PUMPRLA et. al., 2002; TASK FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY
OF CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING AND
ELECTROPHYSIOLOGY, 1996; VANDERLEI et al., 2009).

A VFC reflete o controle, através dos aferentes e eferentes simpaticos e
parassimpaticos, do sistema nervoso autbnomo sobre o coragdo. (SAUL, 1990;
AUBERT et al., 2003).

Ha anos, existe o interesse pela compreensao dos seus mecanismos e de sua
aplicabilidade clinica (VANDERLEI et al., 2009). Alta VFC ¢ sinal de boa adaptacgao,
caracterizando um individuo saudavel com mecanismos autondmicos eficientes.
Inversamente, baixa VFC é frequentemente um indicador de adaptagao anormal e
insuficiente do SNA, o que pode indicar a presenca de mau funcionamento
fisiolégico no individuo (PUMPRLA et al., 2002). Ja foi demonstrado que a baixa
VFC estad associada ao aumento do risco de morte em pacientes com doenca
cardiaca crénica (NOLAN et al., 1998) e doenga coronariana (DEKKER et al., 2000).
A VFC também se encontra diminuida em pacientes com Diabetes Mellitus (KUDAT
et al., 2006).

O eletrocardiograma ou outro método de analise de batimentos cardiacos,
como os monitores cardiacos, € necessario para a obtencdo de dados brutos para
posterior analise da variabilidade da frequéncia cardiaca. Através do
eletrocardiograma os intervalos R-R, intervalos esses que representam o periodo de
tempo entre duas ativagdes elétricas e, consequentemente a dois batimentos
cardiacos, podem ser calculados. Sao considerados intervalos RR normais os
intervalos RR livres de batimentos ectdpicos ou artefatos (VANDERLEI et al 2009).
Existem varias formas de quantificar a VFC cardiaca sendo que as formas mais bem
descritas sdo as analises no dominio do tempo e no dominio da frequéncia
(AUBERT et al. 2003; VANDERLEI et al 2009).
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Os indices estatisticos, analises no dominio do tempo, obtidos através de
célculos de intervalos RR normais sdo: o RR médio, que é a média de todos os
intervalos RR normais; SDNN que corresponde ao desvio padrdo de todos os
intervalos RR normais; SDNNi, média dos desvios padroes dos intervalos RR
normais calculados em intervalos de 5 minutos; SDANN, desvio padrao das médias
dos intervalos RR calculados em intervalos de 5 minutos; RMSSD, raiz quadrada da
soma das diferencas sucessivas entre intervalos RR normais adjacentes ao
quadrado; pNN50, percentual de intervalos RR normais que diferem mais que 50
milissegundos do seu adjacente. Em humanos, os indices RMSSD e pNN50
representam a atividade parassimpatica (VANDERLEI et al 2009; AUBERT et. al.,
2003; PUMPRLA et. al., 2002).

O método mais utilizado no dominio da frequéncia é o de analise espectral,
que usualmente identifica oscilagées em diferentes bandas de frequéncia. (RIBEIRO;
MORAES FILHO, 2005). Tais oscilagbes podem ser classificadas, em humanos,
como de alta frequéncia (HF: 0,15 a 0,4 Hz); baixa frequéncia (LF: 0,04 a 0,15 Hz);
muito baixa frequéncia (VLF: 0,003 a 0,04 Hz) e ultrabaixa frequéncia, (ULF: O a
0,003 Hz). Segundo Novais et al., (2004) e Godoy et al., (2005) o significado
fisiolégico das bandas de frequéncia é: o componente de alta frequéncia (HF)
corresponde a modulagao respiratéria e € um indicador de atuagdo do nervo vago
sobre o coragédo; o de baixa frequéncia (LF) corresponde a agédo conjunta dos
componentes vagal e simpatico sobre o coragdo com predominancia simpatica. Os
componentes VLF e ULF sdo menos utilizados e de explicagao fisioldgica néo
definida completamente. (NOVAIS et al., 2004; GODOQY et al., 2005). O componente
de baixa frequéncia é também associado a modulagdo autonémica através do
barorreflexo (GOLDSTEIN et al., 2011).

Diversos procedimentos, que alteram a dindmica do ramo parassimpatico,
influenciam diretamente a banda de alta frequéncia (HF), assim como outros indices
de VFC descritos como indicadores de atividade parassimpatica, como RMSSD e
pNN50. Penttilla et al., (2001) observaram redugbes da banda HF apds
administracdo de glicopirrolato, farmaco anticolinérgico, e apdés aumento da
frequéncia respiratoria. Conclui-se que o indice HF corresponde ao componente
respiratorio da VFC, respondendo, desta forma, a procedimentos que alterem a
resposta vagal ao coragdo, como manobras respiratorias e drogas anticolinérgicas.

Estudos utilizando farmacos bloqueadores do ramo simpatico e
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parassimpatico definem a banda LF como um indice que reflete e atuagao tanto do
sistema parassimpatico como do sistema simpatico. Nesses estudos a administragcao
de um bloqueador muscarinico causava reducdo tanto de HF quanto de LF,
enquanto que a administracdo de beta-bloqueador reduzia LF (BARBIER et al.,
2006; APPEL et al., 1989). Entretanto esse indice tem sido alvo de discussédo, uma
vez que, Segundo Moraes et al., (2000) o mesmo parece nao representar de forma
apropriada a atividade do ramo simpatico.

O indice VLF foi estudado por Taylor et al., (1998). Esses autores
administraram, tanto na posicao supina quanto durante o tilt-test, atropina, atenolol e
Enalaprilat, farmaco que atua inibindo a enzina conversora da angiotensina,
alterando, desta forma, o sistema renina-angiotensina. Foram observados, aumentos
do VLF apdés administragdo de enalaprilat, diminuicdo apds administragdo de
atropina e aumentos durante a administragcdo de atenolol. As alteracbes causadas
pelo atenolol foram observadas apenas durante o supino e, segundo os autores, se
deve ao aumento desordenadamente grande de apenas um dos participantes da
pesquisa. Assim os autores concluiram que o VLF é influenciado pelo sistema
renina-angiotensina, assim como pelo ramo parassimpatico do SNA.

Apesar de existirem diretrizes padronizadas para analise espectral da
variabilidade da frequéncia cardiaca em humanos, em animais, especialmente ratos
que sao amplamente utilizados como modelos, tais parametros e sua
representatividade relativa ao controle autondmico ainda ndo estao totalmente
esclarecidas. Muitos autores usam os valores padronizados para humanos para
interpretar dados animais, ou no sentido oposto, inferem alteragdes clinicas
baseadas em alteragbes destes parametros em modelos animais (RONZHINA et al.,
2010). Outra discussao pertinente relativa a analise espectral € a contribuicdo de
cada divisdo do sistema nervosos autdbnomo sobre os indices de VFC em ratos. Se
por um lado o ramo parassimpatico se mostra bem representado pelo indice de alta
frequéncia, assim como por outros indices como RMSSD e SD1, o ramo simpatico
ainda carece de boa representacao, sendo que a maior parte dos indices e recursos
matematicos que procuram representar sua atividade ndo se mostraram fidedignos
da atividade simpatica (MORAES et al, 2000; POLANCZYK et al., 1999).

Uma vez que a VFC é regulada pelo controle autonémico simpatico e
parassimpatico sobre o coragao (SAUL, 1990; AUBERT et al.,, 2003) pode-se

investigar a atividade autbnoma sobre o coragdo utilizando a administragédo de
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agonistas e antagonistas dos receptores simpaticos e parassimpaticos (JAPUNDZIC
et al.1990). Barbier et al. (2006) estudaram os efeitos do exercicio fisico nos
receptores muscarinicos e adrenérgicos do coragdo. Para tanto foi administrado
atropina, propranolol e atropina e propranolol combinados. Os pesquisadores
observaram reducdo nas bandas de HF e LF apds administragcdo de atropina e
atropina combinada com propranolol e redu¢cao das bandas LF apds administragao
de propranolol. Estudos com coragao isolado também mostram uma variabilidade da
frequéncia cardiaca reduzida, porém existente, mesmo o coragao sendo desnervado
e nao recebendo nenhum eferente simpatico ou parassimpatico nesta condigao
experimental (JANOUSEK et al., 2010; MUKHINA et al. 2000; FREY et al 1996).

Desde suas origens, o modelo de coragao isolado tem se mostrado um
recurso inestimavel no desenvolvimento do entendimento da fisiologia do coragéo. A
simplicidade da preparagéo, baixo custo, reprodutibilidade e a habilidade de estudar
0 6rgéo isolado de outros sistemas que possam influenciar em seu funcionamento
sdo as principais vantagens do método. Diversas variaveis fisioldgicas podem ser
mensuradas com essa técnica, entre elas, com o uso de eletrodos adequados, o
eletrocardiograma (BELL et al. 2011).

A necessidade de uma investigagdo sobre a modulacdo autonémica no
coragao se faz necessaria, visto que, modificagdes nos indices de VFC somados aos
sintomas clinicos podem indicar risco de morte aumentado. A despeito da grande
quantidade de estudos publicados sobre variabilidade da frequéncia cardiaca,
poucos estudos utilizaram a técnica de coracgao isolado (método de Langendorff),
recurso que pode ser utilizado para determinar as bandas da analise espectral da
VFC (RONZHINA et al., 2010) e ajudar a elucidar os mecanismos relativos a origem
da VFC e ao controle autonémico sobre a VFC (JANOUSEK et al., 2010). Varios
estudos também utilizaram bloqueadores simpaticos e parassimpaticos a fim de
investigar seus efeitos na VFC (JAPUNDZIC et al.1990) e validar métodos de analise
de variabilidade de frequéncia cardiaca em ratos ndo anestesiados (AUBERT et al.,
1999). Entretanto, métodos que possibilitem melhor compreensédo dos componentes
simpaticos e parassimpaticos na VFC in vivo, utilizando os valores obtidos em

analises de VFC no coracgao isolado, ainda ndo foram extensivamente explorados.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Sao varios os exemplos da aplicabilidade clinica e associagao de indices da
VFC com desfechos clinicos. Valores baixos de VFC estdo associados a maior
mortalidade em diversas doencas cardiacas (NOLAN et al.,1998; DEKKER et al.,
2000). Em pacientes diabéticos a quantidade de complicagbes relacionadas ao
diabetes, como retinopatia e neuropatia, esta associada a menores valores de VFC
(KUDAT et al.,, 2006). A baixa VFC pode ser observada apds atividade mental
estressora, tendo entdo, a VFC, o potencial de servir como indicador do nivel de
estresse e direcionar a necessidade de procedimentos preventivos a fim de reduzir
enfermidades relacionadas ao estresse (TAELMAN et al., 2008). No meio esportivo a
VFC demonstrou ser um instrumento para identificar atletas em risco de lesbes por
excesso de treinamento (MOUROT et al., 2004; PICHOT et al., 2002; WILLIAMS et
al., 2017). Assim, a VFC € uma técnica util, de baixo custo e de facil execugao para
diversas areas da saude.

Apesar da quantidade de estudos publicados a respeito da VFC, alguns
topicos ainda nao foram extensivamente explorados. Tem-se utilizado a VFC para
determinar o balango simpato-vagal em humanos, embora ainda existam lacunas de
conhecimento sobre a influéncia autondmica individualizada de cada ramo do SNA
nos indices de VFC

A representatividade do SNA nos indices da VFC, especialmente em ratos,
amplamente utilizados como modelo para estudo de fisiologia e fisiopatologia, ainda
carece de melhores definigdes. Ou seja, como cada ramo do SNA autbnomo
compdem os indices da VFC, especialmente a analise espectral. Este fato fica
evidente, uma vez que, na literatura, ndo ha consenso a respeito da atuacado de cada
ramo do SNA nos indices da analise espectral, especialmente relativo a atuacado do
ramo simpatico (MORAES et al., 2000) e, para ratos, sdo encontrados valores
diferentes para as bandas de analise espectral (ALBERT et al., 1999; KUWAHARA
et al.,1994; CAPOTE 2015; MANGIN 1998).

Por fim, a analise da VFC no coragéo isolado € um recurso que pode ajudar a
elucidar os mecanismos de origem da VFC (RONZHINA et. al., 2010; JANOUSEK et.
al., 2010). Essas analises permitem estudar a VFC intrinseca e como a mesma é
alterada ap6s manipulacao farmacolégica de forma isolada, ou seja, como o coragao

responde isolado de outros sistemas.
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Assim, o presente estudo analisou a VFC, antes e apds administracdo de
farmacos agonista do SNA, antagonistas do SNA e bloqueadores parcial de corrente
marca-passo cardiaca in vivo. Adicionalmente, comparou a VFC in vivo e do coracao
isolado, auxiliando na elucidacdo da atuagdo do SNA na VFC, em ratos, € o

significado fisioldgico dos indices da VFC.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos gerais

Analisar a variabilidade da frequéncia cardiaca antes e apds o uso de
farmacos que atuem no ritmo cardiaco modulando receptores adrenérgicos,
colinérgicos e responsaveis pela corrente marcapasso cardiaca, assim como,
comparar a VFC do coracao isolado com a VFC in vivo e analisar a VFC no coracao

isolado antes e apds a administragao de isoproterenol.

1.2.1 Objetivos especificos

a) Comparar, através de estudo retrospectivo, a VFC em animais sem
sedagcao, sem restricaio coma VFC em coragdes isolados dos mesmos
animais.

b) Comparar a VFC no coragdo isolado antes e apds a administragao de
isoproterenol

c) Comparar as alteragdes nos parametros de VFC apds bloqueio de
receptores muscarinicos e adrenérgicos, bloqueio parcial da corrente

marcapasso cardiaca e uso de agonista simpatico, em estudo prospectivo.



18

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DO ELETROCARDIOGRAMA A VARIABILIDADE DA FREQUENCIA
CARDIACA

O coragdo é um 6rgao localizado no centro da cavidade toracica. E composto
por quatro camaras, sendo dois atrios e dois ventriculos (FIGURA 1). Os atrios
recebem o sangue, vindo dos pulmdes ou dos tecidos periféricos, e 0 conduzem até
os ventriculos, estes irdo bombear o sangue para a circulagdo sistémica ou
pulmonar. Na sequéncia de eventos mecanicos do ciclo cardiaco, os atrios se
contraem antes dos ventriculos, de forma coordenada, sendo que o fluxo
unidirecional do sangue € garantido devido a presenga de valvulas que separam os
atrios dos ventriculos (SILVERTHORN, 2010)

Eventos elétricos, potenciais de ag¢ao, precedem a contragcdo dos atrios e
ventriculos. Esses potenciais de agado sao iniciados nas células do nodo sinusal, no
atrio direito, se propagam para os atrios e para o nodo atrioventricular, onde tem sua
velocidade reduzida, e entdo para o sistema de condug¢ao His-Purkinje e para os
ventriculos (BERS, 2001).

Os potenciais de agao que precedem a contracdo muscular podem ser
registrados a partir do eletrocardiograma (FIGURA 2). O eletrocardiograma registra
as variagoes de potencial elétrico na superficie do corpo permitindo inferir o curso
dos eventos elétricos cardiacos e € representado por oscilagbes/ondas. A onda P
decorre da despolarizagédo atrial, o segmento PR da condugédo elétrica pelo nodo
atrioventricular, o complexo QRS decorre da despolarizagao ventricular e a onda T
da repolarizagao ventricular (KOEPPEN; STANTON, 2009).

Segundo Libby et al., (2010) diversos outros indices podem ser calculados por
meio do ECG, para inferir sobre o funcionamento normal ou anormal do coragao.
Esses indices dizem respeito a duragédo, amplitude e morfologia das ondas. Alguns
exemplos sao:

- Aumentos da amplitude da onda R e aumento na duragdo do QRS podem
indicar hipertrofia ventricular esquerda.

- Aumentos da duracdo do QRS, ondas R amplas e entalhadas, podem

indicam bloqueios de ramo, ou seja, atrasos de condugéao intraventricular.



19

- Intervalo QT. Este é calculado do comego do complexo QRS ao final da
onda T e decorre da despolarizacéo e repolarizagao ventricular. Como este intervalo
diminui em consequéncia a aumentos na frequéncia cardiaca, esse indice pode ser

representado como QTc, ou seja, o intervalo QT corrigido pela frequéncia cardiaca.

FIGURA 1 - ESTRUTURAS ANATOMICAS DO CORAGAO

[ = 4

nodo sinusal PR \ '1 )

nodo
atrioventricular

sistema de condugdo
his-purkinje

FONTE: adaptado de Silverthorn (2010).
NOTA: O sistema de condugao elétrico do coragao esta representado pelas linhas na cor vermelha

O ECG permite o calculo da frequéncia cardiaca, pelo calculo do intervalo de
tempo entre despolarizagdes ventriculares, desta forma pode se inferir se 0 mesmo
apresenta frequéncia normal, taquicardia ou bradicardia, permite diagnéstico de
alteracdes de ritmo, uma vez que o funcionamento normal do coragcdo depende da
conducdo elétrica coordenada, e permite diagndstico de diversas enfermidades
cardiacas, como enfarto, por exemplo (DUBLIN, 1996).

O registro eletrocardiografico de ratos é semelhante ao de humanos. As
ondas P, complexo QRS e onda T decorrem dos mesmos fendmenos elétricos
cardiacos. Entretanto algumas diferengas s&o notadas. Primeiramente, uma vez que
a frequéncia cardiaca em ratos € maior que em humanos, a duragao das ondas e
intervalos € menor. Outra diferenca é relativa a onda Q, de dificil localizagdo em
ratos, fazendo com que o intervalo QT seja calculado do comego da onda R até o
final da onda T (KONOPELSKI E UFNAL, 2016). Além disso, ha diferenca marcante
no segmento ST entre humanos e ratos. Valores de normalidade, para humanos e

ratos, da duragao das ondas do ECG estao apresentados no quadro 1.
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QUADRO 1 - VALORES DE NORMALIDADE DAS ONDAS DO ECG EM HUMANOS E RATOS

HUMANOS
Onda ou intervalo Duracao
Onda P <120 ms
Intervalo PR 120 a 200 ms
Complexo QRS <110 a 120 ms
QTc <440 a 460 ms
RATOS WISTAR
Onda ou intervalo Duracgao
Frequéncia cardiaca 242 a 542 batimentos por minuto
Intervalo PR 39a78ms
Complexo QRS 14 a 28 ms
QTc 133a173 ms

FONTE: Adaptado de Libby et al., (2010) e Konopelski E Ufnal (2016)

O calculo da frequéncia cardiaca por meio do eletrocardiograma, em ratos,
pode ser feito por meio do ECG, utilizando-se a férmula: FC= 60/RR em segundos
(KONOPELSKI E UFNAL, 2016). O calculo dos intervalos RR é necessarios para a
analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VANDERLEI et al., 2009).

FIGURA 2 — ELETROCARDIOGRAMA

e OndaR
Wy /(Dn\da—r‘_—'w
Complexo Segmento PR

QRS

FONTE: O autor (2018)
Nota: ECG realizado em rato.
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2.2 VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

Sabe-se que o coragao apresenta variagdes no intervalo de tempo entre
batimentos cardiacos, ou seja, os batimentos cardiacos n&o apresentam a
regularidade de um relégio (VANDERLEI et al, 2009). A esse fenbmeno, a variagao
ao longo do tempo do periodo entre batimentos cardiacos consecutivos, da-se o
nome de variabilidade da frequéncia cardiaca (ACHARYA et al., 2006; AUBERT et
al., 2003; PUMPRLA et al., 2002; TASK FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY OF
CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING AND
ELECTROPHYSIOLOGY, 1996; VANDERLEI et al., 2009).

E aceito que a variabilidade da frequéncia cardiaca seja causada pela
atuacdo dos componentes do sistema nervoso autbnomo, simpatico e
parassimpatico. Alta variabilidade da frequéncia cardiaca é encontrada em
individuos saudaveis, demonstrando assim bom controle autonémico e baixa
variabilidade da frequéncia cardiaca, pode ser encontrada em individuos nao
saudaveis, indicando disfun¢ao do controle autonémico (VANDERLEI et al, 2009).

A VFC pode ser calculada através do eletrocardiograma (ECG). Esse pode
ser coletado por diversos métodos, como o uso de eletrocardidgrafos e
frequencimetros (VANDERLEI et al, 2009). O intervalo de tempo entre duas ondas
R, ou intervalo RR (FIGURA 3), deve ser mensurado e através destes intervalos os
indices de variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) podem ser calculados
(VANDERLEI et al, 2009). Desta forma, a VFC pode ser descrita também como a
variacdo ao longo do tempo entre intervalos RR consecutivos (TASK FORCE OF
THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN
SOCIETY OF PACING AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996; VANDERLEI et al.,
2009).
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FIGURA 3 - INTERVALOS RR

; RR1 | RR2 RR32
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FONTE: O autor (2018)
NOTA: intervalos RR séo calculados através do eletrocardiograma onde o periodo de tempo entre
duas ondas R, onda de maior intensidade do complexo QRS do eletrocardiograma que se deve a
despolarizagao ventricular.

Varios sao os métodos de analise das variagbes dos intervalos RR. Esses
podem ser classificados em indices calculados no dominio do tempo e indices
calculados no dominio da frequéncia (PAPAIOANNOU et al, 2013). E possivel
classificar os meétodos de analise da variabilidade da frequéncia cardiaca em
métodos lineares e métodos nao lineares (MANSIER et al, 1996). Antes do calculo
dos indices de variabilidade de frequéncia cardiaca os intervalos RR sao passados
por filtros e editados, a fim de extrair batimentos ectopicos e artefatos. Apds a
extragdo dos batimentos ectépicos e artefatos, os intervalos RR sao chamados de
intervalos RR normais, ou intervalos NN (VANDERLEI et al, 2009).

Os parametros no dominio do tempo podem ser divididos em: métodos
estatisticos e métodos geomeétricos. Nos métodos estatisticos as variaveis mais
comuns sao: a média dos intervalos NN; SDNN, o desvio padrao dos intervalos NN;
RMSSD, raiz quadrada do quadrado das diferencas entre batimentos cardiacos
consecutivos; NN50, numero de intervalos NN com duracdo maior que 50
milissegundos; pNN50, proporcao derivada da divisao do NN50 pelo numero total de
intervalos NN (PAPAIOANNOU et al, 2013; TASK FORCE OF THE EUROPEAN
SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING
AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996).

Nos métodos geométricos € possivel realizar a visualizagdo grafica dos
intervalos NN como histogramas de densidade, graficos de coordenadas cartesianas
e deles extraindo as variaveis de variabilidade da frequéncia cartesiana. Os indices
mais comuns s&o: o indice triangular, que representa a base do histograma de

densidade dos intervalos RR dividida pela frequéncia modal e o Plot de Poincaré,
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que é um mapa de pontos em coordenadas cartesianas onde um intervalo RR é
plotado em relagéo ao intervalo RR seguinte (RASSI JR, 2000).

Para realizar as analises no dominio da frequéncia, o tacograma,
representacdo grafica dos intervalos RR ao longo do tempo, sinal oriundo da série
temporal por meio de algoritmos matematicos, € decomposto em ondas de
frequéncia de mais simples interpretacdo, cuja unidade é Hertz. A esse
procedimento se da o nome de analise espectral, (RASSI JR, 2000). A analise
espectral quantifica a variancia dos intervalos RR, ou poténcia total expressa em
milissegundos ao quadrado, dentro de cada banda de frequéncia (STEIN et al.,
1994). A transformacado rapida de Fourier (FFT) é o método de analise espectral
mais utilizado (MANSIER et al, 1995).

Apos a aplicacdao de métodos matematicos para realizar a analise espectral
trés bandas de frequéncia sdo possiveis de se distinguir. Essas sdo: VLF - (very low
frequency) banda de frequéncia muito baixa, LF - (low frequency) banda de baixa
frequéncia, HF (high frequency) - banda de alta frequéncia. Em gravagdes
eletrocardiograficas de longa duragcédo, como Holter de 24 horas, é possivel detectar
uma onda de frequéncia ultra baixa (ultra low frequency) - ULF (TASK FORCE OF
THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN
SOCIETY OF PACING AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996). As bandas da analise
espectral estdo entre as seguintes frequéncias no humano: ULF até 0,0033Hz; VLF,
0,0033 até 0,04Hz; LF, de 0,04 até 0,15HZ e HF, de 0,15 até 0,4HZ (STEIN et al.,
1994).

Os valores das bandas da variabilidade da frequéncia cardiaca supracitadas
sao valores de referéncia para humanos, para animais tais valores ainda nao estao
bem definidos (RONZHINA et al 2010). Aubert et al. (1999) conduziram um estudo
para avaliar a VFC em ratos nao anestesiados e sem restricdo de movimento, para
validar os componentes espectrais. Neste estudo foram administrados propranolol e
atropina, farmacos bloqueadores dos ramos simpatico e parassimpatico, sendo
definidos dois componentes de frequéncia, o de baixa frequéncia (0.19 — 0.74 Hz) e
o de alta frequéncia (0.78 — 2.5 Hz). Em estudo similar Kuwahara et al., (1994)
definiram as seguintes bandas de frequéncia para ratos: LF entre 0.04 e 1.0 Hz e,
HF entre 1.0 e 3.0 Hz. Entretanto, outros valores sdo comumente utilizados: 0,2 a
0,75 Hz para a banda de baixa frequéncia e 0,75 a 3 Hz para a banda de alta
frequéncia (FORTES 2010; CAPOTE 2015) e 0,2 a 1 Hz para a banda de baixa
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frequéncia e 1 a 3 Hz para a onda de alta frequéncia (MANGIN et al., 1998).

Uma vez que sinais biolégicos apresentam comportamento ndo estacionarios,
foi reconhecido que a modulagdo da VFC também apresenta comportamento nao
linear. Dessa forma, varias metodologias foram propostas para a analise nao linear
da VFC (ACHARYA et al., 2002). Esses métodos sdo normalmente referidos como
teoria do caos. Essa teoria considera os sistemas como fenbmenos complexos e
caoticos, desta forma, ndo sdo considerados lineares. As analises relativas a teoria
do caos, inferem a respeito do comportamento e previsibilidade de um sistema. Na
analise da VFC, segundo essa teoria, maior complexidade e imprevisibilidade da
VFC esta associada a mecanismos autondmicos eficientes (GOLDBERG, 1996).

Dos diversos métodos utilizados, a analise destendenciada das flutuacdes
(DFA), Expoente de Lyapunov, Entropia (GERMAN-SALO; GERMAN-SALO, 2016),
indices do Plot de Poincaré (HOSHI et al., 2013) s&o os mais utilizados.

A analise destendenciada das flutuagdes € usada para calcular o indice de
fractalidade dos sinais temporais (HOSHI et al., 2013). Dois indices sao calculados
através desse método, o DFAa2 e DFAa1, este mais bem estabelecido e com boa
aplicabilidade clinica devido a seu poder preditivo de mortalidade, reflete o nivel de
aleatoriedade de uma série temporal. O indice DFAa1 foi considerado melhor
preditor de mortalidade do que os indices convencionais de variabilidade de
frequéncia cardiaca em um estudo que acompanhou por quatro anos 193 pacientes
que sofreram infarto agudo do miocardio e apresentavam fungdo ventricular
esquerda diminuida (MAKIKALLIO et al., 1999).

O plot de Poincaré também chamado de mapa de retorno, € um método para
representar graficamente a estrutura dos intervalos RR (FIGURA 4). Nesse método o
formato apresentado pode distinguir pacientes normais (distribuicdo em forma de
cometa) de pacientes com enfermidades como, por exemplo, insuficiéncia cardiaca
(distribuicdo em forma de torpedo) (STEIN; REDDY, 2005).

Entretanto o plot de Poincaré nao é apenas uma ferramenta qualitativa, pois
indices de VFC podem ser calculados apds ajustar uma elipse na distribuicao dos
intervalos RR apresentados graficamente. Dessa forma, trés indices sao calculados,
o SD1 representando as mudancas a curto prazo dos intervalos RR, SD2
representando as mudangas a longo prazo dos intervalos RR e o SD2/SD1

representando a relagao entre essas duas medidas (HOSHI et al., 2013).
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FIGURA 4 - PLOT DE POINCARE
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FONTE: O autor (2018)
Nota: Plot de Poincaré construido com o software Kubius.

Historicamente, o interesse clinico pela variabilidade da frequéncia cardiaca
data de 1965 quando Hon e Lee notaram que o sofrimento fetal era precedido de
alteracgdes nos intervalos entre batimentos cardiacos consecutivos antes mesmo de
haver alguma alteracao significativa na frequéncia cardiaca propriamente dita, a
partir dessa data, diversos pesquisadores associaram alteragdes entre intervalos RR
a presengca de diversas enfermidades (TASK FORCE OF THE EUROPEAN
SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING
AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996).

Dekker et al. (2000) em um estudo de coorte, composto por homens e
mulheres de meia idade concluiram que alta frequéncia cardiaca e, principalmente,
baixa variabilidade da frequéncia cardiaca foi um preditor de mortalidade
aumentada, sendo que alteragdes na VFC precedem o aparecimento da doenga. O
autor conclui que a VFC € um indicador mais sensivel, para relatar danos
autondémicos relacionados a presencga do diabetes, que a frequéncia cardiaca.

Nolan et al. (1998) em um estudo prospectivo com 433 pacientes com
insuficiéncia cardiaca crénica, durante um periodo de 482+161 dias, concluiram que
a taxa de mortalidade é maior em pacientes com menor VFC e que a VFC é um
sensivel indicador de mortalidade. Nesse estudo o risco de mortalidade anual para
individuos com o indice SDNN maior que 100 ms foi de 5,5%, para individuos com
SDNN entre 50 e 100 ms foi de 12,7% e para individuos com SDNN menor que 50
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ms foi de 51,4%.

Schroeder et al. (2005) investigaram as consequéncias do diabetes mellitus na
variabilidade da frequéncia cardiaca. O estudo analisou a mudang¢a na VFC durante
nove anos. O estudo concluiu que individuos diabéticos tinham um decréscimo maior
da VFC comparado com individuos nao diabéticos, o indice SDNN apresentou
decréscimo de 0,65 ms/ano (0,69 a 0,61 - intervalo de confianca de 95%) para
individuos com glicemia em jejum em valores normais contra 0,95 ms/ano (1,09 a
0,81) em individuos diabéticos, para o indice RMSSD, os valores foram de 0,35
(0,39 a 0,30) contra 0,66ms/ano (0,82 a 0,51).

Malpas e Maling (1990) avaliaram a VFC de 11 individuos controle 12
individuos diabéticos com disfungao autonémica e 13 individuos diabéticos sem
disfungdo autonémica. A avaliacéo de disfuncdo autondémica foi realizada por meio
dos testes de Ewing. Os dois grupos diabéticos apresentaram SDNN menores que o
grupo controle, sendo que o grupo com disfungdo autondmica apresentou os
menores valores de VFC. Nao houve diferengca nos testes de Ewing entre o grupo
controle e o grupo diabético sem disfungédo autonémica sugerindo que a VFC é um
indicador mais sensivel da fungéo autondmica em pacientes diabéticos.

Kudat et al. analisou a VFC de 31 pacientes diabéticos, pareados por idade e
sexo com grupo controle, com e sem complicacbes causados pelo diabetes. Os
pacientes diabéticos apresentaram menores valores para os indices de variabilidade
de frequéncia cardiaca quando comparados com os controles. Entre os pacientes
diabéticos, os menores valores de VFC foram encontrados nos pacientes com
maiores complicagdes causados pelo diabetes como nefropatia e retinopatia.

Diversas outras enfermidades e condigdes fisiologicas podem ser analisadas
utilizando a analise da VFC. Karason et al., 1999 estudou a VFC de pacientes
obesos. Nesse estudo os pacientes foram separados em trés grupos, o grupo
controle composto por individuos sem obesidade, grupo que passaria por cirurgia
para reduc¢ao do peso corporal e um grupo que recebeu recomendacdes dietéticas
para redugao do peso. Os grupos obesos apresentaram menor VFC com relagéo ao
grupo controle. Apés um ano de follow up os grupos obesos foram reavaliados. O
grupo que foi submetido a cirurgia perdeu em média 32 quilos e apresentou aumento
da VFC enquanto o grupo que recebeu recomendacgdes nutricionais nao apresentou
alteragdes no peso e na VFC.

A VFC reduzida também tem sido descrita em alguns grupos com doenca
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pulmonar obstrutiva cronica (ROQUE et al., 2014), individuos com maior estresse
percebido (SILVA et al. 2015), atletas submetidos a overtraining (MOUROT et al.,
2004; PICHOT et al., 2002; WILLIANS et al., 2017).

Segundo PAPAIOANNOU et al., (2013) trés teorias discutem o fato da VFC
estar reduzida em diversas enfermidades:

A primeira foca na redugédo do tono vagal. Segundo Cooper et al., (2015) a
atividade do sistema parassimpatico, através da atividade do nervo vago, tem um
importante papel na regulacdo da inflamacéo e pode ser demonstrada uma relagao
inversamente proporcional entre a VFC e os niveis de diversos marcadores
inflamatorios como fibrinogénio, interleucina 6 e proteina C reativa, mostrando, desta
forma, a influéncia do sistema nervoso autbnomo na resposta anti-inflamatéria.
Gongalves (2014) em uma revisdo de literatura, descreve a influéncia do SNA
autdbnomo na resposta inflamatéria da sepsis. Nessa revisao, o autor conclui que os
ramos simpatico e parassimpatico atuam de forma sinérgica, regulando a resposta
imune localizada no baco, e que novas possibilidades terapéuticas, como
administracdo de agonistas beta — 2 ou de receptores nicotinicos, podem ser
realizadas para tratamento da sepsis.

Os estudos supracitados corroboram com a revisdo de literatura de Haensel
et al., (2008) que mostra haver correlagdo inversa entre indices de variabilidade da
frequéncia cardiaca e marcadores inflamatérios, tanto em pessoas saudaveis como
em pacientes com doencas cardiovasculares.

A segunda teoria afirma que na fisiologia existem propriedades de forma
fractal com um alto nivel de complexidade. Um fractal, por conceito, € o sistema que
apresenta auto semelhanga ou similaridade de escala, ou seja, uma parte desse
sistema sera semelhante ao sistema como um todo. Essa complexidade explica
fendbmenos como a variabilidade da frequéncia cardiaca, sendo que a presenca de
uma doenga faria com que o sistema perdesse a complexidade (GOLDBERGER et
al., 2002). Um exemplo de sistema com organizagao fractal € o sistema pulmonar. A
arvore brénquica pode ser vista como uma sequéncia ou redes de ductos que se
dividem dicotomicamente em ductos cada vez menores (MORAES, 2007)

Uma terceira teoria foca na origem intracardiaca da variabilidade da
frequéncia cardiaca, onde a heterogeneidade eletrofisiolégica das células do nodo
sinusal traduz e amplifica sinais que chegam ao coragao e durante diversos estados

patolégicos essas células estariam em um meio metabolicamente desfavoravel que
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podem afetar a funcionamento de diversos canais i6nicos (PAPAIOANNOU et al.,
2013).

2.3 VFC E O SNA

A homeostase cardiovascular, ou seja, a manutengcdo de variaveis como a
pressao arterial e frequéncia cardiaca, batimento a batimento, dentro de valores
estreitos, € controlada através do sistema nervoso autbnomo simpatico e
parassimpatico (SAUL, 1990). Até mesmo em condigdes de repouso a frequéncia
cardiaca responde ciclicamente ao sistema nervoso auténomo (KLEIGER et al,
2005). Desta forma é aceito que o sistema nervoso autbnomo seja o responsavel
pela VFC (VANDERLEI et al, 2009).

A inervagao simpatica é presente em todo o coragao (nodo sinusal, nodo atrio
ventricular, septos, feixe de His, fibras de Purkinje, musculo atrial e ventricular). A
inervacdo parassimpatica concentra-se nos nodos sinusal e atrioventricular e atrio,
com pouca inervagao ventricular (AIRES, 2008). O sistema nervoso autbnomo no
coragao atua através dos neurotransmissores noradrenalina e acetilcolina, ambos
tém capacidade de alterar o débito cardiaco, tanto através da contratilidade
cardiaca, frequéncia cardiaca e através de tébnus ao musculo liso vascular. O
controle autondmico para o coracao é feito por eferentes parassimpaticos ao
coracdo e simpatico ao coragcdo e vasos, e envolve trés arcos reflexos
caracteristicos, mediados por: pressororreceptores arteriais sensiveis a deformagoes
na parede vascular, receptores cardiopulmonares ativados por mudancas de
pressao nas camaras cardiacas, € 0s quimiorreceptores arteriais sensiveis a
mudangas na pressao parcial dos gases e pH. Assim como a variabilidade da
frequéncia cardiaca a sensibilidade do sistema barorreflexo € considerado um
preditor de risco de morte apds evento cardiovascular (MOSTARDA et al., 2010).

O aumento da frequéncia cardiaca através do ramo simpatico deve se a
diminuicdo da permeabilidade ao potassio que ocasiona um aumento na velocidade
de despolarizacdo da membrana das células do nodo sinusal. O sistema
parassimpatico atua diminuindo a frequéncia cardiaca através do aumento da
permeabilidade do ion potassio, 0 que causa hiperpolarizagcdo da membrana, o
sistema parassimpatico possui pouco efeito direto na contratilidade (AIRES, 2008).

No nodo sinoatrial o sistema parassimpatico, através da acao da acetilcolina,
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age também sobre a corrente ativada por despolarizagdo alterando sua ativagao
para valores mais negativos e reduzindo sua atividade, este fenbmeno pode ser
inibido por atropina, indicando que esse efeito € mediado pelo receptor muscarinico
(DIFRANCESCO; TROMBA, 1988).

No sentido oposto o sistema nervoso simpatico, cuja agdao € aumentar a
frequéncia cardiaca, aumenta a corrente lenta de influxo (lcaL), por meio dos canais
de calcio do tipo L, no nodo sinoatrial (BROWN; DIFRANCESCO; NOBLE, 1979).

Os mecanismos envolvidos tanto no cronotropismo cardiaco, tanto pelo ramo
simpatico quanto pelo ramo parassimpatico do SNA (FIGURA 5) atuam por
mecanismos dependentes de AMPc e da proteina quinase A (PKA), onde um
agonista colinérgico ou adrenérgico se liga a um receptor acoplado a proteina G,
entao adenil ciclase (AC) é ativada (estimulo adrenérgico) ou inativada (colinérgico).
AC gera AMPc que controla a atividade da PKA, esta fosforila varios alvos dentro da
célula resultando na taxa de disparos de potenciais espontaneos (BEHAR et al.,
2016).

O SNA também atua, no sistema cardiovascular, controlando a pressao
arterial, mantendo-a em niveis estreitos. Esse mecanismo, chamado de controle do
barorreflexo, depende da deformagao causada aos barorreceptores, da integragao
do sistema de controle cardiovascular, especialmente o nucleo ambiguo, nucleo do
trato solitario, bulbo ventro lateral rostral e bulbo ventro lateral caudal e dos
eferentes simpaticos e parassimpaticos (SILVA, 2015).

Aumentos na pressdo arterial irdo aumentar a atividade do ramo
parassimpatico assim como diminuir o ramo simpatico do SNA a fim de diminuir a
frequéncia cardiaca e contratilidade do miocardio. De forma contraria, diminui¢cdes
da pressao arterial aumenta a frequéncia cardiaca, a contratilidade do miocardio e a
resisténcia vascular (LANFRANCHI; SOMERS, 2002).

O bulbo é considerado a principal regido de controle do sistema
cardiovascular, sua integragdo compreende grupamentos neuronais responsaveis
tanto pelo tono vagal como nucleo ambiguo (NA), nucleo dorsal motor do vago
(DMV), nucleo do trato solitario (NTS) e areas responsaveis pelo tono simpatico
como o bulbo ventro-lateral rostral (BVLr). Durante aumentos de pressao arterial as
informacdes dos barorreceptores chegam ao NTS, esses neurbnios se projetam ao
NA e ao DMV aumentando o tono vagal, alguns neurdnios do NTS excitam

neurénios do bulbo ventro lateral caudal (BVLc) que por sua vez inibem o BVLr
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causando consequente diminuicdo do tono simpatico. De forma oposta, diminui¢cdes
na pressao arterial diminuem o numero de aferentes ao NTS, logo os NA e DMV
menos estimulados causam diminuigdo do tono vagal e aumento do tono simpatico
uma vez que o BVLc néo estimulado ndo tem funcgéao inibitéria no BVLr (AIRES,
2008).

FIGURA 5 - MECANISMOS ENVOLVIDOS NO CRONOTROPISMO CARDIACO

=
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FONTE: Adaptado de Behar et al., (2016)
Nota: PBL= fosfolambano, SERCA = sarcoplasmatic reticulum Ca2+ ATPase.

Inicialmente, as medidas de variabilidade de frequéncia cardiaca eram
realizadas apenas através dos calculos de variagdo da duracado dos intervalos RR,
ou seja, apenas as analises no dominio do tempo. Entretanto as analises no dominio
do tempo se mostram limitadas para analisar a atuacdo do sistema nervoso
autbnomo no coracdo e o balanco simpato vagal, desta forma as analises no
dominio da frequéncia mostraram maior utilidade (MALLIANI, LOMBARDI & PAGNI
1994).

Em modelo animal as medidas de variabilidade de frequéncia cardiaca no
dominio da frequéncia também sao validadas e utilizadas como ferramenta de
investigacao do sistema nervoso auténomo (KUWAHARA et al., 1994; AUBERT et
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al., 1999).

A VLF nao tem explicagao fisiologica bem definida, entretanto a mesma pode
estar relacionada com o sistema renina - angiotensina - aldosterona, em alguma
extensdo ao sistema nervoso parassimpatico, atividade vasomotora e
termorregulagédo. (TASK FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY
AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY  OF PACING  AND
ELECTROPHYSIOLOGY, 1996).

Apesar da pouca explicacao fisiolégica o indice VLF demonstrou ser um
excelente marcador prognostico para diversas patologias cardiacas como, por
exemplo, a insuficiéncia cardiaca congestiva (HADASE et al., 2004).

Usui & Nishida, (2017) associam essa inexplicavel relagdao entre VLF e
doengas cardiovasculares com o fato do VLF representar um componente de
recuperacao lenta apés atividade mental estressante. Neste estudo os participantes
foram submetidos ao teste de Stroop durante 20 minutos. Neste teste sao
apresentadas palavras com nomes de cores (vermelho, verde, azul, por exemplo),
entretanto cada palavra é colorida com uma cor diferente daquela que a palavra
representa (a palavra vermelha é colorida de verde, a azul é colorida de amarelo, por
exemplo) e o participante deve falar a cor que esta colorindo a palavra. Os autores
observaram que os indices HF e VLF diminuiam durante o teste, entretanto o HF
retornava a valores basais logo apds o término do teste enquanto o VLF permanecia
alterado até 120 minutos apds o término do teste.

Os autores do estudo supracitado justificam os resultados encontrados com o
fato de qualquer atividade mental estressora causar aumento do sistema renina
angiotensina, aumento de inflamagdo, maior atividade do sistema simpatico e
diminuicdo do sistema parassimpatico. Os marcadores inflamatorios apos atividade
mental estressora permanecem, assim como o VLF, alterados durante horas.

O indice VLF foi estudado por Taylor et al., (1998). Esses autores
administraram, tanto na posi¢ao supina quanto durante o tilt-test, atropina, atenolol e
Enalaprilat, farmaco que atua inibindo a enzina conversora da angiotensina,
alterando, desta forma, o sistema renina-angiotensina. Foram observados, aumentos
do VLF apdés administracdo de enalaprilat, diminuicdo apds administracdo de
atropina e aumentos durante a administragdo de propranolol. As alteracbes
causadas pelo propranolol foram observadas apenas durante o supino e, segundo

os autores, se deve ao aumento desordenadamente grande de apenas um dos
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participantes da pesquisa. Assim os autores concluiram que o VLF é influenciado
pelo sistema renina-angiotensina, assim como pelo ramo parassimpatico do SNA.

O indice LF tem sido debatido em varios estudos e varios autores discordam
com relacao a sua explicacao fisiolégica. O mesmo pode ser considerado como um
indice que reflete a atividade simpatica (TASK FORCE OF THE EUROPEAN
SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING
AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996) independentemente do mecanismo pelo qual
o sistema nervoso simpatico esteja atuando (MALLIANI et al.,, 1991). Pode ser
considerado como um indice que representa de forma conjunta o sistema simpatico
e parassimpatico (HOULE; BILLMAN, 1999), ou como uma medida de avaliar a
modulagdo da variabilidade da frequéncia cardiaca através do barorreflexo
(GOLDSTEIN et al., 2012).

O HF parece ter explicacdo mais bem definida e reflete a atividade dos
eferentes parassimpaticos, reflete a atividade vagal ativada pela respiragcdo a
arritmia sinusal respiratéria (TASK FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY OF
CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING AND
ELECTROPHYSIOLOGY, 1996; BILLMAN, 2011; LOMBARDI; STEIN, 2011;
HEATHERS)

Arritmia sinusal respiratéria € o nome dado as flutuagdes ritmicas que
ocorrem na frequéncia cardiaca devido & frequéncia respiratéria. E caracterizado
pela diminuicdo e aumento do periodo entre dois batimentos cardiacos que ocorrem
concomitantemente com a inspiragdo e expiragao, respectivamente. Ou seja, a
frequéncia cardiaca tende a aumentar durante a inspiracdo e diminuir durante a
expiragdo (BERNTSON; CACIOPPO; QUIGLEY, 1993).

A respiracdo modula a atividade vagal por dois mecanismos: proje¢ao vindas
diretamente do centro gerador respiratério ao nucleo ambiguo, e de aferentes
pulmonares ativados durante o enchimento pulmonar (estiramento), esses ativam
neurénios GABAérgicos no nucleo do trato solitario que inibem neurénios vagais no
nucleo ambiguo (CARBEVALI & SGOIFO, 2014)

Uma vez que o LF pode ser considerado um marcador da atividade simpatico
e o HF um marcador da atividade parassimpatica, a razdo LF/HF é considerada por
alguns autores como um marcador capaz de refletir o balango simpatovagal (TASK
FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH
AMERICAN SOCIETY OF PACING AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996;
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VANDERLEI et al, 2009) como mostra o estudo de Pagani et al., (1986) que avaliou
a variabilidade da frequéncia cardiaca durante o tilt-test e mostrou que ha aumento
do LF/HF e esse aumento pode ser abolido através da administragdo de propranolol.
Montano et al., (1994) mostrou que o indice LF/HF, assim como o uso do LF e HF
em unidades normalizadas, foi capaz de prover informacdes a respeito do balanco
simpato vagal durante teste gradual de tilt.

Entretanto, o fato do indice LF/HF refletir o balango simpatovagal ja foi
contestado por alguns autores (BILLMAN, 2013; HEATHERS, 2012).

O uso de unidades normalizadas é uma estratégia matematica a fim de isolar
os componentes do sistema nervoso autbnomo, onde o LFnu seria
predominantemente simpatico e o HFnu predominantemente parassimpatico. O
LFnu é calculado de acordo com a seguinte férmula LFnu=LF/LF+HF e o HFnu
HFnu=HF/LF+HF. Os indices LFnu com relacdo ao HFnu ou ambos os indices com
relacdo ao LF/HF apresentam redundancia, uma vez que, o aumento em uma das
variaveis, LFnu por exemplo, causa diminuicdo de mesma magnitude na outra, HFnu
nesse caso, podendo uma unidade normalizada ser calculada a partir da outra da
seguinte forma (HFnu = 1-LFnu). A razao LF/HF ir4 se comportar da mesma forma
que os indices LFnu e HFnu, onde aumentos no LFnu irdo aumentar a razdo LF/HF
e aumentos no HFnu irdo diminuir a razdo LF/HF, (BLUR, 2007).

Segundo Moraes et al., (2000) a VFC tem sido utilizada de forma satisfatoria
para demonstrar a atividade parassimpatica, porém tem falhado em demonstrar
diretamente a atividade simpatica. A esse respeito Kleiger et al., (2005) diz que as
manipulagdes dos indices da analise espectral como LFnu, HFnu e razdo LF/HF sao
baseadas em conceitos simplificados da atuag¢do do sistema nervoso autbnomo, o
que pode levar a interpretacdes errbneas em diversas situacoes.

Nao apenas os indices da analise espectral podem refletir diretamente o
sistema nervoso auténomo. O indice RMSSD possui correlagcado forte com o indice
HF (TASK FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE
NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996),
assim como o SD1 (HOSHI et al., 2013).

2.3 CORACAO ISOLADO
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As origens dos estudos com coragao isolado datam do século XIX com os
experimentos de Carl Ludwig, sendo que o primeiro pesquisador a descrever o
método foi Elias Cyon em 1866 onde o corac&o de r& era canulado através da veia
cava. Os estudos com coragcado de sapo serviram de base para a preparacao da
perfusdo retrégrada de Langendorff utilizada para estudar o coragdo isolado de
mamiferos. No método de Langendorff o coragéo € perfundido retrogradamente, ou
seja, pela artéria aorta. Uma vez que a valva adrtica se encontra fechada, a solucéo
que perfunde o coracao segue pelas artérias coronarianas, passa pelo leito vascular
até ser drenado para o seio coronariano localizado no atrio direito. Existem dois
modelos de perfusao possiveis, 0 modelo de pressédo constante e o modelo de fluxo
constante. No modelo de pressao constante o reservatério com tampao de perfuséo
deve ficar a uma distancia/altura conhecida. A coluna de fluido mantém a presséao
hidrostatica constante. No modelo de fluxo constante o fluxo é mantido através de
uma bomba peristaltica (BELL et al, 2011; SKRZYPIEC-SPRING et al., 2006).

O baixo custo, a simplicidade da preparacdo, a reprodutibilidade e a
capacidade de estudar o 6rgao isolado de outros sistemas fazem com que a
perfusdo retrograda de Langendorff, mesmo descrita pela primeira vez em 1895,
continue sendo um método relevante nos dias de hoje (BELL et al., 2011;
SKRZYPIEC-SPRING et al., 2006; SUTHERLAND; HEARSE, 2000).

Este método tem se mostrado valioso para o entendimento de diversos
topicos da fisiologia cardiovascular como: fluxo coronariano, contratilidade,
eletrofisiologia de células cardiacas e estudos farmacoldégicos de dose-resposta
(BELL et al, 2011; SKRZYPIEC-SPRING et al., 2006; SUTHERLAND; HEARSE,
2000). O coracdo isolado é também um recurso para ajudar a elucidar os
mecanismos a respeito da origem da variabilidade da frequéncia cardiaca
(JANOUSEK et. al., 2010).

Ainda que a variabilidade da frequéncia cardiaca reflita o controle do sistema
nervoso autdbnomo, o coracgdo, quando estudado através da técnica do coracao
isolado, pode responder a mudangas ambientais mesmo ndo estando sob controle
neuro humoral (MUKINA; DVORNIKOV; KAMAIDANOV, 2000). Logo a variabilidade
da frequéncia cardiaca esta presente, ainda que reduzida, no coragao isolado,
estudado em modelos animais, e no coragao do paciente transplantado, a despeito
da desnervacao (FREY et al., 1996).

Frey et al., (1996) analisaram a variabilidade da frequéncia cardiaca do
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coracao isolado de sete coelhos e relataram a presenca de variabilidade no coragao
isolado mostrando que a variabilidade esta presente no coragéo isolado mesmo sem
enchimento atrial e ventricular indicando que o alongamento dessas estruturas n&o
influencia na taxa de disparos do nodo sino atrial.

Mukina et al., (2000) investigaram a frequéncia cardiaca e a variabilidade da
frequéncia cardiaca de ratos machos. Os autores encontraram reducdo da
frequéncia cardiaca de 40% e aumento da variabilidade da frequéncia cardiaca
calculada através do desvio padrdao dos intervalos R-R. Entretanto, o aumento da
variabilidade da frequéncia cardiaca pode ser decorrente da diminuicdo da
frequéncia cardiaca. Segundo Tsuji et al., (1996) a frequéncia cardiaca € um dos
principais determinantes da VFC, desta forma sdo esperados maiores valores de
VFC em individuos com menor frequéncia cardiaca. Os estudos supracitados
corroboram com os estudos de Sacha (2014), Sacha e Pluta (2008) e Sacha e Pluta
(2005) que demonstram que maiores valores de intervalos RR permitem maior
variabilidade entre intervalos.

Janousek et al., (2010) compararam a variabilidade da frequéncia cardiaca de
sete coragdes isolados com a variabilidade da frequéncia cardiaca de cinco coelhos
in vivo. Apo6s a aquisicdo dos intervalos R-R, trinta e cinco paréametros de
variabilidade de frequéncia cardiaca foram calculados. Os valores das bandas VLF,
LF e HF da analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca sem mostram
duas vezes maiores in vivo do que no coracdo isolado. Os demais indices no
dominio do tempo também se mostraram diminuidos no coragao isolado.

Apesar de experimentos prévios observarem a existéncia de variabilidade da
frequéncia cardiaca no coracao isolado os mecanismos responsaveis ainda nao
foram totalmente elucidados (FREY et al., 1996; JANOUSEK et al., 2010).

O coracao pode responder a mudangas ambientais independentemente do
sistema nervoso autdbnomo (MUKINA et al.,, 2000). Foi reportada arritmia sinusal
respiratéria normal em pacientes transplantados, os autores do estudo concluiram
que as flutuagbes da banda de frequéncia da analise espectral relacionada a
frequéncia respiratéria estdo relacionadas as mudancas dependentes da pressao
intracardiaca (HRUSHESKY et al., 1984 apud FREY et al., 1996). Mukina et al.,
(2000) associa essas mudancgas intrinsecas do coragdo ao do balanco ibnico nas
células marca passo do nodo sinoatrial.

A fungdo marca passo nas células do nodo sinoatrial decorre da capacidade
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dessas células gerarem uma despolarizagdo diastolica através de uma corrente
ativada por hiperpolarizagao (If), cujo limiar de ativagdo € de aproximadamente -40/-
50 mV (ACCILI et al, 2002). Apdés o termino do potencial de agdo, ocorre uma
despolarizagédo lenta da membrana até atingir o limiar para um novo potencial de
acao. Essa despolarizacao diastolica é responsavel pelo comportamento ritmico e
caracteriza os potenciais de agao do nodo sinoatrial (DIFRANCESCO, 1993).

A corrente If ocorre através dos canais HCN (hiperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated chanels), que apresentam topologia tipica de um canal de K+
voltagem dependente, com seis segmentos transmembrana, segmento S4 carregado
positivamente. Esse canal também apresenta um sitio de ligagdo para o AMPc na
sua regiao carboxiterminal (ACCILI et al., 2002; XU et al., 2010). A familia de canais
HCN contém quatro membros (HCN1-4) sendo o HCN4 o mais expresso nas células
do nodo sinoatrial (XU et al., 2010; WAHL-SCHOTT e BIEL, 2008).

O canal HCN, além da sua fungcdo na geragao da corrente marca passo,
desempenha um papel na regulagdo da frequéncia cardiaca em resposta
estimulagdo do sistema nervoso autdbnomo. A estimulagdo adrenérgica aumenta a
produgcdo de AMPc aumentando, consequentemente, a frequéncia cardiaca
enquanto a estimulacao vagal diminui a frequéncia cardiaca através da inibicao da
sintese de AMPc (ACCILI et al., 2002; WAHL-SCHOTT e BIEL, 2008).

Papaioannou et al., (2013) em revisédo de literatura a respeito da origem da
VFC mostra que a mesma pode ser alterada apos administragao de bloqueadores da
corrente If por meio de diversos mecanismos, seja pela modulagdo da frequéncia

cardiaca ou por atuar na sensibilidade do sistema barorreflexo.
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3 METODOS

O estudo foi composto por duas fases. Durante a fase 1 foi realizado um
estudo prospectivo para analisar a VFC de ratos apdés manipulagdo farmacologica.
Na fase 2 foi realizado um estudo retrospectivo, por meio de um banco de dados.
Ambos os estudos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Fisiologia e
Fisiopatologia Cardiovascular, localizado no Departamento de Fisiologia, Setor de

Ciéncias Biologicas, da UFPR.

3.1 ESTUDO PROSPECTIVO (FASE 1)

A fase 2 do estudo teve como objetivo a analise do comportamento da VFC
apds a administracdo de atropina, propranolol, atropina e propranolol combinados,
isoproterenol e ivabradina. O seguinte cronograma (QUADRO 2) foi utilizado para a

coleta de dados.

QUADRO 2 - LINHA CRONOLOGICA DO ESTUDO

Primeira Semana I | Terceira Semana I | Quarta Semana | | Quinta Semana |

segunda feira I | segunda feira I quinta feira I | segunda feira | quinta feira | | segunda feira quinta feira |
ECG basal ECG basal ECG basal ECG basal ECG basal ECG basal
implante dos eletrodos

administracdo  administracdo administracdo administracao administracdo administracdo

de salina de atropina de propranolol de atropina de isoproterenol |de ivabradina
e propranolol
ECG apos ECG apos ECG apos ECG apos ECG apos ECG apos
salina atropina propranolol farmacos isoproterenol ivabradina

FONTE: O autor (2018)

3.1.1 Preparagao animal e implantagao dos eletrodos

A amostra foi composta por 20 ratos Wistar, com peso aproximado de 250-
300g, com idade de 90 dias. O calculo amostral baseou-se nos seguintes critérios
estatisticos: r= 2ta s?/d?

Onde r é o tamanho da amostra, s? é uma estimativa da variancia
experimental oriunda de experimento ja realizado; ta= valor de t com os graus de

liberdade de s? e para um nivel a de probabilidade; d= diferenca desejada entre os



38

tratamentos. O nivel de significancia de 5% foi considerado e o poder do teste de
80%. Os calculos foram baseados nos resultados do estudo de Barbier et al (2006)
sendo para o presente estudo um tamanho de amostra minima calculado em 17
animais, considerando perdas de dados consequentes do modelo de perfusao
retrograda de Langendorff (coragao isolado) foi estipulado 20 animais.

Antes do implante dos eletrodos os animais foram mantidos por uma
semana em instalagcdes apropriadas dentro do laboratorio onde os procedimentos de
coleta de dados foram realizados, com temperatura controlada entre 18-21°C, livre
acesso a ragao e agua, ciclo claro e escuro de 12 horas. Estes procedimentos foram
realizados para aclimatar os animais ao ambiente de coleta de dados.

No primeiro dia de experimento os animais foram anestesiados com 50mg/Kg
cetamina e 10mg/Kg xilazina (com aumento de 10% da dose durante o procedimento
baseado na resposta reflexa ao pingamento das patas traseiras) e os eletrodos
foram implantados. Foram utilizados eletrodos subcutaneos tipo piercing (ago
inoxidavel de 0,5mm na regido posterior e abaixo a linha de insergdo das patas dos
animais), de maneira que as derivagbes DI e DIl de um ECG convencional
pudessem ser avaliadas (FIGURA 6).

As doses anestésicas e a metodologia para a implantagdo dos eletrodos ja
foram estudadas previamente em pesquisa aprovada pelo CEUA-BIO sob o numero
de protocolo 816.

FIGURA 6 - ELETRODOS SUBCUTANEOS PARA ECG EM RATOS

FONTE: O autor (2018)
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3.1.2 Administracao dos farmacos

Ap6s um tempo minimo de 72h da implantagcdo dos eletrodos os animais
foram submetidos a testes de ECG por uma semana, trés vezes na semana, a fim de
acostumar os animais aos procedimentos, a duragcdo do ECG foi de 30 minutos.
Apods esse periodo foi administrada solugao salina via intraperitoneal (em volume
2ml/kg de peso corporal (NaCl 0,9 %). A VFC apd6s a administracdo de solugéo
salina foi comparada com a VFC antes administragdo de salina a fim de garantir que
mudancas da VFC apds o uso dos farmacos nao seriam causadas pela manipulagao
dos animais, mas sim pelos farmacos propriamente ditos.

Nas demais semanas de experimento, foram aplicados os demais farmacos,
todos via intraperitoneal, respeitando um intervalo minimo de 72 horas entre cada
aplicacdo, periodo maior que a meia vida de cada farmaco. Os farmacos utilizados
foram os seguintes: atropina (A; 2 mg/kg), propranolol (P; 4 mg/kg), propranolol mais
atropina (PA; A; 2 mg/kg + P; 4 mg/kg) isoproterenol (I; 1 mg/kg) e ivabradina (2
mg/kg). Todos os farmacos foram diluidos para que todas as aplicagbes tivessem
um volume fixo de 250 uL. As dosagens de atropina e propranolol assim como a
dose desses dois farmacos combinados foram baseadas no estudo de Barbier et al
(2006). A dose de isoproterenol utilizada foi calculada a partir dos estudos que
utilizaram doses altas e tratamento continuo para causar hipertrofia cardiaca, como
0 objetivo do presente estudo ndo era causar danos cardiacos doses menores foram
utilizadas (KRENEK et al., 2009). Ja as doses de ivabradina foram baseadas nos
estudos de (DIAS DA SILVA et al., 2015 e DA SILVA et al.,2016)

A atropina € um antagonista colinérgico ou antimuscarinico cujo principal
efeito no sistema cardiovascular é a taquicardia. A meia vida da atropina é de
aproximadamente quatro horas. O propranolol € um antagonista beta-adrenérgico
com meia vida de aproximadamente trés horas e induz reducédo no deébito cardiaco
(SPINOSA et al., 2006).

O isoproterenol € um agonista simpatico que atua nos receptores betal e
beta2, causando aumento no inotropismo e cronotropismo assim como
vasodilatagao periférica. Primeiramente foi indicado para tratamento de insuficiéncia

cardiaca, entretanto sem sucesso uma vez que efeitos adversos como taquicardia
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sdo encontrados apés o uso do isoproterenol (KOPEL; CARVALHO; LAGE, 2004).
Possui meia vida curta, de aproximadamente dois minutos (OSTINI et al,. 1998).

A ivabradina é um bloqueador seletivo dos canais ativados por
hiperpolarizagdo regulados por nucleotideo ciclico, ou seja, bloqueia a corrente
marcapasso das células do nodo sinusal e seu efeito principal € a bradicardia (SILVA
et al.,, 2016). A ivabradina tem meia vida plasmatica de duas horas enquanto seus
efeitos duram até onze horas (DEEDWANIA, 2013).

3.1.3 Eletrocardiograma e variabilidade da frequéncia cardiaca

O registro eletrocardiografico foi obtido empregando a unidade Power Lab 26T
conectado a um computador no modulo de ECG. Para analise dos sinais de ECG foi
utilizado o software LabChart 7.0. (FIGURA 7). Além dos intervalos RR que foram
utilizados para o calculo da variabilidade da frequéncia cardiaca os ECGs foram
analisados quanto a morfologia das ondas, amplitude das ondas e com relagdo ao
ritmo. Quando qualquer alteracdo de ritmo como auséncia de onda P, extra-sistole
ventricular, fibrilagdo atrial ou morfologia anormal eram encontradas o ECG era
excluido da analise. No presente estudo apenas um ECG, apdés administracdo de
ivabradina, precisou ser excluido. Apos a aquisicao dos dados o software LabChart
(FIGURA 8) permite a identificacdo de ondas R ectdpicas, que pode ocorrer devido a
movimentacdo do animal, e a posterior limpeza dos dados, de forma que apenas os

intervalos RR considerados normais serdo analisados.

04-
0,3

FIGURA 7 - ELETROCARDIOGRAMA REALIZADO NO LABCHART
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NOTA: O software labchart permite a selecdo do trecho de interesse do eletrocardiograma e
reconhecimento das ondas RR para posterior inspecéo visual e exclusdo de batimentos ectépicos e
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O eletrocardiograma foi realizado antes e ap6s a administragdo dos farmacos

a fim de analisar os efeitos dos mesmos na duracido dos intervalos R-R normais e
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posteriormente, seus efeitos na variabilidade da frequéncia cardica. O
eletrocardiograma realizado antes da administracdo dos farmacos teve duracao de
30 minutos e apds a aplicacdo dos farmacos o ECG teve duragao de 50 minutos.
Apés a aquisicao e tratamentos dos intervalos RR, com uso do software
LabChart, um trecho do eletrocardiograma foi selecionado e os intervalos RR desse
trecho foi exportado ao software Kubius HRV (versao 2.0 MATLAB, MathWorks Inc.,
Kuopio, Finland). O software Kubios é especifico para analise de VFC e permite a
analise no dominio do tempo, no dominio da frequéncia assim como analises nao
lineares da VFC. A linha cronolégica dos procedimentos de coleta de ECG e calculo

da VFC estao resumidos no quadro 3.

FIGURA 8 - INSPECAO VISUAL DO TACOGRAMA

Py &n an

FONTE: O autor (2018)

Foram calculados os valores: Total power, HF, LF, VLF, (que correspondem
aos valores numeéricos das bandas de frequéncia da analise espectral), HFnu e LFnu
que representam os valores da analise espectral em unidades normalizadas
calculados através da exclusdo do VLF. O LFnu é calculado de acordo com a
seguinte formula LFnu=LF/LF+HF e o HFnu HFnu=HF/LF+HF (BURR, 2007). No
dominio do tempo os seguintes valores foram calculados: SDNN (desvio padréo dos
intervalos RR), RMSSD (raiz quadrada das médias do quadrado das diferengas
entre intervalos RR adjacentes), Mean HR (frequéncia cardiaca média) e os
seguintes valores correspondentes a analise nao linear da variabilidade da
frequéncia cardiaca: SD1, SD2 e SD2/SD1 (indices numéricos calculados no Plot de
Poincaré), SamEn (Sample entropy — Entropia da amostra), DFAa1 e DFAa2
(detrented flutuation analysis). Ainda a respeito da analise espectral a mesma foi

analisada com relagao a porcentagem de cada banda de frequéncia com relagao ao
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total power (VLF+LF+HF), sendo assim %VLF=(VLF/TotalPower)x100,
%LF=(LF/TotalPower)x100 e %HF=(HF/TotalPower)x100.

QUADRO 3 - LINHA CRONOLOGICA DO PROCEDIMENTO DE COLETA DO ECG E POSTERIOR
ANALISE DOS INTERVALOS RR E CALCULO DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

ECG Tratamento dos Dados
ECG basal Farmaco Selecdo do trecho Identificacdo de Calculo VFC
30 minutos 50 minutos do ECG ectopicos Kubios
Identificacao Inspecao visual
de ondas R

FONTE: O autor (2018)

No presente estudo, as bandas da analise espectral utilizadas foram as
seguintes: Banda de muito baixa frequéncia, VLF - 0 a 0,2 Hz (very low frequency);
banda de baixa frequéncia, LF - 0,2 a 1 Hz (low frequency) e, banda de alta
frequéncia HF - 1 a 3 Hz (high frequency). Os valores utilizados foram baseados no
estudo de Mangin (1998). O software Kubios permite a inspecgao visual das bandas
da analise espectral, logo, no presente estudo foi realizada a inspecéao visual das
bandas de frequéncia da analise espectral para posterior determinacdo dos valores
das bandas de frequéncia (FIGURA 9).

FIGURA 9 - ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA
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® FFT spectrum (Welch's periodogram) _ x10° AR spectrum
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FONTE: O autor (2018)
Nota: Valores da banda LF menores que 1 Hz n&do se ajustariam a banda correspondente, reduzindo-
a a metade, ndo se aplicados aos dados do presente estudo
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3.2 ESTUDO RETROSPECTIVO (FASE 2)

O estudo retrospectivo foi realizado utilizando um banco de dados composto
por eletrocardiogramas realizados em uma pesquisa anterior aprovada pelo CEUA-
BIO, sob o numero 866, intitulada: Efeito do treinamento intervalado sobre a
variabilidade da frequéncia cardiaca e remodelamento cardiaco em ratos diabéticos.
Este estudo quantificou, em coracgao isolado, valores de pressao intraventricular com
e sem o uso do isoproterenol. A variabilidade da frequéncia cardiaca do coracao
isolado foi entdo avaliada no presente estudo.

Deste estudo foram quantificados os dados de VFC de 20 ratos Wistar, ndo
diabéticos, sem sedacao e sem restricdo e a VFC do coracgio isolado dos mesmos
animais. Os dados com coragao isolado incluem a analise de VFC antes e apds a
administracdo do agonista simpatico isoproterenol, realizada em 16 coragdes
isolados.

Todos os equipamentos utilizados para a obtencdo dos dados do estudo
retrospectivo, coleta de ECG e VFC, foram idénticos aos utilizados no estudo

prospectivo (detalhado acima).

3.2.1 Perfusao Retrograda de Langendorff (coracao isolado)

Anestesiado (cloridrato de cetamina, 80 mg/Kg; e cloridrato de xilazina, 20
mg/Kg), o animal foi colocado em decubito dorsal, com as patas presas, para que
fosse realizada a exsanguinagao, toracotomia e a remogado do coragdo. Apos a
dissecagao os coragdes foram perfundidos retrogradamente através de uma canula,
fixada na artéria aorta, com solugdo de Krebs-Henseleit continuamente oxigenada e
mantida a uma temperatura constante de 37°C, pressao de perfusdo constante (60
mm/Hg), mantendo o coragdo imerso na solugao supracitada, de idéntica
composicao (BELL et al., 2011; SKRZYPIEC-SPRING et al., 2007; DIAS et al. 2006).
A composig¢ao da solugao krebs-henseleit utilizada foi a seguinte: 118 mM de NaCl,
4.7 mM de KCL, 1.2 mM de KH,PO,, 1.2 mM de MgS0O,, 25 mM de NaHSO4, 11 mM
de Glicose, 1.5 mM de CaClz, essa solugdo € oxigenada com gas carbogénico
contendo 95 % de oxigénio e 5 % de gas carbdénico.

Uma vez que o coracdo isolado, apds perfundido, € submerso em uma

camara preenchida com solugao de Krebs-Henseleit, 0 posicionamento de eletrodos
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nessa camara, em contato com a solugdo, permite a obtencdo do registro
eletrocardiografico. O registro eletrocardiografico foi obtido empregando a unidade
Power Lab 26T conectado a um computador no médulo de ECG e com o uso do
software LabChart. Foram mensurados os valores de pressao intracavitaria de
ventriculo esquerdo, frequéncia cardiaca, indices de contratilidade assim como as
derivagdes 1 e 2 do eletrocardiograma.

Um baldao complacente, mas nao elastico, feito de plastico, preenchido com
agua e conectado a um transdutor de pressao foi inserido no ventriculo esquerdo
através de uma incisura no atrio esquerdo. O baldo deve ter volume aproximado de
0,4 ml e permitir que o ventriculo esquerdo seja completamente preenchido pelo
baldo, entretanto sem modificar sua forma (CURTIS, et. al. 1986). O balao ¢é inserido
vazio até o ventriculo esquerdo e seu volume de agua € preenchido paulatinamente,
a cada novo volume inserido € observado um aumento na pressdo gerada pelo
coragao (Lei de Frank-Starling). O volume do baldo € aumentado até o ponto onde
aumentos no volume nao ocasionam aumentos na pressdo. Ao chegar nesse ponto
o ECG teve duracao de 30 minutos. Apds esse periodo, a perfusdo foi realizada com
solugdo de Krebs-Henseleit com adigao de isoproterenol na concentracédo de 100
nM.

Apo6s a coleta de dados, um trecho do eletrocardiograma foi selecionado e os
intervalos RR desse trecho foram exportados ao software Kubius HRV. Os mesmos
indices calculados in vivo foram calculados no coragao isolado. A selegcdo dos
intervalos RR e posterior analise no software Kubius esta descrita nos

procedimentos do estudo prospectivo (fase 1)

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente foi realizado o teste de Shapiro-Wilk a fim de testar a
normalidade da distribuicdo dos dados. Posteriormente ao teste de normalidade um
teste de hipotese foi aplicado. As variaveis que apresentaram distribuicdo normal
foram descritas na tabela no formato média e desvio padrdao (médiatsd) enquanto as
variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal foram descritas no formato
mediana e amplitude interquartis (mediana - IQR).

Todas as variaveis analisadas no presente estudo foram comparadas antes

da administracdo dos farmacos e apds a administracdo dos farmacos (controle x
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farmaco) ou entdo no formato in vivo e coragao isolado (in vivo x coragao isolado) de
forma que cada animal foi controle dele mesmo. Para esse modelo de analise é
necessario um teste estatistico para amostras dependentes. Para as variaveis que
apresentaram distribuicdo normal o teste-T para amostras dependentes foi utilizado
€ para as variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal o teste de Wilcoxon foi
utilizado. O nivel de significancia foi mantido em 5 %.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o software
estatistico SPSS.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DO ESTUDO PROSPECTIVO

Para todos os farmacos o numero de animais utilizados foi de 20 (n=20),
entretanto para a analise apds a aplicagéo da ivabradina apenas 18 animais foram
utilizados, uma vez, que um animal morreu durante o periodo de tempo utilizado
para a realizagdo dos experimentos e um dos eletrocardiogramas apresentou
alteracdes de ritmo que impossibilitaram sua analise. Os dados numéricos nao
apresentados ao longo da sec¢ao estdo detalhados nos apéndices 1 e 2.

Com relagédo a frequéncia cardiaca, todos os farmacos utilizados causaram
alteragdes significativas (GRAFICO 1), tendo a frequéncia cardiaca diminuido apds a
administracao de propranolol e ivabradina e aumentado apos a administracdo de
atropina e isoproterenol. A administragdo combinada de atropina e propranolol

reduziu a frequéncia cardiaca.

GRAFICO 1 - FREQUENCIA CARDIACA ANTES E APOS A ADMINISTRACAO DOS FARMACOS
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FONTE: O autor (2018)

NOTA: Controle salina (CS), salina (S), controle atropina (CA) atropina (A), controle propranolol
(CP),propranolol (P), controle atropina e propranolol (C AP), controle isoproterenol (C Iso),
isoproterenol (iso), controle ivabradina (C Iva), ivabradina (lva). * Representa valor de p < 0,05; **
Representa valor de p igual 0,01; *** Representa valor de p menor que 0,001.

Em relacdo a analise da VFC no dominio do tempo, o indice SDNN
(GRAFICO 2) diminuiu apds a administracdo de atropina, propranolol e isoproterenol
e nao foi afetado apds administracdo de ivabradina. As redug¢des, em média, foram

de: 57,2% para a atropina, 47% para o propranolol, 73,7% para isoproterenol e 80%
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para atropina e propranolol.

O indice RMSSD (GRAFICO 3) também diminui apés administracdo de
atropina (reducéo de 78%), propranolol (17%), atropina e propranolol combinados
(76,7%), isoproterenol (72%) e aumentou apés administragao de ivabradina (39,3%).
A administracdo de salina nao alterou nenhuma variavel da variabilidade da

frequéncia cardiaca no dominio do tempo.

GRAFICO 2 - SDNN APOS ADMINISTRACAO DOS FARMACOS
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FONTE: O autor (2018)

NOTA: Controle salina (CS), salina (S), controle atropina (CA) atropina (A), controle propranolol
(CP),propranolol (P), controle atropina e propranolol (C AP), controle isoproterenol (C Iso),
isoproterenol (iso), controle ivabradina (C Iva), ivabradina (lva). * Representa valor de p < 0,05; ***
Representa valor de p menor que 0,001.

No dominio da frequéncia, com exceg¢ao da salina e da ivabradina, todos os
farmacos causaram reducgdes dos indices de VFC. Todos os indices, em valores

absolutos, foram reduzidos.
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GRAFICO 3 - RMSSD APOS ADMINISTRACAO DOS FARMACOS
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FONTE: O autor (2018)

NOTA: Controle salina (CS), salina (S), controle atropina (CA) atropina (A), controle propranolol
(CP),propranolol (P), controle atropina e propranolol (C AP), controle isoproterenol (C Iso),
isoproterenol (iso), controle ivabradina (C Iva), ivabradina (lva). * Representa valor de p < 0,05; ***
Representa valor de p menor que 0,001.

As reducdes para o VLF (GRAFICO 4), LF (GRAFICO 5) e HF (GRAFICO 6)
foram de 80%, 94% e 93,7% para a atropina, 67%, 65% e 41,9% para o propranolol,

96,8%, 96% e 96,6% para atropina e propranolol combinados e 97%, 92% e 92%
para o isoproterenol.

GRAFICO 4 - ALTERACOES NO VLF APOS ADMINISTRACAO DOS FARMACOS
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FONTE: O autor (2018)

NOTA: Controle salina (CS), salina (S), controle atropina (CA) atropina (A), controle propranolol
(CP),propranolol (P), controle atropina e propranolol (C AP), controle isoproterenol (C 1s0),
isoproterenol (iso), controle ivabradina (C Iva), ivabradina (lva). * Representa valor de p < 0,05; ***
Representa valor de p menor que 0,001.

Relativo a unidades normalizadas (GRAFICO 8), nao houve diferencas

significativas apds administracao de atropina e atropina combinada com propranolol.
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Enquanto houve aumento do HFnu e consequente diminuicdo do LFnu quando

propranolol e isoproterenol foram administrados aos animais.

GRAFICO 5 - ALTERACOES DO LF APOS ADMINISTRACAO DOS FARMACOS
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FONTE: O autor (2018)

NOTA: Controle salina (CS), salina (S), controle atropina (CA) atropina (A), controle propranolol
(CP),propranolol (P), controle atropina e propranolol (C AP), controle isoproterenol (C Iso),
isoproterenol (iso), controle ivabradina (C Iva), ivabradina (lva). ** Representa valor de p igual 0,01;
*** Representa valor de p menor que 0,001.

GRAFICO 6 - HF APOS ADMINISTRACAO DOS FARMACOS
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FONTE: O autor (2018)
NOTA: Controle salina (CS), salina (S), controle atropina (CA) atropina (A), controle propranolol
(CP),propranolol (P), controle atropina e propranolol (C AP), controle isoproterenol (C Iso),

isoproterenol (iso), controle ivabradina (C Iva), ivabradina (lva). * Representa valor de p < 0,05; ***
Representa valor de p menor que 0,001
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GRAFICO 7 - LF/HF APOS USO ADMINISTRAGAO DOS FARMACOS

06 -

m..
L L]
L
o
—

02 .

% 1
-

T T T T T T T T T T

cs 5§ CA A CP P CAP AP Ciso Iso Civa lva

FONTE: O autor (2018)

Nota: Controle salina (CS), salina (S), controle atropina (CA) atropina (A), controle propranolol
(CP),propranolol (P), controle atropina e propranolol (C AP), controle isoproterenol (C Iso),
isoproterenol (iso), controle ivabradina (C Iva), ivabradina (lva). * Representa valor de p < 0,05; ***
Representa valor de p menor que 0,001

Comumente, as variaveis LFnu e HFnu séo calculadas na auséncia do VLF.
Como o VLF foi alterado apds administragao de atropina, propranolol, isoproterenol e
atropina e propranolol combinados, foi realizada uma segunda analise do LFnu e

HFnu, entretanto, esses indices foram calculados sem a exclusao do VLF.
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GRAFICO 8 - LFNU E HFNU APOS ADMINISTRACAO DOS FARMACOS
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FONTE: O autor (2018)

NOTA: Controle salina (CS), salina (S), controle atropina (CA) atropina (A), controle propranolol
(CP),propranolol (P), controle atropina e propranolol (C AP), controle isoproterenol (C Iso),
isoproterenol (iso), controle ivabradina (C Iva), ivabradina (lva). * Representa valor de p < 0,05; ***
Representa valor de p menor que 0,001

Nesta segunda analise dos valores normalizados nao foram encontradas
diferengcas apds administracdo de propranolol ou de atropina e propranolol
combinados. A atropina aumenta VLF (GRAFICO 9) e diminui tanto o LFnu quanto o
HFnu (GRAFICO 10) e o isoproterenol diminui VLF (GRAFICO 9) e aumenta LFnu e
HFnu (GRAFICO 10).



52

GRAFICO 9 - VLF/TOTAL POWER APOS ADMINISTRAGAO DOS FARMACOS
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FONTE: O autor (2018)

NOTA: Controle salina (CS), salina (S), controle atropina (CA) atropina (A), controle propranolol
(CP),propranolol (P), controle atropina e propranolol (C AP), controle isoproterenol (C Iso),
isoproterenol (iso), controle ivabradina (C Iva), ivabradina (lva). ** Representa valor de p igual 0,01;
*** Representa valor de p menor que 0,001
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FONTE: O autor (2018)

NOTA: Controle salina (CS), salina (S), controle atropina (CA) atropina (A), controle propranolol
(CP),propranolol (P), controle atropina e propranolol (C AP), controle isoproterenol (C Iso),
isoproterenol (iso), controle ivabradina (C Iva), ivabradina (lva). * Representa valor de p < 0,05; ***
Representa valor de p menor que 0,001

Os valores do Plot de Poincaré, SD1 e SD2, foram reduzidos apods
administracdo de todos os farmacos, com excecdo da ivabradina e salina. As
redugdes em SD1 e SD2 foram de 78% e 56%, repectivamente para a atropina, de
17,1% e 50% para o propranolol, de 77% e 80% para atropina e propranolol
combinados, de 72% e 76,4% para o isoproterenol. A ivabradina aumentou o SD1
em 52,6% e n&o alterou o SD2.

A sample entropy (SamEn) diminui apds administragdo de atropina e
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aumentou apos administragao de propranolol, isoproterenol e ivabradina. DFAa1 nao
foi alterada apdés administracdo de atropina, atropina combinada com propranolol,
entretanto, diminui apds administragcado de propranolol, isoproterenol e ivabradina. O
indice DFAa2 foi aumentado apdés administracédo de atropina ou propranolol, e nao
sofreu alteragao apds administragcao de atropina e propranolol combinados, diminuiu

com isoproterenol e ndo se alterou com ivabradina.

4.2 RESULTADOS DO ESTUDO RETROSPECTIVO (CORAGAO ISOLADO)

A analise da variabilidade da frequéncia cardiaca do coracéo isolado foi
realizada comparando as variaveis de VFC in vivo e VFC do coracao isolado dos
mesmos animais. Também foi administrado isoproterenol (solugdo de Krebs-
Henseleit com isoprotrenol em concentracdo de 100 nM), dose submaxima, na
perfusdo do coracao isolado. A comparacéao in vivo x coracgao isolado foi realizada
em 20 animais, enquanto a analise de coracao isolado sem isoproterenol x coragao

isolado com isoproterenol foi realizada em 16 coragdes isolados.

GRAFICO 11 - COMPORTAMENTO DA FREQUENCIA CARDIACA NO CORAGAO ISOLADO
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FONTE: O autor (2018)
NOTA: in vivo (IV), coracédo isolado (Cl), coragéo isolado sem isoproterenol (CIC), coragéo isolado
com isoproterenol (Cllso). *** Representa valor de p menor que 0,001

As analises mostraram menores valores de FC (GRAFICO 11), SDNN e
RMSSD (GRAFICO 12) no coragéo isolado quando comparados com esses indices
in vivo. O SDNN ¢é reduzido em 31,2% enquanto o RMSSD é reduzido em 22,8%.

Apds a administracao de isoproterenol, ha aumento na FC e no SDNN sem alteragéo
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no RMSSD.

Observa-se grande diferenca entre a FC in vivo e do coragéo isolado. Um dos
fatores determinantes da VFC é a FC, inclusive alguns autores discutem a
dependéncia matematica da VFC relativa a frequéncia cardiaca (TSUJI et al 1996,
MONFREDI et al 2014). Se os indices supracitados forem normalizados pelos
intervalos RR, como proposto por Sacha (2014), Sacha e Pluta (2008) e Sacha e
Pluta (2005), as redu¢des do SDNN e RMSSD séao de 74% e 71%, respectivamente.

GRAFICO 12 - SDNN E RMSSD NO CORAGAO ISOLADO
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FONTE: O autor (2018)
NOTA: in vivo (IV), coracéo isolado (Cl), coracdo isolado sem isoproterenol (CIC), coragéo isolado
com isoproterenol (Cllso). * Representa valor de p menor que 0,05; ** Representa valor de p igual
0,01; *** Representa valor de p menor que 0,001

As trés bandas de frequéncia se encontram diminuidas no coragéo isolado
(GRAFICO 13), sendo que a banda aparentemente mais alterada é a banda de alta
frequéncia HF (reducéo de 91%). O VLF é reduzido em 43,5% e o LF é reduzido em
42%. Apos administracdo de isoproterenol observa-se aumento de VFC, sem
alteracao nas bandas LF e HF.

Uma vez que a banda HF é reduzida em maior proporc¢éo, o indice LF/HF,
assim como o indice LFnu se mostram aumentados. Apds administragdo de
isoproterenol, ha reducéo de LF/HF e LFnu (GRAFICO 14).
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GRAFICO 13 - ANALISE ESPECTRAL DO CORAGAO ISOLADO
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FONTE: O autor (2018)
NOTA: in vivo (IV), coragéo isolado (Cl), coragado isolado sem isoproterenol (CIC), coragéo isolado
com isoproterenol (Cllso). * Representa valor de p menor que 0,05; *** Representa valor de p menor
que 0,001

GRAFICO 14 - ANALISE ESPECTRAL DO CORAGAO ISOLADO, UNIDADES NORMALIZADAS E
RAZAO LF/HF
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FONTE: O autor (2018)
NOTA: in vivo (IV), coracéo isolado (Cl), coracao isolado sem isoproterenol (CIC), coracéo isolado
com isoproterenol (Cllso). * Representa valor de p menor que 0,05; *** Representa valor de p menor
que 0,001

Quando os indices em unidades normalizadas sdo analisados com relagao ao

total power vemos que tanto o VLF quanto o LF n&o modificam a sua contribuicao
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para a variabilidade global no coragao isolado, ja o indice HF se mostra diminuido.
Apds administracdo de isoproterenol ha aumento do VLF, diminuicdo do LF e

manutencéo dos valores de HF (GRAFICO 15).

GRAFICO 15 - VLF, LF E HF QUANDO NORMALIZADOS PELO TOTAL POWER
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FONTE: O autor (2018)
NOTA: in vivo (IV), coragdo isolado (Cl), coragdo isolado sem isoproterenol (CIC), coragéo isolado
com isoproterenol (Cllso). * Representa valor de p menor que 0,05; *** Representa valor de p menor

que 0,001

O coracgao isolado, na analise nao linear, apresentou valores reduzidos de
SD1, SD2 e DFAa2, sem alteragdes nos indices SD2/SD1, SamEn e DFAa1. Apés a
administracao de isoproterenol houve aumento do indice SD2, SD2/SD1, DFAa2 e

diminuicdo do SamEn.
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5 DISCUSSAO

Credita-se a VFC ao SNA (VANDERLEI et al., 2009). Desta forma o presente
estudo administrou diversos farmacos, agonista e antagonista adrenérgico e
antagonista colinérgico, com o intuito de investigar a influéncia de cada ramo do
SNA no coragdo. Como controle, foi utilizada salina, composto que nao possui
efeitos relativos a frequéncia cardiaca, e adicionalmente, utilizou-se ivabradina,
bloqueador seletivo de corrente funny, farmaco cujo efeito principal é a bradicardia
causada por meio de mecanismos néo relacionados ao SNA (SILVA et al., 2016;
BORER & HEUZEY, 2008).

Esses farmacos foram escolhidos uma vez que, no presente estudo, criou-se
a hipétese de que a VFC seria alterada apenas por farmacos relacionados ao SNA,
assim, os procedimentos de manipulagédo animal, como a injecao de fluidos per se,
n&o alterariam a VFC.

A administracao de salina n&o alterou a frequéncia cardiaca ou a variabilidade
da frequéncia cardiaca, seja ela mensurada por indices lineares, nao lineares, do
dominio do tempo ou da frequéncia. Desta forma, concluimos que os resultados
encontrados com os demais farmacos sao de fato causados pela agdo dos farmacos
em receptores especificos presentes no coragdo, ja que a manipulagao por si s6 ou
injecao de volume ndo causou alteragao significativa.

A ivabradina é conhecida por seu efeito bradicardico (BUCCHI et al., 2006;
BOIS et al., 1996 SILVA et al., 2016). Seu efeito na frequéncia cardiaca € devido a
sua agao como bloqueador da corrente marca-passo e nao por meio dos receptores
adrenérgicos e colinérgicos (SILVA et al.,, 2016; BORER & HEUZEY, 2008). No
presente estudo a ivabradina reduziu significativamente a frequéncia cardiaca e,
como esperado, nao alterou as bandas de frequéncia da analise espectral nem o
indice SDNN. O unico indice alterado foi o RMSSD.

Outros estudos corroboram com os dados do presente estudo, como o de
Dias da Silva et al., (2015) que avaliou a variabilidade da frequéncia cardiaca de
ratos apds administracdo de ivabradina. Neste a ivabradina causou bradicardia e
nao foi capaz de alterar os componentes da analise espectral. O estudo de Silva et
al., (2016) avaliou a VFC e outras variaveis sob controle autonémico como pressao

arterial e atividade do nervo simpatico renal apds a administracéo de ivabradina. Nao
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houve diferenga entre ivabradina e placebo, desta forma os autores concluiram que
a ivabradina ndo possui efeito por meio do sistema nervoso autbnomo.

No presente estudo houve aumento do indice RMSSD apds a administragao
de ivabradina. Como a ivabradina n&o atua nos receptores autonémicos do coragao,
como demonstrado por Dias da Silva et al., (2015) e Silva et al., (2016), foi criada a
hipotese de que o aumento dos intervalos RR (reduc¢do da FC) foi responsavel pela
alteracdo desse indice, uma vez que Tsuji et al., (1996) e Sacha (2013)
demonstraram que maiores intervalos RR permitem maior VFC, por questdes
matematicas. Outros estudos mostraram aumentos no dominio do tempo apods
tratamento com ivabradina, como o de Kurtoglu et al., (2014) e o de Dias da Silva et
al., (2015). No estudo de Dias da Silva o aumento da VFC apresentou forte
correlagdo com as mudancgas nos intervalos RR, reforcando a hipétese do presente
estudo. Desta forma aumentos nos indices do dominio do tempo da VFC ndo devem
ser interpretados inequivocamente em termos de balango autonémico. Além disso,
tratamento prolongado com ivabradina, como realizado por Kurtoglu et al., (2014),
poderia também, de forma compensatéria, causar alteragbes da modulacao
autondbmica. No presente estudo, o uso da ivabradina ndo teve finalidade
terapéutica, apenas foi utilizada como ferramenta para a analise das alteragdes de
VFC em animal saudavel. Concluimos, desta forma, que as mudangas causadas na
VFC apds a administragdo dos demais farmacos se devem a sua atuagao nos
receptores adrenérgicos e colinérgicos e nao ha mudangas de FC ou da
manipulacéo dos animais.

As duas divisbes do sistema nervoso autbnomo, simpatico e parassimpatico,
atuam no coragdo de formas distintas, sendo que o parassimpatico diminui a
frequéncia cardiaca e o simpatico aumenta a frequéncia cardiaca (AIRES, 2010). No
presente estudo houve aumento da FC apds administracdo de isoproterenol e
atropina, e reducdo da FC apds administracao de propranolol. Assim, os farmacos
utilizados causaram as alteragcbes esperadas. Quando atropina e propranolol foram
administrados concomitantemente houve redugéo da FC.

Outros estudos observaram aumentos na FC apds administracdo de
isoproterenol, tanto em humanos (YERAGANI et al., 1999) quanto em animais
(WHALEN e LEWIS, 1999). O estudo de Whalen e Lewis (1999) estudou os
mecanismos, em ratos, pelos quais o isoproterenol causa aumentos na FC. Os

autores demonstraram que o isoproterenol € um potente agonista dos receptores
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adrenérgicos beta1, beta2 e beta3 e causa aumentos na frequéncia cardiaca mesmo
apos administragcao de atenolol.

No presente estudo, o0 uso do beta-bloqueador propranolol, diminui a FC. Os
beta bloqueadores s&o farmacos utilizados no tratamento da hipertensao arterial e a
bradicardia apdés sua administragdo € um fendmeno conhecido (BANGALORE,
SAWHNEY E MESSERLI, 2008; MCALISTER et al., 2009). Em ratos, os nossos
dados corroboram com os de Barbier et al., (2006), que observaram aumentos nos
intervalos RR, diminuicdo da FC, apds administracdo de propranolol.

De forma contraria, a atropina aumentou a FC. Em mamiferos
neurotransmissores parassimpaticos ao se ligarem nos receptores muscarinicos, no
coragao, reduzem a frequéncia cardiaca. O bloqueio desses receptores com
atropina, causa efeito contrario, ou seja, aumenta a FC (DHEIN, KOPPEN E
BRODDE, 2001; BRODDE E MICHEL, 1999). A taquicardia induzida por atropina,
em ratos, também é confirmada pelo estudo de Barbier et al., (2006).

Os dados do presente estudo se opdem aos de Blum, Carreiro & Hack (2013).
Neste os autores administraram atropina a ratos previamente anestesiados com
isoflurano. Neste estudo doses de 2mg/kg ndao modificaram a FC enquanto doses
maiores causaram bradicardia, efeito contrario ao esperado. Entretanto
diferentemente do estudo de Blum, Carreiro & Hack (2013) o presente estudo nao
utilizou ratos anestesiados uma vez que isoflurano pode reduzir a frequéncia
cardiaca de forma dose dependente (YANG et al., 2014).

No presente estudo, avaliamos a frequéncia cardiaca apdés o bloqueio
autonémico com atropina e propranolol combinados. Apds bloqueio houve redugao
da frequéncia cardiaca, corroborando com o estudo de Barbier et al., (2006). O
mesmo nao acontece em humanos, onde a administragdo concomitante de atropina
e propranolol causa aumentos da FC (JOSE & COLLISON, 1970). Em humanos,
diferente de ratos, ha predominio do sistema nervoso parassimpatico na modulagao
da frequéncia cardiaca basal, desta forma, é explicado o aumento da FC apds
administragdo concomitante de atropina e propranolol (CARNEVALI & SGOIFO,
2014).

No coragdo isolado, na auséncia de modulacdo do sistema nervoso
autbnomo, também ha reducdo significativa da frequéncia cardiaca quando
comparada com a frequéncia cardiaca in vivo, corroborando com os dados de

Mukhina, Dvornikov & Kamaidov (2000) que encontraram redugcdo de 40% da
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frequéncia cardiaca no coragao isolado quando comparado com a de ratos
anestesiados. A frequéncia cardiaca do coragdo humano, com influéncia diminuida
do SNA, também pode ser mensurada em pacientes apos transplante cardiaco,
nesses ha aumento da frequéncia cardiaca, reforgando a hip6tese do predominio
vagal em humanos e predominio simpatico em rato (WACHTER et al., 2015).

A reducédo da frequéncia cardiaca ap6s administracdo combinada de atropina
e propranolol observada no presente estudo, (ao contrario do que ocorre em
humanos onde ha predominio do ramo parassimpatico), assim como a reducao da
FC no coragao isolado, indicam uma forte participacao do tono simpatico no controle
da frequéncia cardiaca em ratos.

O presente estudo confirma a grande contribuicdo do SNA na VFC. Tanto
com o bloqueio de atropina e propranolol combinados, onde tanto os receptores
adrenérgicos quanto os colinérgicos estao bloqueados diminuindo assim a influéncia
do SNA no coragao, quanto no coracado isolado onde o0 mesmo € avaliado sem
influéncia neuroenddcrina, ha redugao significativa da VFC.

Relativo as divisbes do SNA, é aceito que fendbmenos que diminuam o tono
parassimpatico e/ou aumentem o tono simpatico, reduzam a VFC (MALLIANI,
LOMBARDI E PAGANI, 1994). Segundo Carnevali & Sgoifo (2014) individuos com
tono vagal alto teriam maior resiliéncia ao stress e diversas outras situacoes,
enquanto o contrario, baixo tono vagal e predominancia simpatica causaria menor
capacidade adaptativa do coracdo deixando-o vulneravel a arritmias e diversas
outras enfermidades. Os resultados do presente estudo concordam apenas
parcialmente com essa afirmacao.

Nos indices no dominio do tempo, a atropina, propranolol e isoproterenol
reduziram todos os indices analisados. Esses resultados demonstram que, de fato,
tanto o aumento do estimulo pelo ramo simpatico (isoproterenol) quanto o bloqueio
do ramo parassimpatico (atropina) reduzem a VFC. Entretanto, no presente estudo,
o bloqueio do ramo simpatico (propranolol) também reduz a VFC, indicando que
tanto o ramo simpatico quanto o parassimpatico sao importantes para a modulag&o
da VFC.

A rapida resposta do sistema nervoso parassimpatico, especialmente pelo seu
predominio de inervagdo dos locais de automaticidade cardiaca, permite que o
mesmo possa regular a fungdo cardiaca batimento a batimento, o mesmo nao

acontece com o sistema nervoso simpatico que possui acdo um pouco mais lenta
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(PUMPRLA et al., 2002). Dessa forma, varios indices que relacionam um intervalo
RR com o intervalo RR adjacente podem representar a atuacdo do sistema
parassimpatico. Entre esses indices se encontram o RMSSD, que calcula o desvio
padrao da diferenga entre intervalos RR adjacentes e o NN50 (utilizado apenas em
humanos pela duragdo do intervalo RR proposta) que subtrai um intervalo RR do
intervalo RR seguinte e considera apenas os intervalos maiores que 50ms
(PUMPRLA et al., 2002).

Com relacado ao indice RMSSD, no presente estudo as maiores redugdes
foram apds bloqueio parassimpatico com atropina (78%) e administracdo do
agonista simpatico isoproterenol (72%). O bloqueador simpatico propranolol foi o
farmaco que teve menor influéncia sobre esse indice (reducdo de 17%), e mostrou
resultados estatisticos limitrofes (0,051). Esses resultados apontam o RMSSD como
um bom indice para avaliacdo do sistema parassimpatico. Adicionalmente, no
coracao isolado n&o ha alteragdo de RMSSD apds administracao de isoproterenol. O
indice NN50 nao foi calculado uma vez n&o se aplica a ratos, ja que o baixo intervalo
RR dos ratos nao permite diferencas de 50ms.

Outros estudos realizados apresentaram resultados parecidos com o do
presente estudo. O de Couderc et al., (2002) estudou a variabilidade da frequéncia
cardiaca de ratos através de um sistema de telemetria. Os autores administraram
atropina e propranolol, ambos via intraperitoneal com dose igual a 5mg/kg. Com
relacdo as variaveis do dominio do tempo houve reducdo estatisticamente
significativa do SDNN apds administracéo tanto de atropina quanto de propranolol, o
RMSSD reduziu em ambas as situagdes sem diferenca significativa. Porém o estudo
de Couderc et al., (2002) apresentou uma grande limitagdo relativa ao numero de
ratos (n=4) avaliados.

Em humanos, Polanczyk et al. (1998) administraram atropina, propranolol ou
placebo em homens jovens saudaveis e relataram redugdo do SDNN e RMSSD
apods atropina e combinacédo de atropina e propranolol. A administragao sozinha de
propranolol ndo causou mudangas significativas desses indices ao contrario do que
ocorreu no presente estudo. Foi teorizado que essas diferengas ocorrem uma vez
que em humanos existe um predominio parassimpatico do controle autonémico
cardiaco (CARNEVALI & SGOIFO, 2014) ao contrario do que acontece com os
ratos, onde ha predominio simpatico, como observado pelos dados de frequéncia

cardiaca intrinseca do presente estudo, assim como de estudos similares onde
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atropina e propranolol foram administrados concomitantemente (BARBIER et al.,
2006).

A reducido da VFC apds administracdo de isoproterenol € corroborada pelo
estudo de Ahmed et al., (1994) que, em humanos, demonstraram que a estimulagao
adrenérgica, seja pela administragdo de isoproterenol ou pela realizagdo de
exercicio fisico e tilt-test reduz SDNN e RMSSD.

Os resultados do presente estudo, desta forma, demonstram que tanto o
sistema simpatico quanto o parassimpatico sdo importantes na modulagédo da VFC,
e o desequilibrio desses sistemas causa reducdo da VFC. Essa hipotese é
corroborada por estudos relativos a enfermidades cardiacas onde ha aumento do
tono simpatico com concomitante reducdo da VFC, como no infarto agudo do
miocardio, e a VFC é restaurada ap6s administragdo de propranolol (LAMPERT et
al., 2003), porém, a administragdo de propranolol sozinha, em individuos saudaveis,
causa redugdo em alguns indices da variabilidade da frequéncia cardiaca
(POMERANZ et al., 1985; COUDERC et al., 2002).

No presente estudo foi realizada a analise espectral da VFC. A analise
espectral € uma das formas mais comuns de analise da VFC, utilizada como
ferramenta para investigacdo do sistema nervoso auténomo no coracdo (MALLIANI,
LOMBARDI & PAGANI, 1994; KUWAHARA et al., 1994; AUBERT et al, 1999),
entretanto, em ratos, € comum encontrar estudos onde o controle autonémico é
mensurado por meio do teste de sensibilidade do barorreflexo (IRIGOYEN E
KRIEGER, 1998; MOSTRADA et al., 2014). A decomposi¢cao do tacograma em
bandas de frequéncia permite melhor compreensdo dos mecanismos autonémicos
envolvidos na modulac¢ao da VFC (RASSI JR, 2000).

Apesar de pouco consenso a respeito do indice VLF, este ser mostrou um
marcador com excelente Valor progndstico em pacientes com doengas cardiacas
(HADASE et al., 2004). A relagao entre VLF e doengas cardiacas deve-se, segundo
Usui e Nishida (2017), ao fato do VLF se alterar apds atividade estressora. Segundo
esses autores, atividades estressoras aumentam a atividade do sistema renina-
angiotensina, aumentando o ramo simpatico e diminuindo o ramo parassimpatico.

Em humanos a administracdo de atropina reduz o VLF enquanto que a
administracao de Enalaprit, inibidor da enzima conversora de angiotensina, aumenta
esse indice (TAYLOR et al., 1998). Esses autores observaram também aumentos do

VLF apdés administracdo de propranolol, porem esse aumento se deve aos
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resultados desproporcionais de apenas um dos individuos avaliados que nao foi
retirado da analise mesmo apresentando valores considerados outliers.

Os resultados do presente estudo mostram a influéncia do SNA nesse indice.
Houve reducdo do VLF apds administracdo de todos os farmacos, sendo que as
maiores alteracbes foram encontradas apds administracdo de atropina,
isoproterenol, ou a combinagao de atropina e propranolol, concordando em partes
com o estudo de Taylor et al., (1998). Assim, em ratos, o indice VLF parece ser
influenciado de forma direta ou indireta pelo SNA.

N&o foram encontrados outros estudos com ratos a fim de explicar a influéncia
do SNA no indice VLF.

Os indices LF e HF, ao contrario do indice VLF, sdo mais discutidos na
literatura e seus significados fisiolégicos mais estabelecidos. Desses, o indice HF é o
indice mais bem definido e ha um consenso sobre seu significado fisiologico, sendo
considerado um indice que reflete a atividade do ramo parassimpatico (TASK
FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH
AMERICAN SOCIETY OF PACING AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996; BILLMAN,
2011; LOMBARDI; STEIN, 2011; HEATHERS). Desta forma era esperado maiores
alteracdes na banda de alta frequéncia apés a administracdo da atropina e de
isoproterenol e as menores alteragdes apos a administragao de propranolol.

O indice LF, embora extensivamente discutido na literatura, ainda é alvo de
discordancia. Alguns autores o consideram como uma medida do ramo simpatico
(MALLIANI et al., 1991), como uma medida que representa o ramo simpatico e
parassimpatico combinados (HOULE E BILLMAN, 1999) ou como uma medida que
avalia a modulacdo da VFC através do barorreflexo (GOLDSTEIN et al., 2012). Era
esperado, no presente estudo que tanto a atropina quanto o propranolol reduzissem
LF enquanto o isoproterenol o aumentasse.

No presente estudo para o indice HF foi reduzido em 93,7%, 41,9% e 92%
apds administragao de atropina, propranolol e isoproterenol respectivamente. Ja o
LF foi reduzido em 94%, 65% e 92%. Como esperado, a administragéo de atropina
reduz tanto LF quanto HF na mesma propor¢cao enquanto que a administracdo de
propranolol atua principalmente no indice LF, mostrando a influéncia simpatica
nesse indice, e atua de forma menos proeminente no indice HF, mostrando assim
que o indice HF tem menor influéncia do ramo simpatico.

A partir dos resultados encontrados no presente estudo, acreditamos que
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tanto o LF quanto o HF estdo sob influéncia do ramo parassimpatico, sendo que o
indice HF esta sob maior influéncia do ramo parassimpatico e minima influéncia
simpatica. Farmaco que causa diminuicdo da atividade simpatica no coracdo, como
o propranolol, altera de maneira mais intensa a banda LF e impacta o indice LF/HF,
demonstrando repercussao dessa banda com diminuicdo da atividade simpatica,
contudo, o aumento esperado dessa banda em decorréncia de hiperestimulagao
simpatica, com o uso de isoproterenol, ndo foi observada, sugerindo que o indice
pode refletir com maior precisdo alteragdes menores da estimulagao simpatica ou
seu bloqueio, enquanto ndo se mostra um indice linear para demonstrar estimulos
de alta intensidade.

Outros estudos apresentaram resultados semelhantes ao do presente estudo,
tanto em humanos (POMERANZ et al., 1985) quanto em ratos (BARBIER et al.,
2006).

Pomeranz et al.,, (1985) relatou decréscimos no indice LF e HF apos
administracao de atropina, o indice HF foi quase inteiramente abolido e o LF for
reduzido em 84%. Apds administracdo de propranolol reduziu o LF em 72%
enquanto o indice HF néao foi afetado pelo propranolol.

Barbier et al., (2006) demonstraram, em ratos, que a administracao de
atropina causa redugdes no LF e HF. Entretanto a administragdo de propranolol
reduziu apenas LF. Ao contrario dos dados do presente estudo a redugao do indice
HF n&o foram estatisticamente significativas.

Os estudos de Pomeranz et al., (1998) e Barbier et al., (2006), ao contrario
do presente estudo, ndo encontraram alteragdes no indice HF apos a administragao
de propranolol. No caso do estudo de Pomeranz et al., (1998) atribuimos essa
diferenca ao fato do estudo supracitado ter avaliado a VFC em humanos, onde ha
predominio parassimpatico na modulagdo da FC (CARNEVALI E SGOIFO, 2014).
Em ratos, como exposto pelo presente estudo, o ramo simpatico se mostrou
predominante na modulacdo da FC. O estudo de Barbier et al., (2006) nao
apresentou diferengas no indice HF apés administracdo de propranolol, entretanto
quando a razado LF/HF foi avaliada, demonstrou-se que a administracdo de
propranolol ndo reduz esse indice de forma significativa. Se houve reducéo de LF,
era esperado que o indice LF/HF também fosse reduzido. O fato desse indice néo
reduzir indica que houve alguma redugao concomitante de HF, apesar da analise

estatistica ndo demonstrar.
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Apesar dos estudos de Pomeranz et al., (1985) e Barbier et al., (2006) nao
demonstrarem redugbdes de HF apds atropina, Billman (2013) em uma reviséo de
literatura diz que o LF e o HF sdo modulados pelas duas divisbes do sistema
nervoso autdénomo. Segundo Billman (2013) o LF é composto pelo ramo simpatico,
ramo parassimpatico e outros fatores desconhecidos, e o HF é composto em sua
maior parte pelo ramo parassimpatico e em menor parte pelo simpatico. Assim os
bloqueios autonémicos farmacolégicos podem acontecer em ambas as bandas de
frequéncia, mesmo se apenas uma das divisdes do sistema nervoso autbnomo for
bloqueada, como aconteceu no presente estudo. Essa sobreposicdao do SNA nas
bandas de frequéncia se mostrou mais evidente no presente estudo.

O estudo de Li et al., (2008), corrobora com os resultados do presente e com
Billman (2013). Li et al., (2008) também encontrou reducdo da banda de alta
frequéncia (HF) apds administragéo oral de propranolol. Porém o estudo foi realizado
em caes.

Em algumas situagdes pode ocorrer redugao concomitante de LF e HF, sendo
o0 exercicio o exemplo mais comum. Neste caso além da andlise espectral em
unidades absolutas, ha indicacdo de se analisar essas variaveis em unidades
normalizadas (TASK FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY
AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY  OF PACING  AND
ELECTROPHYSIOLOGY, 1996). No presente estudo ocorreram reduc¢des em todas
as bandas de frequéncia (tanto in vivo quanto no coragao isolado), assim a analise
espectral em unidades normalizadas também foi realizada.

Em unidades normalizadas, LFnu e HFnu n&o foram alterados apds
administracdo concomitante de atropina e propranolol. Uma vez que ambos os
indices foram reduzidos, na mesma magnitude, em unidades absolutas, era
esperado que os mesmos nao fossem alterados em unidades normalizadas.

A atropina quando administrada sozinha causa pouca diminuicdo no HFnu. A
pequena diminuicdo do HFnu pode se dever a dois fatores teorizados no presente
estudo: primeiramente a administragdo de atropina causou alteracbes de mesma
magnitude nas bandas LF e HF quando expressas em unidades absolutas (portanto
nao influindo na unidade normalizada) e segundo, o valor de HFnu, apresenta
valores baixos na VFC basal (devido ao predominio de estimulo simpatico), logo as
mesmas consideragdes sobre a maior atuagao do sistema simpatico na modulagao

da frequéncia cardiaca discutidas durante a analise dos indices de VFC do dominio
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de tempo podem ser aplicadas.

O LFnu diminuiu apés administracdo do antagonista simpatico propranolol,
mostrando a influéncia do sistema simpatico sobre essa banda, entretanto apos
administragado do agonista simpatico isoproterenol ndo ocorreu aumento no LFnu, e
sim reducdo. Como o LF e consequentemente o LFnu s&o indices considerados, por
alguns autores, como marcadores de atividade simpatica (BLUR, 2007), era
esperado que a administragdo de isoproterenol aumentasse esses indices, ao
contrario do observado com a administragdo de propranolol. No coragao isolado
resultados similares foram encontrados apds a administracdo de isoproterenol, onde
o indice LF ndo é aumentado e sim reduzido. Os valores de LF em unidades
normalizadas, assim como ocorreu nesse indice em unidades absolutas, sugere que
o indice pode refletir com maior precisao alteracbes menores da estimulagéo
simpatica ou seu bloqueio, enquanto ndo se mostra um indice linear para
demonstrar estimulos de alta intensidade.

As unidades normalizadas também foram calculadas a partir do total power,
sem a exclusdao do VLF. Nessa situacdo nao houve alteracdo em nenhum dos
indices apos administragdo de propranolol ou atropina e propranolol combinados. A
administracdo de atropina causou diminuicdo tanto na banda de alta frequéncia
quanto na banda de baixa frequéncia. Contrariamente o isoproterenol causou
aumento nessas duas bandas. No coracao isolado o isoproterenol diminuiu o LF e
nao causou alteragdes no HF.

As discrepancias dos resultados encontrados apds administracao de
propranolol e isoproterenol (antagonista e agonista simpatico), assim como os
resultados apdés administragcado de isoproterenol no coragao isolado, mostram que a
analise espectral ndo parece ser um bom recurso para quantificar a atuagdo do
sistema nervoso simpatico, especialmente em casos de hiperestimulagcdo como
utilizado no presente estudo. Como cita Kleiger, Stein e Bigger (2005) as varias
manipulagbes dos indices da analise espectral, calculados a fim de quantificar a
atuacao das divisbes do sistema nervoso autbnomo s&o ingénuas e baseadas
modelo ying-yang simplista de atuacéo do sistema nervoso autdénomo.

A afirmagdo de que o LF é um indice que reflete a atividade simpatica ja foi
contestada por diversos autores.

Hopf et al., (1995) avaliou a VFC no dominio da frequéncia, apds anestesia

epidural toracica, bloqueio pré ganglionar simpatico, em individuos em supino e
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durante o tilt-test. Apesar da anestesia impedir o aumento da razado LF/HF durante o
tilt-test a mesma nao foi capaz de alterar a banda de frequéncia LF durante o teste
ou supino, levando os autores a concluir que a banda de baixa frequéncia ndo € um
indice especifico de atividade do sistema simpatico.

Ha evidéncias de que a administracido de isoproterenol possa aumentar o
tono parassimpatico como no estudo de Arnold e McDevitt (1984) que analisou
mudancas na frequéncia cardiaca, pressao arterial diastdlica, sistélica e média
causadas por infusdo continua de isoproterenol antes e apds administracdo de
atropina. Porém, nenhum dos outros indices que estdo relacionados ao sistema
nervoso parassimpatico, RMSSD e SD1 foram alterados de forma a indicar aumento
do tono parassimpatico. O estudo de Arnold e McDevitt (1984) contraria o estudo de
Briant et al., (1973) que diz que a infusao de isoproterenol atua ndo apenas através
da estimulacdo do sistema simpatico, mas também através da retirada do tono
parassimpatico. No presente estudo, ao contrario do estudo de Arnold e McDevitt
(1984), a infusao de isoproterenol foi realizada em bolus unico, e ndo com infusao
continua. A infusdo continua utilizada por esses autores pode ter desencadeado
uma resposta reflexa do sistema parassimpatico.

Houle e Billman (1999) separaram 71 cachorros em dois grupos, apos
oclusdo da coronaria por 2 minutos precedida de exercicio fisico, os animais
resistentes que nao apresentaram arritmias e 0s susceptiveis que apresentaram
arritmias. Segundo os autores, intervengdes que possam aumentar a atividade
simpatica deveriam causar aumentos no LF, e, ainda como maior atividade simpatica
esta correlacionada a maior chance de arritmias, um maior LF seria encontrado em
animais susceptiveis a arritmias. A frequéncia cardiaca aumentou em todas as
intervengdes que produzem aumentos simpaticos, entretanto o LF diminui,
especialmente nos animais susceptiveis. Os autores concluiram que o LF é um
indice ineficiente para refletir atividade simpatica.

Outra possibilidade de explicagcdo para a discrepancia dos resultados
observados apds a administragcdo de antagonista e agonista simpatico, € que o
indice LF em unidades absolutas ou unidades normalizadas reflete, em parte, a
atividade do ramo simpatico, porém nao de forma direta, como propde Goldstein et
al., (2012). Segundo esse autor o LF € uma medida de avaliar a modulagéo da VFC
por meio do barorreflexo e por isso nao reflete diretamente a atividade simpatica.

Quando as medidas de variabilidade de parametros cardiovasculares sao
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mensuradas, nao por meio dos intervalos RR, mas por meio das oscilagdes na
pressao arterial (variabilidade da pressao arterial VPA), o componente de baixa
frequéncia da analise espectral corresponde a modulagao de aferentes autonémicos
aos vasos (PAGANI et al., 1996) sendo, segundo Sleight et al., (1995) a analise
espectral da VPA um indice que representa o barorreflexo. Assim, sugerimos que a
banda de baixa frequéncia, seja ela avaliada pela VFC ou pela VPA, tenham a
mesma origem, assim como a banda VLF (LEOR-LIBRACH et al., 2002). Segundo
Leor-Librach et al., (2002) a banda de frequéncia muito baixa, calculada tanto pelo
VFC quanto pela VPA possuem a mesma origem, ou seja, sdo controladas pelos
mesmos controladores autonémicos.

O barorreflexo € um sistema de controle de pressao arterial que envolve tanto
o sistema simpatico como o parassimpatico, permitindo que a pressao se mantenha
em niveis estreitos (AIRES, 2008). Por exemplo, apds a administracdo de fenilefrina,
farmaco a-agonista que possui agdo vasoconstritora causando aumentos da presséo
arterial, ha uma resposta do ramo parassimpatico reduzindo a FC, a fim de retornar
a pressao arterial a niveis basais. De forma oposta, a administracdo de
nitroprussiato de soédio, vasodilatador, causa taquicardia reflexa (SILVA, 2015).
Infelizmente, o barorreflexo nédo foi avaliado no presente estudo para que
pudéssemos inferir sobre alteragdes da banda de baixa frequéncia da pressao
arterial como marcador de estimulo simpatico.

Com relagdo a analise nédo linear da VFC, nenhum indice conseguiu
idicriminar de forma precisa a atuagéo dos ramos do SNA.

Os indices do Plot de Poincaré possuem correlagédo forte com os indices no
dominio do tempo, ou seja, se houver alteragbes no SDNN, alteracbes na mesma
magnitude s&o esperadas no SD2. Da mesma forma alteragbes no SD1
acompanham as alteragoes no RMSSD. Outros indices também foram calculados no
presente estudo, como: sample entropy (SamEn) e os indices de analise de
flutuacbes destendenciadas DFAa1 e DFAQ2.

A administracdo de salina ou atropina e propranolol combinados nao
modificou nenhum desses indices. Atropina sozinha diminuiu a entropia (SamEn) e
aumentou DFA02. Os aumentos em DFAa1l ndo foram estatisticamente
significativos. De forma oposta a administracao de propranolol aumentou SamEn e
diminuiu DFAa1 e DFAa2, mostrando que a atropina e o propranolol possuem agoes

opostas nesses indices nao lineares. Entretanto apds a administragdo de
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isoproterenol 0 mesmo comportamento causado pelo propranolol foi observado. A
ivabradina houve aumento da entropia SamEn e diminui¢do do DFAa1.

Bolea et al., (2014) avaliou a VFC utilizando indices n&o lineares em homens
saudaveis apos bloqueio autonémico com atropina e propranolol. Houve aumento do
SamEn apds administragdo de atropina, no entanto nenhuma alteragdo foi
observada ap6s administragéo de propranolol.

Castiglioni et al., (2011) encontraram resultados semelhantes ao do presente
estudo onde a administragdo de atropina causou aumento nos indices da analise de
flutuacbes destendenciadas. Entretanto n&o foi encontrada diferencas apdés
administracdo de propranolol apesar da meédia dos valores desses indices
diminuirem.

No presente estudo os indices néo lineares da VFC nao forneceram
informagdes adicionais sobre a atuagcdo de cada divisdo do sistema nervoso
auténomo. Como poucos estudos a respeito desses indices foram realizados em
modelo animal, sugere-se que mais estudos sobre andlises nao lineares sao

necessarios.

Corroborando com os estudos de Janousek et al., (2010) e Frey et al., (1996)
as analises com coragao isolado, do presente estudo, mostram redugcdes em todos
os indices da VFC. Nos indices no dominio do tempo o SDNN e o RMSSD foram
reduzidos em 31,2% e 22,8% respectivamente. Uma vez que o coragao isolado esta
sem influéncia de outros sistemas, seria esperado uma maior redugcdo nesses
indices, entretanto como a FC do coragao isolado se mostrou muito menor que a FC
in vivo, existe a possibilidade da VFC do coragéao isolado nao ter se mostrado tao
baixa por questbes matematicas. Uma vez que maiores intervalos RR (menor FC)
permitem maiores variabilidade (SACHA, 2013; TSUJI, 1996) é proposto por Sacha
(2013) que a normalizagao dos indices da VFC pelos intervalos RR, diminuem essa
dependéncia matematica. Apds esse artificio matematico, as redugdes dos indices
SDNN e RMSSD foram de 74% e 71%. Nos indices do dominio da frequéncia, a
maior reducdo foi no indice HF (91%). Os indices VLF e LF forem reduzidos em
43,5% e 42% respectivamente. O estudo de Janousek et al., (2010) também mostrou
as maiores redugdes na banda de alta frequéncia (93%).

A partir desses resultados supde-se que parte da modulagdo da VFC seja

intrinseca do coragao. O indice HF, de fato, parece estar sobre maior influéncia da
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funcdo autonémica, em especial o sistema parassimpatico como demonstrado no
presente estudo. Segundo Billman (2013) o indice HF é composto em 90% pelo
ramo parassimpatico e em 10% pelo ramo simpatico, porem nossos resultados
mostram que existe uma porcentagem de contribuicdo do proprio coracéo isolado.
Esses mecanismos intrinsecos de regulacdo sdo evidenciados por outros autores
que demonstraram haver indice HF, ainda que reduzido, em pacientes
transplantados (RAMAEKERS et al., 1996; BERNARDI et al., 1990).

Segundo Billman (2013) e Billman (2010) o indice LF & composto pelo
sistema simpatico, parassimpatico e por fatores ainda ndo conhecidos. Billman
(2013) propde que o ramo parassimpatico seria responsavel por 25% do indice LF
enquanto que o parassimpatico seria responsavel por 50%, sendo que os 25%
seriam fatores ndo conhecidos. Embora em proporc¢des diferentes, o presente esta
de acordo com o proposto por Billman (2013). Tanto a administracdo de atropina
quanto de propranolol altera esse indice, mostrando influéncia dos ramos
parassimpatico e simpatico. Quanto aos fatores ainda ndo conhecidos que compdem
a banda de baixa frequéncia, o presente estudo propdée que o mesmo se deve a
mecanismos intrinsecos do coragdo, uma vez que este indice foi reduzido em
apenas 42% nas analises do coragao isolado.

O indice VLF foi reduzido em 42% no coracgéao isolado, mostrando que, assim
como o LF, mecanismos intrinsecos de regulagdo podem modular esse indice.
Quando os indices do dominio da frequéncia sdo normalizados pelo total power o
VLF representa 84,7% da analise espectral. Apesar de menos discutido na literatura,
o indice VLF, dos indices do dominio da frequéncia, se mostrou um excelente
marcador prognostico para doencgas cardiovasculares (HADASE et al., 2004). Usui &
Nishida, (2017) associam a relagdo entre o VLF e doengas cardiovasculares ao fato
desse indice diminuir apos atividade estressora. Segundo esses autores atividades
estressoras estimulam o sistema renina-angiotensina e aumentam o ramo simpatico.
Entretanto a presenca significativa desse indice no coragao isolado nao deve ser
desconsiderada, desta forma, o presente estudo sugere que o VLF, diminuido em
algumas doengas cardiovasculares, poderia dever-se em parte, a perda de
propriedades intrinsecas do coragéo. Futuras investigacdes poderiam ser destinadas
a investigar os eventos responsaveis por essa banda.

Alguns autores teorizam que a VFC diminuida em algumas enfermidades

deve-se ao fato de que estados patoldgicos criam um ambiente desfavoravel para as
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células cardiacas que pode afetar o funcionamento dos canais idnicos
(PAPAIOANNOU et al., 2013). Sabe-se que diversas enfermidades estdo associadas
a disfungdes em canais idnicos (DONG, BAI E CAl, 2016; WATANABE et al., 2008),
ou nas jungdes comunicantes (SEVERS, 1994) e que as disfung¢des de propriedades
intrinsecas de alguns canais levam a redugdo da VFC (YANIV, LYASHKOV E
LAKATTA, 2014).

As formas de analise de VFC ainda n&o sao sensiveis a ponto de identificar a
contribuigcdo das propriedades intrinsecas do coragéao.

Por fim, o presente estudo ndo mensurou diretamente a atividade simpatica e
parassimpatica através da atividade neural desses dois sistemas, assim como nao
mensurou frequéncia respiratéria dos animais e a pressao arterial dos animais,
fatores esses que podem influenciar os resultados da VFC. Outro fator limitante foi a
utilizacdo de uma unica dose de isoproterenol. A dose alta utilizada causa aumento
excessivo da FC reduzindo muito os intervalos RR o0 que pode interferir
matematicamente na analise. Relativo ao coragao isolado um fator limitante foi a
auséncia de um agonista parassimpatico e também da analise de doses

incrementais sobre as variaveis.
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6 CONCLUSAO

Existe predominio simpatico de estimulagédo cardiaca basal in vivo em ratos,
demonstrado pela redugdo da frequéncia cardiaca em coracado isolado e pela
reducdo drastica da frequéncia cardiaca apds duplo bloqueio com atropina e
propranolol.

A intensa influéncia do sistema nervoso autbnomo na variabilidade da
frequéncia cardiaca foi confirmada no presente estudo, uma vez que a ivabradina
nao causou alteragdo na VFC, mas bloqueadores de receptores simpatico e
parassimpatico o fizeram. Contudo, existem mecanismos intrinsecos influenciando
variaveis da VFC nao dependentes do SNA, como confirmado por meio da analise
da VFC do coracao isolado.

Tanto o bloqueio de receptores simpaticos quanto parassimpaticos causam
reducdo em indice de variabilidade da frequéncia cardiaca global. Tanto o LF quanto
o HF estdo sob influéncia do ramo parassimpatico, sendo que o indice HF esta sob
maior influéncia do ramo parassimpatico e minima influéncia simpatica. A diminuicao
da atividade simpatica no coracado alterou de maneira mais intensa a banda LF e
impactou o indice LF/HF, contudo, o aumento esperado desta banda em decorréncia
de hiperestimulacao simpatica (uso de isoproterenol) ndo foi observada, sugerindo
que o indice pode refletir com maior precisdo alteragdes menores da estimulagcao
simpatica ou seu bloqueio, enquanto ndo se mostra um indice linear para
demonstrar estimulos de alta intensidade . Assim, as analises tanto in vivo quanto no
coragao isolado corroboram com a teoria de que a banda de baixa frequéncia, nao é
discriminativa da atividade simpatica do SNA

Trabalhos futuros utilizando doses diferentes e progressivas de agonistas
adrenérgicos podem ser realizados a fim de elucidar como a VFC é alterada durante
estimulos simpaticos crescentes. Estudos adicionais sdo recomendados para
avaliacao da influéncia intrinseca do coragao nos mecanismos de VFC, explorando o
uso de agonistas e antagonistas de receptores do SNA em coragao isolado, assim
como, o desenvolvimento de métodos de analise da VFC alternativos na tentativa de
identificar com melhor precisdo a influéncia dos ramos do SNA sobre o controle

cardiovascular.
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TABELA 1 - ANALISE DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA NO DOMINIO DO TEMPO

HR

SDNN

RMSSD

Controle
Sal
Valor p

Controle
Atr
Valor p

Controle
Prop
Valor p

Controle
A+P
Valor p

Controle
Valor p

Iso

Controle
lva

Valor p

393,59 (57,44)
406,15 (62,87)
0,433

433,20 + 39,36
468,79 + 31,21
0,002

426,11 + 31,98
339,01 £ 17,48
<0,001

409,08 * 35,39
380,07 £ 20,18
0,001

420,08 + 33,77
502,07 £ 14,96
<0,001

399,28 + 37,39
278,15 £ 34,55
<0,001

7,036 (3,342)
6,408 (5,009)
0,737

7,314 £ 2,24
3,126 + 1,193
<0,001

7,179 (3,028)
3,738 (1,605)
0,002

7,052 (3,355)
1,379 (1,217)
<0,001

6,537 (3,448)
1,719 (0,762)
<0,001

7,220 £ 2,192
7,611+ 1,891
0,522

2,574 (1,846)
2,324 (1,588)
0,970

2,579 £1,279
0,548 + 0,220
<0,001

2,451 £ 1,202
2,030 +£0,973
0,051

2,870 (1,882)
0,666 (0,558)
<0,001

2,785 (1,866)
0,756 (0,519)
<0,001

3,688 + 1,446
4,999 + 1,356
0,006

FONTE: O autor (2018)
NOTA:Salina (sal),Atropina (Atro), propanolol (Prop), atropine e propranolol (A+P), isoproterenol (Iso),
ivabradina (Iva). Os dados paramétricos estdo expressos como médiatdevio padrao, e os dados néao

paramétricos como mediana (amplitude interquartis).
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TABELA 3 - ANALISE NO DOMINIO DA FREQUENCIA DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA
CARDIACA QUANDO TOTAL POWER E CONSIDERADO

| % VLF | % LF | % HF
Controle 83,39+ 13,64 8,94 £574 7,67 £8,18
Atropina 95,340 £ 4,027 2,658 + 2,057 2,003 £ 2,230
Valor p 0,001 <0,001 0,009
Controle 84,76 £ 12,50 8,61 £ 6,20 6,63 £ 6,97
Propranolol 81,18 £ 15,90 8,55 + 6,48 10,27 £ 9,71
Valor p 0,393 0,975 0,143
Controle 82,90 - 8,78 9,82 -5,16 7,28 - 4,55
Isoproterenol 50,22 - 26,06 21,75-13,17 28,03 -19,74
Valor p <0,001 0,003 <0,001
Controle 80,71+ 12,70 11,34 £ 7,68 7,95 + 6,40
Atrop+prop 78,18 £ 14,59 11,28 £ 9,03 10,54 + 9,85
Valor p 0,500 0,982 0,287

FONTE: O autor (2018)
NOTA:Salina (sal),Atropina (Atro), propanolol (Prop), atropine e propranolol (A+P), isoproterenol
(Iso), ivabradina (Iva). Os dados paramétricos estdo expressos como médiatdevio padrao, e 0s
dados nao paramétricos como mediana (amplitude interquartis).
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APENDICE 2 — ANALISE ESTATISTICA CORAGAO ISOLADO

TABELA 5 - ANALISE DA VFC DO CORAGAO ISOLADO NO DOMINIO DO TEMPO

HR SDNN RMSSD
In vivo 434,36 + 36,60 7,665 + 2,265 2,976 + 0,931
Isolado 164,46 + 13,84 5,266 + 1,592 2,297 + 1,112
Valor p <0,001 0,001 0,038
Controle 166,99 + 18,30 5,37 + 1,51 2,246 + 0,944
Isoproterenol 251,10 + 26,90 14,05 +7,78 1,985 + 1,385
Valor p <0,001 <0,001 0,484

FONTE: O autor (2018)
NOTA: Salina (sal),Atropina (Atro), propanolol (Prop), atropine e propranolol (A+P), isoproterenol

(Iso), ivabradina (Iva). Os dados estdo expressos como médiatdevio padrao.
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