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RESUMO

Recentemente foi identificado um novo biomarcador ndo invasivo, possivelmente associado a
instabilidade sinoatrial, denominado de fragmentacdo da frequéncia cardiaca (HRF). A HRF
exibe uma assinatura dinamica distinta, caracterizada por alteracdes frequentes entre aceleragao
e desaceleragdo da frequéncia cardiaca (FC), em uma frequéncia de variacao superior a mediada
pelo tonus vagal cardiaco. Outro fator possivelmente associado ao aumento da HRF ¢ a
disfungdo do sistema de controle neuro-autonomico, afetando direta ¢ indiretamente os
mecanismos de gera¢do e conducdo do estimulo elétrico cardiaco. Por outro lado, alguns
estudos vém investigando o uso de terapias farmacoldgicas utilizando inibidores da enzima
acetilcolinesterase, como a piridostigmina (PIR), como forma de aumentar o tonus
parassimpatico e reverter a disfuncdo autonomica. Dessa forma, o presente estudo teve por
objetivo avaliar, em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e ratos com insuficiéncia
cardiaca (IC), os efeitos do tratamento cronico com PIR sobre a HRF. Os animais foram
divididos em 2 estudos. O estudo I foi composto por: WKY (n=9), SHR (n= 6) e SHR+PIR
(n= 5). Foram implantadas minibombas osmoticas subcutidneas entre as escapulas para
administracdao de PIR por 16 semanas. O estudo II foi composto por: SHAM (n=5), IC (n= 6)
e IC+PIR (n= 7). Neste caso, a PIR foi administrada na dgua de beber por 4 semanas. Ao final
do tratamento os animais foram submetidos a cirurgia de canulagdo, para posterior registro de
pressdo arterial. Os registros foram realizados em ratos acordados em condi¢des basais e,
também, apos o bloqueio dos receptores muscarinicos com atropina. As séries de intervalos
cardiacos foram analisadas, e os seguintes indices de HRF foram calculados: a porcentagem
geral de pontos de inflexdo (PIP), a porcentagem de padrdes com zero (Wo), um (W), dois
(W2) e trés (W3) pontos de inflexdo e a porcentagem de padrdes com apenas pontos de
inflexdo fortes (WH), suaves (W®) e mistos (WM). Além disso, foram avaliadas as correlagdes
entre o tono parassimpatico e a sensibilidade espontanea do barorreflexo e os indices de HRF.
Os resultados mostraram um aumento na porcentagem de padrdes Wy e uma diminuigdo de WH
nos SHR e SHR+PIR. No estudo II, os ratos IC e IC+PIR apresentaram um aumento na
porcentagem de padrdes WH e uma diminui¢do de WM comparado aos ratos SHAM. Os ratos
IC+PIR também apresentaram um aumento na porcentagem de padrdes W e uma diminuigdo
de WM comparado aos ratos IC. Além disso, observou-se uma diminui¢do da porcentagem de
padrdes WS apenas nos ratos IC+PIR. As andlises de correlagdes mostraram que o tono
parassimpatico cardiaco, os indices de HRF e do barorreflexo ndo se correlacionam. Assim, os
nossos dados fornecem evidéncia de que o aumento do tono parassimpatico induzido pela PIR
ndo promoveu alteragdes na HRF nos SHR. Na IC, ambos os grupos tratados e ndo tratados
com PIR exibiram um aumento da densidade dos pontos de inflexio WH e uma diminui¢do de
WS, embora esses valores tenham sido maiores nos animais tratados; entretanto, quando
correlacionado ao tonus parassimpatico, os indices de HRF ndo apresentaram uma correlagao
significativa, sugerindo que outros fatores estejam envolvidos na génese da HRF. Portanto,
conclui-se que o tratamento com PIR ndo foi eficiente em diminuir a HRF nos SHR e nos ratos
com IC.

Palavras-chave: Hipertensao arterial. Insuficiéncia cardiaca. Estimulagdo vagal. Variabilidade
da frequéncia cardiaca. Tono Parassimpatico



ABSTRACT

A new non-invasive biomarker, possibly associated with sinoatrial instability, called heart rate
fragmentation (HRF) has been recently identified. HRF exhibits a distinct dynamic signature,
characterized by frequent changes between acceleration and deceleration of heart rate (HR), at
a frequency of variation greater than that mediated by cardiac vagal tone. Another factor
possibly associated with the increase in HRF is the dysfunction of the neuro-autonomic control
system, which affects, directly and indirectly, the mechanisms of generation and conduction of
the cardiac electrical stimulus. On the other hand, some studies have been investigating the use
of acetylcholinesterase enzyme inhibitors, such as pyridostigmine (PIR), as a tool to increase
parasympathetic tone and reverse autonomic dysfunction. Thus, the present study aimed to
evaluate, in spontaneously hypertensive rats (SHR) and rats with heart failure (HF), the effects
of chronic treatment with PIR on HRF. Animals were divided into 2 studies. Study I was
composed by: WKY (n=9), SHR (n=6) and SHR+PIR (n=5). Subcutaneous osmotic minipumps
were implanted between the scapulae for PIR administration for 16 weeks. Study II was
composed by: SHAM (n=5), IC (n=6) and IC+PIR (n=7). In this case, PIR was administered in
drinking water for 4 weeks. At the end of treatment, the animals underwent cannulation surgery
for blood pressure (BP) recording. Recordings were performed in awake rats under basal
conditions and after muscarinic receptors blockade with atropine. The cardiac interval series
were analyzed, and the following HRF indices were calculated: the overall percentage of
inflection points (PIP), the percentage of patterns with zero (Wy), one (W1), two (W>) and three
(W3) inflection points and the percentage of patterns with only strong (W), soft (W%) and
mixed (WM) inflection points. In addition, correlations between parasympathetic tone and
spontaneous baroreflex sensitivity and HRF indices were evaluated. The results showed an
increase in the percentage of Wy standards and a decrease in WH in SHR and SHR+PIR. In
study II, IC and IC+PIR rats showed an increase in the percentage of W! standards and a
decrease in WM compared to SHAM rats. IC+PIR rats also showed an increase in the percentage
of WH standards and a decrease in WM compared to IC rats. Furthermore, a decrease in the
percentage of WS patterns was observed only in IC+PIR rats. Correlation analyzes showed that
cardiac parasympathetic tone, HRF, and baroreflex indices do not correlate. Thus, our data
provide evidence that PIR-induced increase in parasympathetic tone did not promote changes
in HRF in SHR. In HF, both groups treated and not treated with PIR exhibited an increased in
the density of the W! inflection points and a decrease in W5, although these values were higher
in treated animals, however, when correlated the parasympathetic tone and the HRF indexes,
both did not show a correlation, suggesting that other factors are involved in the genesis of
HRF. Therefore, it is concluded that PIR treatment was not efficient in decreasing the HRF in
SHR and rats with HF.

Keywords: Arterial hypertension. Heart failure. Vagal stimulation. Heart rate variability.
Parasympathetic tone
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1 INTRODUCAO
1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

A hipertensao arterial (HA) ¢ um problema de satide grave que afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo. Trata-se de uma condi¢cdo fisiopatologica assintomadtica,
diagnosticada com valores pressoricos > 140/90 mmHg (YUGAR-TOLEDO et al., 2020).
Virios fatores podem contribuir para o desenvolvimento e manutencao dessa doenca dentre
eles, débito cardiaco aumentado, resisténcia vascular periférica elevada ou uma combinagao de
ambos, sendo que, cada um desses mecanismos ¢ regulado por processos hemodinamicos,
neurais, hormonais e renais, os quais variam em sua contribui¢do de um individuo para outro
(SAXENA; ALI; SAXENA, 2018). Embora a HA seja uma doenca bem estabelecida, a sua
etiologia ndo foi totalmente elucidada. Por se tratar de uma condi¢cdo multifatorial acredita-se
que sua génese possa ser influenciada por uma série de fatores genéticos, ambientais e sociais
(SAXENA; ALI; SAXENA, 2018). Quando ndo diagnosticada precocemente, a HA pode
progredir para alteracdes estruturais e/ou funcionais em orgaos-alvo, como coragdo, cérebro,
rins e vasos sanguineos (YUGAR-TOLEDO et al., 2020). Estima-se que mais de 1 bilhdo de
pessoas em todo mundo sofram dessa doenca (YUGAR-TOLEDO et al., 2020).

Na tentativa de reduzir a morbidade e mortalidade cardiovascular associadas a HA
novas estratégias vém sendo adotadas. O tratamento anti-hipertensivo ¢ constituido por duas
frentes: o tratamento ndo farmacoldgico e tratamento medicamentoso (MANN; ABRAHAM,
2019). O tratamento ndo farmacoldgico envolve uma série de mudangas no estilo de vida, como
por exemplo, a redu¢do do consumo excessivo de bebidas alcodlicas e redugdo do uso do
tabaco, a ado¢do de um plano alimentar saudavel rico em frutas, hortalicas, cerais integrais e
peixes, assim, como a adesdo a um programa de treinamento fisico estruturado (DE CASTRO
et al.,, 2020). Para algumas pessoas essas mudangas no estilo de vida sdo suficientes para
controlar a pressdo arterial (PA), reduzindo a necessidade do uso de medicamentos anti-
hipertensivos ou aumentando a sua eficacia (DE CASTRO et al., 2020). No tratamento
medicamentoso vdrias estratégias podem ser implementadas; por exemplo, o tratamento pode
ser iniciado com apenas um Unico agente anti-hipertensivo e ao longo do tratamento podem ser
inseridos outros medicamentos (RYSZ et al., 2020). Os principais medicamentos anti-

hipertensivos utilizados no tratamento da HA sdo constituidos por: inibidores da enzima de
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conversao da angiotensina, bloqueadores do receptor da angiotensina II subtipo 1, bloqueadores
dos canais de célcio de agdo prolongada di-hidropiridina e diuréticos do tipo tiazida (RYSZ et
al., 2020). Apesar da disponibilidade de medicamentos eficazes no tratamento da HA, cerca de
8 a 16% de todos os pacientes hipertensos no todo mundo sdo resistentes ao tratamento, ou seja,
ndo conseguem atingir os niveis pressoricos recomendados (VIRANI et al., 2020). Portanto,
ainda ha a necessidade de buscar novas alternativas eficientes para controlar a PA em pacientes

com HA.

1.2 MODELO DE HIPERTENSAO ESPONTANEA EM RATOS (SHR)

Um dos modelos experimentais de hipertensdo mais estudados na literatura ¢ o SHR,
devido as suas caracteristicas semelhantes a hipertensao primaria humana (DORIS, 2017). A
producdo desses animais teve inicio a partir da colonia Wistar-Kyoto (WKY), na Escola de
Medicina da Universidade de Kyoto, no Japao, por volta de 1963 (OKAMOTO et al., 1966).
Os animais surgiram do cruzamento entre irmdo e irma de ratos da linhagem WKY que
possuiam uma expressiva elevagdo na PA; com a continua sele¢do desses animais por varias
geracdes, foi originada a linhagem SHR (OKAMOTO et al., 1966). O SHR comeca a
desenvolver HA de forma espontanea a partir da 5* semana de vida, que piora gradativamente
com o envelhecimento do animal, sendo considerado como hipertenso a partir da 8* semana de
vida (DICKHOUT; LEE, 1998).

As caracteristicas e a progressao da hipertensao no SHR sdo semelhantes a hipertensao
primaria humana. Por exemplo, os SHR apresentam uma reserva do fluxo coronariano reduzido,
resisténcia vascular coronariana aumentada, funcao cardiaca prejudicada, disfun¢do endotelial,
remodelamento vascular e sensibilidade espontanea do barorreflexo (SBR) reduzida
(CHAPLEAU et al., 2016). Na fase pré-hipertensiva, o SHR possui débito cardiaco normal,
apesar do aumento na resisténcia periférica total; entretanto, com o envelhecimento do animal,
observa-se uma progressiva diminui¢cdo na capacidade de enchimento ventricular, decorrente
de alteracdes estruturais e funcionais, as quais contribuem para uma diminui¢do do débito
cardiaco por decorréncia de uma IC congestiva (ZHANG et al., 2016).

Estudos clinicos e experimentais apontam que tanto pacientes hipertensos quanto
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SHR apresentam hiperatividade simpatica e reducdo da atividade parassimpatica (LI et al.,
2012). A hiperatividade simpdtica ¢ uma caracteristica marcante na HA (GU et al., 2020).
Viérios estudos vém demonstrando que as altera¢des na neurotransmissao simpatica contribuem
para o desenvolvimento da HA nos SHR. Essas alteragdes sdo caracterizadas pelo aumento na
liberagdo de noradrenalina no coragdo, acompanhada por uma redug¢do na recaptagdo de

noradrenalina pelo transportador pré-sinaptico, resultando em um aumento da frequéncia

cardiaca (FC) e PA média (SHANKS et al., 2013).

1.3 INSUFICIENCIA CARDIACA

A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ um processo decorrente de alteragdes na estrutura e na
funcdo cardiaca, causadas comumente por doencas isquémicas € ndo isquémicas, as quais
contribuem para uma incapacidade do musculo cardiaco em bombear sangue para o corpo a
uma taxa compativel com suas necessidades (TOSCHI-DIAS et al., 2017). Em um quadro de
IC varios mecanismos sdo ativados com o objetivo de manter a perfusdo tecidual adequada.
Incialmente, esses mecanismos sdo capazes de suprir as necessidades do organismo; no entanto,
a ativacdo prolongada desses mecanismos pode promover efeitos deletérios na estrutura e
funcdo cardiaca (BOROVAC et al., 2020). A IC pode ocorrer em condi¢des, que a fungdo
sistolica esteja deprimida (disfungdo sistolica) ou com funcao sistdlica preservada (disfungao
diastlica) (FOURADOULAS; VON KANEL; SCHMID, 2019). Na disfuncéo sistolica, ha
uma perda consideravel de miocérdios funcionais, causada comumente por doenca isquémica,
mutagdo genética, doenga valvar, dentre outras, resultando em uma contratilidade prejudicada
¢ esvaziamento insuficiente do ventriculo (TOSCHI-DIAS et al., 2017). Por outro lado, na
disfuncdo diastdlica, a fung¢do contratil do musculo cardiaco pode estar preservada, porém os
mecanismos responsaveis pelo relaxamento e/ou enchimento ventricular estdo prejudicados,
por decorréncia de alteragdes estruturais e celulares, causadas pela hipertrofia de
cardiomiocitos, fibrose intercelular e inflamacdo (PFEFFER; SHAH; BORLAUG, 2019).

Nos ultimos anos, houve um grande progresso na compreensdo dos mecanismos
fisiopatologicos associados a IC, o que levou ao desenvolvimento de novas terapias (MANN;
ABRAHAM, 2019). Entretanto, apesar de todos os avancos sobre a sua compreensao, a taxa de

mortalidade da IC ainda continua elevada (VIRANI et al., 2020). Estima-se que a sindrome de
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IC acometa mais de 64,3 milhdes de pessoas em todo o mundo (GROENEWEGEN et al., 2020).
Desse modo, apesar dos recentes avangos na terapéutica, a IC ainda é uma sindrome que afeta
milhares de pessoas em todo mundo. Portanto, ainda ha uma necessidade de compreender
melhor os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na IC para o desenvolvimento de novas

terapias mais eficientes.

1.4 MODELO DE INSUFICIENCIA CARDIACA INDUZIDA PELO INFARTO DO
MIOCARDIO NO RATO

Na busca por compreender os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na IC, modelos
animais de IC sdo frequentemente utilizados na fase pré-clinica (CONCEICAO et al., 2016). A
ligadura da artéria coronaria esquerda ¢ um dos métodos mais usados na inducdo do infarto do
miocardio (IM) e, consequentemente, de IC (KAINUMA et al.,, 2017). Esse modelo
experimental ¢ amplamente utilizado em pesquisas para investigar as alteragdes na estrutura e
na funcdo cardiaca pés IM. A realizacdo desse procedimento leva a uma diminui¢do do
suprimento de oxigénio para o miocardio, resultando em morte dos cardiomiocitos por isquemia
prolongada; como consequéncia desse processo, ha alteragdes na estrutura e funcdo cardiaca,
como por exemplo, adelgacamento da parede, aumento nas dimensdes e volumes do ventriculo
esquerdo, diminui¢do na fracdo de encurtamento e fracao de ejecdo (LEFEBVRE et al., 2006).

Para que estejam presentes sinais tipicos de IC, o tamanho do infarto deve ser superior
a 39% do ventriculo esquerdo (DE VILLIERS; RILEY, 2020). Desse modo, o modelo
experimental de IC por IM replica as alteragdes morfoldgicas e funcionais decorrentes do IM
em humanos, assim como a sua progressdao para IC (LEFEBVRE et al., 2006). Portanto, a
utilizagdo desse modelo animal de IC se justifica, possibilitando um melhor entendimento sobre
os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na IC e permitindo o desenvolvimento e avaliagao

de novas estratégias terapéuticas.
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1.5 DISFUNCAO AUTONOMICA NA HIPERTENSAO ARTERIAL E INSUFICIENCIA
CARDIACA

O sistema nervoso autonomico (SNA) desempenha um papel crucial na regulacao da
fungdo cardiovascular, utilizando informacgdes de feedback instantdneo, momento a momento,
para a regulacao da PA (BENARROCH, 2020). A disfun¢ao autondmica tem sido considerada
um importante mecanismo fisiopatologico subjacente ao risco de doengas cardiovasculares
(DC) (BENARROCH, 2020). Estudos clinicos e experimentais relataram que a HA esta
intimamente relacionada a um desequilibrio autonémico, caracterizado por um aumento da
atividade simpatica e uma diminuicdo da atividade parassimpatica (CAETANO; DELGADO
ALVES, 2015).

Nesse sentido, varios trabalhos vém estudando o papel das vias neurais na génese da
HA. O nucleo paraventricular hipotalamico (PVN) ¢ uma regido crucial envolvida na regula¢ao
das fun¢des cardiovasculares e neuroendécrinas (DAMPNEY et al., 2018). A atividade
simpatica ¢ criticamente regulada pela atividade de disparo dos neur6nios pré-simpaticos do
PVN, e a atividade desses neurdnios ¢ rigidamente regulada por entradas sinapticas inibitorias
e excitatorias (DAMPNEY et al., 2018). Desse modo, alguns trabalhos tém demostrado que em
condig¢des fisiopatoldgicas como a HA pode-se observar um desequilibrio de entradas sindpticas
inibitérias e excitatdrias para neurdnios pré-simpaticos do PVN (ZHOU et al., 2019). Este
desequilibrio sindptico € caracterizado por uma diminui¢do de entradas inibitorias, em
decorréncia da reducdo da liberacdo pré-sinaptica do acido gama-aminobutirico (GABA) ou
por uma diminui¢do no numero de receptores GABA A, assim como o aumento de entradas
excitatorias glutamatérgica, que contribui de forma positiva na hiperatividade dos neurdnios
pré-simpaticos do PVN (ZHOU et al., 2019). Portanto, o aumento da atividade simpéatica gerada
pela disfun¢do neural contribui de forma significativa no desenvolvimento e manuten¢do da
HA.

A disfun¢do do SNA também esta envolvida no desenvolvimento e progressao da IC,
e ¢ caracterizada, assim como na HA, por atividade simpatica excessiva, acompanhado de uma
atenuacao da atividade parassimpatica (BOROVAC et al., 2020). Porém, neste caso, a ativagao
do simpdatico surge como uma resposta compensatoria que libera o neurotransmissor

norepinefrina nos terminais nervosos simpaticos. Por consequéncia, a norepinefrina se ligara



20

aos receptores Bl-adrenérgicos localizados na membrana dos miocitos cardiacos, aumentando
a forca de contracdo do musculo cardiaco (efeito inotrépico positivo), FC (efeito cronotropico
positivo) e também os receptores al-adrenérgicos, promovendo a vasoconstri¢ao periférica de
grandes vasos de resisténcia (GRASSI; MARK; ESLER, 2015). O efeito final desta ativagao
simpatica ¢ o restabelecendo da perfusdo tecidual e do débito cardiaco (BOROVAC et al.,
2020). No entanto, se ativada cronicamente, a atividade simpatica acaba infligido efeitos
deletérios na estrutura e fungdo cardiaca, levando a uma piora ainda maior da IC (BOROVAC
et al., 2020). Embora a atividade parassimpatica para o coragdo esteja diminuida em doengas
como a HA e IC, pouco se sabe sobre quais areas do cérebro estdo envolvidas na disfungao
parassimpatica. Contudo, hé evidencias que indicam que tanto na HA, quanto na IC, hd um
aumento da neurotransmissdo GABA¢rgica inibitdria para neurdnios vagais cardiacos pré-
ganglionares no nucleo motor dorsal do vago e uma diminui¢do da neurotransmissao excitatoria
para neuronios vagais cardiacos pré-ganglionares no niicleo ambiguo e nucleo motor dorsal do
vago (CAULEY et al., 2015).

Existem evidéncias consideraveis que apoiam o uso de agentes farmacoldgicos que
inibem parcialmente a atividade simpatica ou aumentam a atividade parassimpatica como forma
de terapia no tratamento de DC (HE et al., 2015). Estudos clinicos e experimentais apontam
que a estimulagdo cronica do nervo vago aumenta o tonus vagal, melhorando a funcao cardiaca
(LT et al., 2004). Como a atividade eferente do nervo vago usa a acetilcolina como
neurotransmissor, pode-se esperar que farmacos que aumentam a biodisponibilidade de
acetilcolina na jungao neuroefetora tenham um efeito semelhante a estimulagao elétrica (DESAI
etal., 2011).

A piridostigmina (PIR) ¢ um inibidor reversivel da enzima acetilcolinesterase, que ndo
atravessa a barreira hematoencefilica, (LU et al., 2017). A PIR age impedindo a hidrolise da
acetilcolina pela acetilcolinesterase nos locais de transmissdo colinérgica, o que prolonga a
disponibilidade de acetilcolina nas terminagdes nervosas colinérgicas, aumentando a eficiéncia
da neurotransmissdo (LU et al., 2017). Neste sentido, alguns trabalhos vém demostrando que
o tratamento com a PIR aumenta o tono parassimpatico, prevenindo a disfun¢do autondmica
cardiaca em animais com IC (LATARO et al., 2013), e HA (LATARO et al., 2015). Isso se da,

provavelmente, por meio de dois mecanismos: (i) a acetilcolina liberada dos terminais de
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axonios vagais inibe a liberagdo de noradrenalina dos terminais do axdnio simpatico por meio
da ativacao de receptores muscarinicos (MANABE et al., 1991); (ii) a estimulacdo colinérgica
pode reduzir a liberacdo de AMPc intracelular, inibindo assim a cascata de sinalizacdo
adrenérgica (MANABE et al.,, 1991). Portanto, a PIR aumenta a biodisponibilidade de
acetilcolina na juncdo neural, promovendo assim tanto um aumento da ativagdo dos receptores

muscarinicos como a supressao do impulso simpatico para o coragdo (BARBOZA et al., 2019).

1.6 SENSIBILIDADE ESPONTANEA DO BARORREFLEXO

A manuten¢do dos niveis fisiologicos de PA ¢ fundamental para manter o fluxo
sanguineo continuo e adequado para os diferentes tecidos e 6rgdos (BENARROCH, 2020). Esse
controle ¢ realizado por meio da interagdo de varios sistemas interdependentes que interagem
entre si, desencadeando uma resposta de curto e/ou logo prazo (WESSEL et al., 2020). Na
regulacdo de curto prazo sdo ativadas vias reflexas neurais que corrigem rapidamente (segundos
ou minutos) a PA. Por outro lado, o controle a longo prazo (horas ou dias) envolve diversos
mecanismos de controle neural e hormonal, que agem em conjunto para ampliar a atuagdo dos
rins no controle da PA (WESSEL et al., 2020).

O barorreflexo ¢ um componente importante da regulacdo cardiovascular para manter
a homeostase (WESSEL et al., 2020). A funcdo regulatoria do barorreflexo ¢ comumente
avaliada por um método que quantifica a SBR, ou seja, as mudangas cardiovasculares reflexas
em resposta as alteragdes na PA (LAUDE et al., 2004). Varias abordagens podem ser utilizadas
para a quantificacdo da fun¢do barorreflexa, dentre elas, o método da sequéncia, que utiliza
séries temporais, batimento a batimento, com valores de PA sistdlica (PAS) e intervalo cardiaco
para analise da SBR. O método da sequéncia busca sequencias de trés ou mais valores
consecutivos em que existam aumentos progressivos da PAS acompanhados por aumentos
progressivos do intervalo cardiaco (sequéncias up), ou redugdes progressivas da PAS,
acompanhadas por redugdes progressivas do intervalo cardiaco (sequéncias down) como mostra
a Figura 1. Conceitualmente, uma rampa de PA pode ser definida como aumentos ou reducdes

progressivas da PAS.
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Figura 1. Registro representativo de sinais de pressdo arterial pulsatil e eletrocardiograma, ilustrando sequéncias
barorreflexas up e down. IP: intervalo de pulso; PAP: pressdo arterial pulsatil. Extraido de DIAS et al., 2017.

O método da sequéncia permite, além do célculo da SBR, determinar a efetividade do
barorreflexo (BEI — baroreflex effectiveness index), ou seja, a razao entre o nimero total de
rampas de PAS e o nimero de sequéncias barorreflexas (rampas de PA associadas a alteragdes
reflexas do intervalo cardiaco). O BEI ¢ um indice que reflete a quantidade de rampas de PA

que efetivamente induzem respostas reflexas no intervalo cardiaco (DI RIENZO et al., 2001).

1.7 VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

Uma forma de avaliar a modulacdo autondmica cardiaca € por meio da variabilidade
da frequéncia cardiaca (VFC), uma medida indireta comumente utilizada na area de cardiologia
para identificar fendmenos relacionados ao SNA (SHAFFER; GINSBERG, 2017). A VFC nada
mais ¢ que o termo utilizado para descrever as oscilagdes que ocorrem entre os intervalos
cardiacos consecutivos (LUCINI; PAGANI, 2020).

A modulagdo neural do coragdo, simpatica e parassimpatica, ¢ um dos principais
fatores responsaveis pela génese da VFC e seus padrdes. Essas oscilagdes sdo naturais e
esperadas, pois refletem a capacidade do coracdo em se adaptar a diferentes condi¢des
(SHAFFER; GINSBERG, 2017). Assim, a alta VFC ¢ um sinal de boa adaptacao dos sistemas

biologicos, caracterizando um individuo saudavel com mecanismos homeostaticos capazes de
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se adaptar as diversas situagdes com as quais ele se depara ao longo do dia (LUCINI; PAGANI,
2020). Inversamente, em situagdes patoldgicas, como a HA, IC e IM, ha uma perda consideravel
da capacidade desses sistemas em se adaptar diante de situagdes criticas, o que ¢ comumente
descrito como perda de complexidade fisiologica (COSTA; DAVIS; GOLDBERGER, 2017b).
Entretanto, alguns indices classicos de VFC nem sempre estdo consistentemente associados
com alteragdes na complexidade fisiologica dos sistemas biologicos. Por exemplo, em algumas
situacdes patologicas ha um aumento na VFC causadas por anormalidades na condugao elétrica
cardiaca, e/ou do sistema de controle da FC, resultando em padrdes de flutuagdes da FC com
frequéncia de oscilagdo muito altas, superiores a mediada pelo tono parassimpatico, as quais
ndo podem ser identificadas precisamente por meio de métodos tradicionais de VFC (COSTA;
DAVIS; GOLDBERGER, 2017a).

Em humanos varios métodos podem ser utilizados para analisar a VFC, dentre eles,
estdo os métodos no dominio do tempo, da frequéncia, e ndo lineares (TASKFORCE, 1996). A
andlise da VFC no dominio do tempo extrai caracteristicas estatisticas presentes nas séries
temporais de intervalos cardiacos consecutivos utilizando métodos estatisticos ou geométricos,
como por exemplo: o célculo do desvio padrdo de intervalos RR normais (SDNN); raiz
quadrada da média das diferengas entre intervalos RR consecutivos elevados ao quadrado
(RMSSD); nimero de diferengas entre intervalos RR normais consecutivos superiores a 50
milissegundos (NN5sp), porcentagem de NNso (PNNsp), entre outros (TASKFORCE, 1996). Sao
métodos faceis de serem implementados, porém sua implicacdo fisiologica ndo permite uma
distin¢ado clara sobre as duas divisdes autonomicas simpatica e parassimpatica, com excec¢ao do
RMSSD e do PNNso que sdo conhecidamente mais relacionados a modulagdo parassimpatica
(SHAFFER; GINSBERG, 2017).

A andlise da VFC no dominio da frequéncia baseia-se no célculo da poténcia das
oscilacdes presentes nas séries temporais de intervalos cardiaco (SHAFFER; GINSBERG,
2017). Talvez o método mais conhecido na andlise do dominio da frequéncia seja a analise
espectral dos intervalos RR, que utiliza os espectros de frequéncia para identificar e quantificar
os diferentes ritmos de oscilacdo dos intervalos RR, que sdo induzidas pelas duas divisdes
autondmicas simpaticas e parassimpaticas (TASKFORCE, 1996). Em humanos, as principais
bandas de frequéncias estudadas em um espectro de séries RR sdo: a) oscilagdes rapidas, entre

0,15 e 0,25 Hz, ou de alta frequéncia (HF: high frequency), sendo sua génese derivada do
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parassimpatico; b) oscilagdes lentas, entre 0,05 e 0,15 Hz, ou de baixa frequéncia (LF: low
frequency), tendo sua génese derivada tanto do simpdtico quanto do parassimpatico, com
predominancia do simpatico; ¢) oscilagdes muito lentas, <0,05 Hz, ou oscilagdes de muito baixa
frequéncia (VLF: very low frequency); sendo sua génese derivada de fatores humorais, tais
como ¢xido nitrico, fator natriurético atrial, catecolaminas e sistema renina-angiotensina
(TASKFORCE, 1996).

Os métodos nao lineares propostos para andlise da VFC sdo inspirados em conceitos
provenientes de areas como fisica e engenharias, e geralmente fornecem informagdes sobre o
funcionamento global do organismo (SHAFFER; GINSBERG, 2017). Os sistemas bioldgicos
do corpo humanos possuem dindmica ndo linear com caracteristicas complexas, que
possibilitam que os sistemas sejam capazes de se adaptar as diversas situagdes (DELLIAUX et
al., 2019). Com o envelhecimento progressivo e o surgimento de DC, a integrag¢ao dos sistemas
fisioldgicos se enfraquece, gerando perda de complexidade fisiologica e, por consequéncia,
mudanga nos padroes de VFC (SHAFFER; GINSBERG, 2017). Sendo assim, 0s organismos
saudaveis sdo aqueles que possuem os sistemas fisiologicos atuando em sua maxima
complexidade, traduzido na plena capacidade de interacdo dos véarios subsistemas, € isso 0s
tornam capazes de se adaptarem as diferentes situa¢des adversas do dia a dia (DELLIAUX et
al., 2019; GOLDBERGER; PENG; LIPSITZ, 2002). Nesse sentido, muitos estudos tém
utilizado os métodos ndo lineares na tentativa de identificar modificagdes e/ou prever o risco
associado a diversas doencas (SHAFFER; GINSBERG, 2017). Talvez os métodos mais
conhecidos de dindmica ndo linear sejam as medidas fractais e de entropia (SHAFFER;
GINSBERG, 2017).

Recentemente, foi proposto um novo biomarcador de VFC denominado de
fragmentacdo da frequéncia cardiaca (HRF, do inglés Heart Rate Fragmentation) € um
conjunto de métricas estatisticas foi desenvolvido para sua quantificagdo (COSTA; DAVIS;
GOLDBERGER, 2017a). A HRF exibe uma assinatura dinamica distinta, caracterizada por
alteracdes muito frequentes entre aceleracdo e desaceleracdo da FC, em uma frequéncia de
variagdo nao consistente com a modulagdo vagal cardiaca (COSTA; DAVIS; GOLDBERGER,

2017b). A Figura 2 ilustra esse fenomeno.
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Figura 2. Exemplos de registros de ECG (linha superior, A e D), séries de intervalos RR (linha central, B e E) e
registros de respiracdo (linha inferior, C ¢ F). Nos graficos do lado esquerdo sdo ilustrados os dados de um paciente
normal; do lado direito estdo os graficos gerados de um paciente com doenga arterial coronariana. Note que a
arritmia sinusal respiratéria do individuo saudavel € visivel na série RR (B), ao passo que as oscilagdes do intervalo
RR no individuo com doenga coronariana (E) possui ritmo fragmentado. Extraido de COSTA et al., 2021.

Apesar dos poucos estudos utilizando a HRF, sugere-se que o aumento da HRF esta
associado a uma disfun¢@o do sistema de controle neuroautondmico-eletrofisiologico do né
sinoatrial. Em particular, a HRF aumenta a medida que os componentes da rede de
cardiomidcitos e seu acoplamento fisiologico comecam a se deteriorar, levando a graus
crescentes de fragmentagdo (COSTA et al., 2018). E interessante notar que alguns indices
classicos de VFC, como por exemplo o RMSSD que est4 relacionado a modulacdo cardiaca
parassimpatica, sdo falhos em alguns casos. Por exemplo, ¢ bem conhecido que a modulagao
vagal diminui com o envelhecimento (COSTA et al., 2018). Porém, varios estudos reportaram
que a partir de uma certa idade, 0o RMSSD aumenta ao invés de diminuir, como mostra a Figura
3. Esse comportamento se deve ao fenomeno de HRF que surge em individuos idosos e que se

sobrepdem aos fenomenos quantificados pelos RMSSD (COSTA et al., 2018).
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Figura 3. Variagdes do RMSSD e da porcentagem de pontos de inflexdo (PIP, um indice de HRF) com o avango
da idade. Apesar de ser amplamente conhecido que a modulagdo vagal diminui com a idade, o RMSSD,
considerado como um indice de modulagdo vagal, aumenta a partir dos 65 anos de idade (grafico a esquerda).
Porém, como mostra o grafico a direita, a HRF (PIP) aumenta com a idade e parte desta fragmentagao ¢ incluida
no calculo do RMSSD. Extraido de COSTA, 2018.

Portanto, a presenca desses padrdes erraticos (fragmentados) do ritmo sinusal limita a
utilidade da andlise tradicional da VFC, uma vez que um aumento na VFC ndo pode mais ser
atribuida exclusivamente a modulagdo autondémica aumentada (COSTA; DAVIS;
GOLDBERGER, 2017a). A abordagem simbdlica para o céalculo da HRF quantifica a
frequéncia de ocorréncia de diferentes padrdes de flutuacdes presentes nas séries RR.
Inicialmente, as séries temporais de intervalo RR sdo mapeadas em uma sequéncia ternaria de
simbolos da seguinte forma: - 1 quando a FC estd diminuindo, 0 quando FC esta estavel e 1
quando a FC aumenta (como mostra Figura 5). A diminui¢do ou aumento da FC sao
identificados pelas diferengas entre sucessivos intervalos RR. Posteriormente, sequéncias de
quatro simbolos consecutivos, denominados “palavras”, sdo agrupadas de acordo com o nimero
e o tipo de pontos de inflexdo (COSTA; DAVIS; GOLDBERGER, 2017b). Um ponto de
inflexdo ¢ identificado quando dois simbolos consecutivos sao diferentes, representando uma
mudanga na dire¢do da variacdo da FC. (COSTA; DAVIS; GOLDBERGER, 2017b). Os
padroes Wo, W1, W2 e W3 referem-se a porcentagem de padrdes contendo zero, um, dois e trés
pontos de inflexdo. Por outro lado, os padrdes WH, W5 e WM referem-se a porcentagem de
padrdes contendo apenas pontos de inflexdo forte, suave e de ambos os tipos (misto),

independentemente da quantidade (SILVA et al., 2021).
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Figura 4. Caélculo dos padrdes simbolicos de fragmentacdo da frequéncia cardiaca (HRF). O primeiro grafico
mostra as aceleragdes (simbolo “1”) e desaceleragdes (simbolo “—17) da FC, representadas por variagdes negativas
e positivas de RRi consecutivos, respectivamente. O segundo grafico refere-se aos tipos de pontos de inflexdo, que
pode ser forte (H), quando ocorre uma transig¢do entre simbolos 1 e -1 (ou vice-versa) ou suave (S), quando a
transi¢do ocorre entre um simbolo 1 ou -1 e 0 (e vice-versa). Adaptado de SILVA et al., 2021

Os mecanismos envolvidos na génese da HRF ainda sdo temas de estudos; entretanto,
um trabalho publicado recentemente, utilizando ratos saudaveis mostrou que apds o duplo
bloqueio farmacolégico ou bloqueio seletivo de receptores adrenérgicos e colinérgicos
cardiacos, observou-se uma diminuicdo da HRF, mostrando que o SNA despenha um papel
crucial na génese da HRF, direta ou indiretamente (SILVA et al., 2021). Contudo, cabe ressaltar
que animais saudaveis apresentam niveis fisioldégicos de controle autondmico diferentes
daqueles observados em modelos experimentais de IC ou HA (ativagao cronica do simpatico e
atenuacao da atividade parassimpatica) (SILVA et al., 2021). Portanto, ¢ de suma importancia
a conducao de novos estudos para investigar o papel da modulagdo autonomica na HRF nesses
modelos experimentais, bem como a influéncia na HRF dos farmacos que atuam no sistema

nervoso auténomo.
1.8 JUSTIFICATIVA

Em condigdes patoldgicas, como a HA e IC, sdo observadas flutua¢des na FC em uma
frequéncia superior a mediada pelo nervo vago de um individuo saudavel (STEIN et al., 2005).
Até entdo chamado de flutuacdes erraticas, este fendmeno de instabilidade eletrofisiologica foi
recentemente reestudado e denominado de HRF tendo sido proposto um conjunto de métricas
para sua quantificacdo (COSTA; DAVIS; GOLDBERGER, 2017a). Apesar de ainda pouco

explorada, acredita-se que a HRF ocorra devido a quebra do sistema de controle
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neuroautonomico-eletrofisiologico, produzindo um alto grau de variabilidade da FC de curto
prazo, que pode ser confundido com um marcador de controle vagal quando métodos
tradicionais da VFC sao usados; isso leva a estimativas inflacionadas da fun¢ao autondmica
"saudavel" em algumas populagdes, como idosos e pessoas com DC (COSTA; DAVIS;
GOLDBERGER, 2017a; MAKOWIEC; WDOWCZYK, 2019). Como o controle vagal
cardiaco diminui no envelhecimento e na presenca de DC, espera-se que medidas classicamente
atribuidas como “vagais”, tais como RMSSD, PNN50 e poténcia espectral na banda de HF,
estejam diminuidas nessas situagdes (COSTA et al., 2018). Entretanto, alguns trabalhos
mostraram que essas medidas aumentam a partir dos ~65 anos de idade (COSTA et al., 2018),
demonstrando que essas medidas sdo afetadas ndo apenas pela modulacdo parassimpatica,
possivelmente sendo influenciadas também pelo fendmeno da HRF (SILVA et al., 2021;
COSTA; DAVIS; GOLDBERGER, 2017a). As medidas propostas para quantificar a HRF
permitem discriminar a variabilidade gerada por ritmos fragmentados e ndo fragmentados
(COSTA; DAVIS; GOLDBERGER, 2017b). Portanto, vislumbramos um grande potencial na
HREF e acreditamos que essa nova abordagem pode trazer novas informagdes sobre a modulagao
autonomica e propriedades intrinsecas do no6 sinusal em condi¢des patoldgicas, como a HA e a
IC.

Embora os mecanismos basicos da HRF ainda sejam temas de estudos, trabalhos
publicados recentemente mostram que o SNA desempenha um papel importante, direta ou
indiretamente, na génese da HRF (SILVA et al., 2021). Especula-se que terapias que previnam
a disfuncdo do SNA possam reduzir o grau de fragmentagdo. Dessa forma, a HRF pode
constituir um novo biomarcador ndo invasivo de risco cardiaco, guiando, por exemplo,
intervengdes farmacoldgicas nessas doencas (SILVA et al., 2021). Por outro lado, o uso de
inibidores da enzima acetilcolinesterase, como a PIR, vém sendo estudados como forma de
aumentar o tonus parassimpatico e reverter a disfuncao autondmica em DC (BARBOZA et al.,
2019). Trabalhos anteriores mostraram que o tratamento cronico com PIR aumentou o tonus
vagal cardiaco e preveniu a disfun¢@o autonomica em animais com DC (LATARO et al., 2015;
BARBOZA et al., 2019). Entretanto, ainda ndo se sabe quais os efeitos do tratamento cronico
com PIR sobre a HRF de animais com DC. Dessa forma, este estudo propde a hipotese de que

o aumento do tonus autonomico vagal induzido pela PIR pode diminuir a HRF em animais com
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disfuncdo cardiovascular, refletindo a melhora da condi¢do cardiovascular com a PIR. Além
disso, hipotetizamos que hd uma correlagdo negativa entre os pardmetros de HRF e o ganho
barorreflexo e BEIL, uma vez que a diminui¢ao destes indices sdo tidos como preditores de risco

de mortalidade em DC.
2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o grau de HFR e os efeitos do aumento da atividade parassimpatica, induzido

pelo tratamento cronico com PIR, sobre a HRF em SHR e ratos com IC.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a HRF em SHR e ratos com IC.
e Avaliar os efeitos do tratamento cronico com PIR sobre a HRF em SHR e ratos com IC.

e Avaliar se HRF correlaciona-se com medidas do tono autonomico cardiaco parassim-

patico e SBR.
3 MATERIAS E METODOS

As séries de intervalos cardiaco analisadas neste estudo foram obtidas a partir de
registros de PA de dois estudos publicados anteriormente por Larato e colaboradores (2013;
2015), envolvendo a administragdo cronica de PIR em animais com IC e SHR. Para o estudo
da IC foram utilizados ratos Wistar (250 — 300 g, 7 - 8 semanas de idade). Os experimentos
para o estudo da HA foram conduzidos em ratos WKY e SHR com 5 semanas de idade. Nestes
estudos os ratos foram mantidos em caixas plasticas padrdo coletivas (50X30X10 cm), com
livre acesso a ra¢do e dgua, e permaneceram em salas climatizadas (temperatura de 23 +2°Ce
umidade de 50 + 10%), com ciclo claro/escuro de doze horas. Todos os procedimentos
experimentais foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio animal
da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto — USP (Protocolo n°.1477/2007 ¢ 126/2011).
Foram incluidos no estudo 6 grupos de animais, 3 grupos para o estudo da HA (WKY, SHR e
SHR+ PIR) e 3 grupos para o estudo da IC (SHAM, IC e IC+PIR). Os protocolos experimentais

utilizados para estudo da HA e IC sdo descritos a seguir.
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3.1 ADMINISTRACAO DA PIRIDOSTIGMINA, REGISTRO DA PA E ANALISE DO
TONO PARASSIMPATICO CARDIACO EM WKY E SHR

A administracdo da PIR foi iniciada antes do inicio da hipertensao, quando os SHR
tinham 5 semanas de vida. Os animais foram anestesiados com isoflurano (indugdo: 5%;
manuten¢do 1,5-3%) e implantados com minibombas osméticas subcutaneas (Alzet, Modelo
2004) entre as escapulas para administrar a PIR (Valeant Farmaceutical do Brasil Ltda, Sao
Paulo, SP, Brasil) a 1,5 mg/kg/dia, concentracdo necessaria para inibir a atividade da
acetilcolinesterase plasmatica em ~50%. O tratamento foi realizado por 16 semanas, e as
minibombas osméticas foram trocadas 4 vezes durante esse periodo. Nao foi observado nenhum
resultado adverso durante o tratamento com PIR nos animais. Ratos WKY e SHR de controle
de mesma idade foram submetidos a0 mesmo procedimento cirtirgico e receberam minibombas
ficticias. Ao final do periodo de tratamento, os ratos foram anestesiados com isoflurano
(indugdo: 5%; manutencdo 1,5-3%) e foram implantados cateteres de polietileno na artéria e
veia femoral para registro da PA e administracio de drogas, respectivamente. Apds esse
procedimento, os animais puderam se recuperar em gaiolas individuais por 24 horas. No dia do
experimento, o cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressio (MLT844;
ADlInstruments, Sydney, Australia). A PA foi registrada continuamente (2 kHz) usando um
IBM/PC conectado a um sistema PowerLab (ML866/P; ADInstruments), com os ratos livres
dentro da gaiola. A PA basal foi registrada por 1h seguida por 15 minutos de registros apds uma
injecdo em bolus de metilatropina (1mg/kg, iv; Sigma-Aldrich, ST Louis, MO, EUA). Ao final
do protocolo os ratos foram eutanasiados por overdose de pentobarbital sédico (Rhobifarma
Industria Farmacéutica Ltda, Hortolandia, SP, Brasil). Para a determinar o tono parassimpatico
foram analisados 1 minuto de registro da FC basal e 30 segundos de registro durante a agdo da
atropina. Foi considerado tono parassimpatico: FC ap0s a atropina menos a FC basal. Os dados
de tono parassimpatico utilizados neste estudo para as andlises de correlacdo foram os
previamente publicados por Lataro e colaboradores (2015). Para mais informagdes sobre os

dados de PA basal e tonus autonomico cardiaco, consultar Lataro e colaboradores (2015).
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3.2 INDUCAO DA INSUFICIENCIA CARDIACA

Como descrito em Lataro e colaboradores (2013), a IC foi induzida pelo IM. Para isso,
ratos Wistar (250-300 g, 7-8 semanas de idade) foram anestesiados com cetamina (50 mg / kg
ip; Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, SP, Brasil) e xilazina (10 mg /
kg ip; Hertape Calier Satide animal S/A, Juatuba, MG, Brasil) e para dor os animais também
receberam analgésicos e antibidticos. Inicialmente foi feita uma tricotomia na regido do
hemitorax esquerdo foi realizada. A assepsia do local foi feita com gaze estéril embebida em
alcool 70%. Os animais foram colocados em decubito dorsal e submetidos a intubagdo
orotraqueal para ventilagdo mecanica. Posteriormente, uma toracotomia esquerda foi feita para
expor o coragdo. O pericardio foi aberto e o coragdo exposto. O ramo descendente anterior da
artéria corondria esquerda foi identificado e ligada (obstruida) entre a via de saida da artéria
pulmonar e o atrio esquerdo com sutura de poliéster (4-0; Ethicon, Sao José dos Campos, SP,
Brasil). Em seguida, o coragdo foi reposto na cavidade toréacica e a o torax foi fechado. Ratos
SHAM foram submetidos a um procedimento cirurgico semelhante aos descritos acima, com
excecdo da ligadura da artéria coronaria. O tamanho do IM foi confirmado por exame post-
mortem; apenas animais com infarto> 40% da parede do ventriculo esquerdo foram

considerados no estudo.

3.3 ADMINISTRACAO DE PIRIDOSTIGMINA, REGISTRO DA PA E ANALISE DO
TONO PARASSIMPATICO CARDIACO EM RATOS SHAM E COM IC

Ap0s a cirurgia para ligadura da artéria corondria, os animais foram randomizados em
grupos que receberam administragdo de PIR e grupos que ndo receberam. A PIR (Valeant
Farmacéutica do Brasil, Campinas, SP, Brasil) foi preparada diariamente e administrada na
agua de beber (0,14 mg / ml) logo apdés o IM. As doses de PIR (0,14 mg / ml) foram
administradas na 4dgua de beber durante 7 dias produzindo uma inibicdo média de 40% na
atividade da acetilcolinesterase plasmatica em comparagdo com os valores de pré-tratamento.
O peso corporal e o consumo de agua foram medidos todos os dias durante o protocolo de
estudo de 4 semanas. Quatro semanas apos IM ou ligadura ficticia os ratos foram anestesiados
(tribromoetanol, 250 mg / kg ip; Sigma-Aldrich) e foram implantados cateteres de polietileno

(Intramedic, Clay Adams, Parsippany, NJ) na artéria e veia femoral para registro da PA e
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administracdo de drogas, respectivamente. As extremidades dos cateteres vasculares foram
exteriorizadas e fixadas na nuca do animal. Apds 48h, com os animais completamente
recuperados da anestesia, o cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressao (Statham,
P23 XL, Valley View, OH). A PA foi registrada continuamente (2 kHz) usando um IBM/PC
equipado com uma interface analogica digital (220, Dataq, Akron, OH). Todas as gravacdes
foram realizadas em ratos movendo-se livremente na gaiola durante aproximadamente 1 hora.
Em seguida prosseguiu-se para a mensuracdo do tdnus parassimpatico por meio da
administracdo de metilatropina (1mg/kg, iv; Sigma-Aldrich, ST Louis, MO, EUA). A PA dos
animais foi registrada durante 15 minutos sob efeito da metilatropina. Ao final do protocolo
experimental a eutandsia foi induzida por overdose de pentobarbital sdédico (Rhobifarma
Indutstria Farmacéutica, Hortolandia, SP, Brasil). Os dados de tono parassimpatico utilizados
neste estudo para as andlises de correlacdo foram os previamente publicados por Lataro e
colaboradores (2013). Para mais informacdes sobre os dados de PA basal, tonus autonomico

cardiaco e fungdo cardiaca consultar Lataro ¢ colaboradores (2013).

3.4 ANALISE FRAGMENTACAO DA FREQUENCIA CARDIACA

Os registros de PA foram analisados off-/ine pelo médulo Blood Pressure do LabChart,
(Versao 7 Pro. ADInstruments, Sydney, Austrdlia) um software de computador. Todos os
registros de PA foram inspecionados visualmente e os erros de detec¢do foram corrigidos
manualmente. Em seguida, os dados foram exportados para arquivos de texto. Posteriormente,
os arquivos foram abertos no programa PyBios (SILVA; FAZAN; MARIN-NETO, 2020), um
software de computador destinado a analise de sinais cardiovasculares. Em seguida, artefatos e
batimentos ectopicos foram removidos das séries de intervalos céardicos pelo seguinte
procedimento: 1) Inicialmente foi selecionado um trecho com 5000 pontos (intervalos
cardiacos) do registro original; 2) Uma janela de média modvel de 10 pontos foi usada para
calcular a /inha de base das séries de intervalos cardiacos; 3) Limiares de tolerancia superior e
inferior foram definidos a partir do deslocamento da linha de base para cima e para baixo,
respectivamente, em uma porcentagem de 10% da média da linha de base;4) Valores acima do

limite superior ou abaixo do limite inferior foram removidos das séries; 5) As remogdes nunca
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excederam 5% do tamanho da série temporal. Posteriormente, utilizando o mesmo software,
os seguintes indices de HRF foram calculados: a porcentagem geral de pontos de inflexao (PIP),
a porcentagem de padrdes sem pontos de inflexdo (Wo), a porcentagem de padrdes com um
ponto de inflexdo (Wi), a porcentagem de padrdes com dois pontos de inflexdo (W2), a
porcentagem de padrdes com trés pontos de inflexdo (W3), a porcentagem de padrdes com
pontos de inflexdo misto, ou seja, tanto inflexdes rigidos como suaves (WM), a porcentagem
de padrdes com pontos de inflexdo apenas suaves (W®) e a porcentagem de padrdes com ponto

de inflexdo apenas rigidos (WH).

3.5 METODO DA SEQUENCIA

Para esta analise foi utilizado o software de computador CardioSeries, um software

destinado a analise de sinais cardiovasculares (disponivel em: www.danielpenteado.com).

Inicialmente foi selecionado um trecho com 5000 pontos (intervalos cardiacos) do registro
original; em seguida foram definidos os seguintes paramentos: o comprimento minimo das
sequéncias barorreflexas foi definido como n = 4. O limiar para alteragdes na PAS foi fixado
em 0 mmHg e o limiar para mudancas em intervalo RR foi fixado em 0 ms. O atraso entre a
PAS e o intervalo cardiaco foi definido como delay = 0. Uma sequéncia barorreflexa foi
considerada apenas quando o coeficiente de correlagdo (7) entre os valores de PAS e intervalo
cardiaco foi maior ou igual a 0,8. Os valores de ganho (BRS) e BEI totais foram reportados, ou
seja, ndo foi feita distingdo entre sequéncias do tipo Up e Down. Todas as sequéncias
barorreflexas geradas pelo software foram inspecionadas visualmente e as sequéncias geradas

a partir de trechos contendo artefatos ou batimentos ectopicos foram manualmente removidas.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As diferengas nos indices de HRF basais entre os grupos foram analisados pelo
ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey. O coeficiente de correlagao de Pearson foi
utilizado para avaliar a correlagdo entre o tono parassimpatico e SBR, e os indices da HRF. Os
resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. O nivel de significancia foi estabelecido

em P <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 INDICES DE HRF NA HIPERTENSAO ARTERIAL

A Figura 5 mostra a os valores de PIP de ratos WKY, SHR e SHR+PIR. Nao houve

diferenga entre os grupos experimentais.
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Figura 4. Porcentagem de pontos de inflexdo (PIP) em ratos Wistar-Kyoto (WKY), ratos com hipertensdo
espontanea (SHR) e SHR tratados com piridostigmina (SHR+PIR). WKY: »n=9, SHR: n=6, SHR + PIR: n= 5.
Os resultados séo expressos como média + desvio padrdo. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA de uma via
seguido do pods-teste de Tukey. Fonte: o autor.

A Figura 6 mostra os valores de Wo, W1, W2 e W3 de ratos WKY, SHR e SHR+PIR.
Pode-se observar um aumento na porcentagem de padrdes Wo nos grupos SHR (P=0,024) e
SHR+PIR (P=0,012) em comparagdo ao grupo WKY. No entanto, Wi, W2e W3 ndo

apresentaram diferengas entre os grupos estudados.
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Figura 6. Indices simbélicos de fragmentagfo da frequéncia cardiaca (HRF) em ratos Wistar-Kyoto (WKY), ratos
com hipertensdo espontanea (SHR) e SHR tratados com piridostigmina (SHR+PIR). O grafico (a) representa a
porcentagem de padrdes sem pontos de inflexdo (Wo); grafico (b) representa a porcentagem de padrdes com um
ponto de inflexdo (W1); o grafico (c) representa a porcentagem de padrdescom dois pontos de inflexdo (W2); o
grafico (d) representa a porcentagem de padrdes com trés pontos de inflexdo (W3). WKY: » =9, SHR: n =6, SHR
+ PIR: n = 5. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. * indica P <0,05 em compara¢do com o
grupo WKY. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA de uma via seguido do pos-teste de Tukey. Fonte: o autor.

A Figura 7 mostra a porcentagem de padrdes do tipo WM, WS e WH de ratos WKY,
SHR e SHR+PIR. Observou-se uma redugio na porcentagem de padrdes WH nos grupos SHR
(P=0,027) e SHR+PIR (P=0,018) em comparagdo ao grupo WKY. No entanto, W5 e WM nao

foram diferentes entre os grupos experimentais.
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Figura 7. Indices simbélicos de fragmentagdo da frequéncia cardiaca (HRF) em ratos Wistar-Kyoto (WKY), ratos
com hipertensdo espontanea (SHR) e SHR tratados com piridostigmina (SHR+PIR). O grafico (a) representa a
porcentagem de padrdes com pontos de inflexdio misto (WM); o grafico (b) representa a porcentagem de padrdes
com pontos de inflexdio suave (W®); o grafico (c) representa a porcentagem de padrdes com ponto de inflexdo
rigido (WH). WKY:n=9, SHR: n= 6, SHR + PIR: n= 5. Os resultados sio expressos como média + desvio
padrfo. * indica P <0,05 em comparagdo com o grupo WKY. O teste estatistico utilizado foi 0o ANOVA de uma
via seguido do pés-teste de Tukey. Fonte: o autor.

42 CORRELACAO ENTRE OS INDICES HRF, BRARORREFLEXO E O TONO
PARASSIMPATICO CARDIACO NA HIPERTENSAO ARTERIAL

A Figura 8 mostra a correlagdo entre os indices de HRF, barorreflexo e tono
parassimpético de ratos WKY, SHR e SHR+PIR. O PIP ndo foi significativamente
correlacionado com o tono parassimpatico. Assim como os indices Wo, W1, W2 e W3 bem como
WH WS ¢ WM, também ndo foram significativamente correlacionados com o tono
parassimpatico. Da mesma forma, em relagdo aos indices da SBR, o ganho barorreflexo e BE/

ndo foram significativamente correlacionados com PIP.
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Figura 8. Correlacdo entre os indices de fragmentagéo da frequéncia cardiaca (HRF), tono parassimpatico e indices
do barorreflexo de ratos Wistar-Kyoto (WKY), ratos com hipertensdo espontdnea (SHR) e SHR tratados com
piridostigmina (SHR+PIR). O grafico (a) corresponde a correlagdo entre a porcentagem de pontos de inflex&o
(PIP) vs o tono parassimpatico; o grafico (b) corresponde a correlagdo entre o tono parassimpatico vs a
porcentagem de padrdes sem ponto de inflexdo (Wo); o grafico (c) corresponde a correlagdo entre o tono
parassimpatico vs a porcentagem de padrdes com um ponto de inflexdo (W1); o grafico (d) corresponde a
correlagdo entre o tono parassimpatico vs a porcentagem de padrdes com dois pontos de inflexdo (W2); o grafico
(e) corresponde a correlagdo entre o tono parassimpatico vs a porcentagem de padrdes com trés pontos de inflexdo
(W3); o grafico (f) corresponde a correlag@o entre o tono parassimpatico vs a porcentagem de padrdes com ponto
de inflexdo rigido (WH); o grafico (g) corresponde a correlagio entre o tono parassimpatico vs a porcentagem de
padrdes com pontos de inflexdio suave (W®); o grafico (h) corresponde a correlagfio entre o tono parassimpatico vs
a a porcentagem de padrdes com pontos de inflexdo misto (WM); o grafico (i) corresponde a correlagdo entre PIP
vs 0 ganho barorreflexo; o grafico (j) corresponde a correlagdo entre PIP vs o indice de efetividade do barorreflexo
(BEI). WKY:n=9, SHR: n=6. SHR, PIR: n=5. O teste estatistico utilizado foi a correlagdo de Pearson. Fonte:
o autor.
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43 INDICES DE HRF NA INSUFICIENCIA CARDIACA

A Figura 9 mostra os valores de PIP de ratos SHAM, IC e IC+PIR. Nao houve

diferencga estatistica entre os grupos estudados.
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Figura 9. Porcentagem de pontos de inflexdo (PIP) em ratos SHAM, ratos com insuficiéncia cardiaca (IC) e IC
tratados com piridostigmina (IC+PIR). SHAM: n =5,1C: n =6, IC + PIR: n ="7. Os resultados sdo expressos como
média + desvio padrdo. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Tukey.

Fonte: o autor.

A Figura 10 mostra os padrdes do tipo Wo, W1, W2 e W3 em ratos SHAM, IC e IC+PIR.

Nenhum dos padrdes avaliados foi diferente entre os grupos experimentais.
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Figura 10. Indices simbolicos de fragmentagio da frequéncia cardiaca (HRF) em ratos SHAM, ratos com
insuficiéncia cardiaca (IC) e IC tratados com piridostigmina (IC+PIR). O grafico (a) representa a porcentagem de
padrdes sem pontos de inflexdo (Wo); o grafico (b) representa a porcentagem de padrdes com um ponto de inflexdo
(W1); o grafico (c) representa a porcentagem de padrdes com dois pontos de inflexdo (W2); o grafico (d) representa
a porcentagem de padrdes com trés pontos de inflexdo (W3). SHAM: n =5, 1C: n =6, IC+PIR: n ="7. Os resultados
sdo expressos como média + desvio padrdo. O teste estatistico utilizado foi 0 ANOVA de uma via seguido do pds-
teste de Tukey. Fonte: o autor.

A Figura 11 mostra os padrdes do tipo WM, WS e WH em ratos SHAM, IC e IC+PIR.
O grupo IC (P=0,026) e o grupo IC+PIR (P=0,001) apresentaram uma redug¢ao na porcentagem
de palavras WM em comparag@o ao grupo SHAM. Ademais, a porcentagem de padrdes WM foi
menor no grupo IC+PIR (P=0,023) em comparagio ao grupo IC. Ja a porcentagem de padrdes
WS foi menor no grupo IC+PIR (P=0,032) em comparagdo ao grupo SHAM. Por outro lado, a
porcentagem de padrdes W foi maior tanto no grupo IC (P=0,023), quanto no grupo IC+PIR
(P=0,001) em relagdo ao grupo SHAM. Além disso, observou-se um aumento na porcentagem

de padrdes WH no grupo IC+PIR (P=0,024) quando comparado ao grupo IC.
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Figura 11. Indices simbolicos de fragmentagio da frequéncia cardiaca (HRF) em ratos SHAM, ratos com
insuficiéncia cardiaca (IC) e IC tratados com piridostigmina (IC+PIR). O grafico (a) representa a porcentagem de
padrdes com pontos de inflexdo misto (WM); o grafico (b) representa a porcentagem de padrdes com pontos de
inflexdio suave (WS); o grafico (c) representa a porcentagem de padrdes com ponto de inflexdio rigido (W™).
SHAM: n= 5, IC: n=6,1C + PIR: n= 7. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdio. * indica
P <0,05 em comparagio com o grupo SHAM, # indica P <0,05 em comparagio com o grupo IC. O teste estatistico
utilizado foi o ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey. Fonte: o autor.

44 CORRELACAO ENTRE OS INDICES DE HRF, BARORREFLEXO E O TONO
PARASSIMPATICO CARDIACO NA INSUFICIENCIA CARDIACA

A Figura 12 mostra a correlagdo entre os indices de HRF, barorreflexo e tono
parassimpatico de ratos SHAM, IC e IC+PIR. Tanto o PIP, como os indices Wo, W1, W2 e W3,
bem como, WH, WS ¢ WM niio foram significativamente correlacionados com o tono
parassimpatico. Em relagdo aos indices de barorreflexo espontaneo, o ganho barorreflexo e BE/

também ndo foram significativamente correlacionados com PIP.
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Figura 12. Correlagdo entre os indices de fragmentacdo da frequéncia cardiaca (HRF), tono parassimpatico e
indices do barorreflexo de ratos SHAM, ratos com insuficiéncia cardiaca (IC) e IC tratados com piridostigmina
(IC+PIR). O grafico (a) corresponde a correlagdo entre a porcentagem de pontos de inflexdo (PIP) vs o tono
parassimpatico; o grafico (b) corresponde a correlago entre o tono parassimpatico vs a porcentagem de padroes
sem ponto de inflex&o (Wo); o grafico (c¢) corresponde a correlagéo entre o tono parassimpatico vs a porcentagem
de padrdes com um ponto de inflexdo (W1); o grafico (d) corresponde a correlagdo entre o tono parassimpatico vs
a porcentagem de padrdes com dois pontos de inflexdo (W2); o grafico (e) corresponde a correlagdo entre o tono
parassimpatico vs a porcentagem de padrdes com trés pontos de inflexdo (W3); o grafico (f) corresponde a
correlagfo entre o tono parassimpético vs a porcentagem de padrdes com ponto de inflexo rigido (W'); o grafico
(g) corresponde a correlagdo entre o tono parassimpatico vs a porcentagem de padrdes com pontos de inflexdo
suave (W5); o grafico (h) corresponde a correla¢io entre o tono parassimpatico vs a porcentagem de padrdes com
pontos de inflexio misto (WM); O gréfico (i) corresponde a correlago entre PIP vs o ganho barorreflexo; o grafico
(j) corresponde a correlagéo entre PIP vs o indice de efetividade do barorreflexo (BEI). SHAM: n=5,IC: n=6, IC
+ PIR: n = 5. O teste estatistico utilizado foi a correlagdo de Pearson. Fonte: o autor.
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5 DISCUSSAO

Os principais achados do nosso trabalho mostram que: (i) nos grupos SHR e SHR+PIR
a porcentagem de padrdes Wy aumentou, enquanto que a porcentagem de padrdes WH diminuiu
em relagdo ao grupo WKY; (ii) nos grupos IC e IC+PIR a porcentagem de padroes WH
aumentou, ao passo que a porcentagem de padrdes WM diminuiu em comparagdo ao grupo
SHAM. O grupo IC+PIR também apresentou um aumento na porcentagem de padrdes WH e
uma diminui¢do da porcentagem de padrdes WM quando comparado ao grupo IC. Além disso,
observou-se uma diminui¢do na porcentagem de padrdes WS no grupo IC+PIR em comparagdo
ao grupo SHAM; (iii) o tono parassimpatico cardiaco, os indices de HRF e da sensibilidade do
barorreflexo ndo estdo correlacionados nestes dois modelos experimentais.

Em individuos saudéaveis, a VFC ¢ atribuida principalmente as flutuagcdes no tonus
vagal, uma vez que o n6 sinusal € mais ricamente inervado pelo sistema parassimpatico do que
simpatico (HIRSCH; BISHOP, 1981). Além disso, como neurdnios respiratorios fazem
sinapses com o nervo vago, o acoplamento cardiorrespiratdrio que surge desta interagdo produz
um padrdo oscilatorio nos intervalos cardiacos denominado de arritmia sinusal
respiratoria (HIRSCH; BISHOP, 1981). No entanto, sabe-se que hd uma perda importante da
modulagdo vagal em condi¢des como o envelhecimento e na presenca de DC. Nestes casos, as
mudangcas rapidas na FC ndo sdo mais majoritariamente mediadas pelo sistema parassimpético,
caracterizando-se por transi¢des frequentes entre aceleracdo e desaceleracdo da FC (STEIN et
al., 2005). Essa observa¢ao levou ao desenvolvimento de uma nova abordagem para a analise
da VFC de curto prazo, denominada HRF (COSTA; DAVIS; GOLDBERGER, 2017a).

Em trabalhos anteriores foi demonstrado que o aumento da fragmentagdo tem
associacdo clinica com morte em pacientes pos-IM no ensaio CAST (STEIN; LE;
DOMITROVICH, 2008), com envelhecimento e doenca coronariana no conjunto de dados
THEW e, também, com morte cardiovascular no estudo MESA (COSTA; DAVIS;
GOLDBERGER, 2017a). Mais recentemente, o aumento da fragmentacdo foi associado a
fibrilagdo atrial e a diminui¢do do desempenho cognitivo (COSTA et al., 2021a, b). Em
contrapartida, este ¢ o primeiro trabalho que analisa o papel de um anti-colinesterasico sobre a

HRF. Inicialmente avaliamos o PIP, um indice de fragmenta¢do que quantifica a porcentagem



43
geral de pontos de inflexdo (COSTA; DAVIS; GOLDBERGER, 2017a). O PIP ndo apresentou
alteracdo entre os grupos estudados. Estes achados sdo diferentes dos resultados observados em
trabalhos publicados anteriormente. Em humanos, Costa e colaboradores (2017a) relataram que
o grau de fragmentacdo medido pelo PIP aumentou com a idade em individuos aparentemente
saudaveis e em pacientes com doenca arterial coronariana. Eles também relataram que o grau
de HRF era maior nos pacientes cardiacos do que nos saudéaveis. Os padrdes Wo e W1 podem
ser considerados os padrdes menos fragmentados ou os mais fluentes, enquanto, os padrdes
Wz e Wisrepresentam os mais fragmentados e os menos fluentes (COSTA; DAVIS;
GOLDBERGER, 2017b). Os padrdes W1 e W estdo relacionados principalmente com o ritmo
sinusal respiratdrio e representam de 60% a 70% das palavras produzidas (SILVA et al., 2021).
Ja os padroes Wo, W3 e PIP sdo os mais relevantes, pois sdo os pardmentos que de fato se
correlacionam com a fragmentacdo (COSTA; DAVIS; GOLDBERGER, 2017b). Em nossa
analise, Wo aumentou nos SHR e ndo sofreu alteracdes nos animais com IC. Uma possivel
explicagdo para o aumento de Wo no SHR pode estar relacionada, em parte, a uma diminui¢ao
das flutuagdes de alta frequéncia (diminuicdo da modulacao vagal), o que se traduziria em um
aumento de variacoes da FC no mesmo sentido (aceleracdo-aceleragao ou desaceleragao-
desaceleracdo) (COSTA; DAVIS; GOLDBERGER, 2017b). Contudo, ¢ importante destacar
que um aumento desse indice também poderia ser observado em condi¢des patologicas, como
por exemplo na sindrome de apnéia do sono. Neste caso, o aumento de padrdes Wy estaria
associado a alteragdes respiratorias, e consequentemente da arritmia sinusal respiratoria, e nao
necessariamente a uma maior fluéncia na geracao da FC (GUZIK et al., 2013). Recentemente,
Costa e colaboradores também relataram que a porcentagem de padroes Wo e W1 (padrdes mais
fluentes) diminui e a porcentagem de padroes W2 e W3 (padrdes mais fragmentados) aumenta
com a idade e na presenca de DC. No entanto, os SHR e ratos com IC do presente estudo nao
apresentaram diferenca nos indices Wi, W2 e W3 quando comparados aos seus respectivos
grupos controle. Esta inconsisténcia pode ser o resultado das diferentes espécies estudadas
(humanos versus ratos). Além disso, outros fatores também devem ser levados em
considera¢do, como o modelo experimental utilizado, a duragdo do protocolo e/ou o tipo de
intervengdo. Por exemplo, Omoto e colaboradores (2021) avaliaram a HRF de ratos submetido
ao IM utilizando protocolos de 4 e 12 semanas apds IM. Dentre os parametros avaliados, os

pesquisadores observaram apenas aumento de W3 nos ratos com 4 semanas apos o IM; por
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outro lado, os animais com 12 semanas apds o IM apresentaram uma diminui¢do de Wo, W1 e
um aumento de W2, enquanto W3 ndo foi afetado. Assim, ¢ bastante razoavel considerar que os
indices da HRF podem ser afetados por diferentes fatores. Mesmo assim, os dados do presente
estudo sugerem que a PIR ndo altera os parametros de HRF nas duas condi¢des fisiopatoldgicas
estudadas.

Os padroes WH, WS ¢ WM referem-se aos tipos de pontos de inflexdo e apresentam
uma forte correlagdo com os indices do dominio do tempo (SDNN e RMSSD) e da frequéncia
(poténcias absolutas em LF e HF) (SILVA et al., 2021). Silva e colaboradores (2021) relataram
que o padrdo WH reduziu acentuadamente com o bloqueio farmacologico do sistema nervoso
parassimpatico. Em contraste, a porcentagem de padrdes W5 ¢ WM aumentou sensivelmente
com o bloqueio (SILVA et al., 2021). Acredita-se que os padrdes WH, WS ¢ WM sejam mais
afetados pelo sistema nervoso parassimpatico do que pela modulagdo simpdatica devido a
proximidade entre as bandas de frequéncia associadas as oscilagdes de alta frequéncia
(modulacdo parassimpatica) e ultra frequéncia (HRF) (SILVA et al., 2021). Em nossas anélises,
os padrdes WH, WS ¢ WM foram os mais afetados nos dois modelos experimentais avaliados
(SHR e ratos com IC). Nos animais com IC, a porcentagem de padrdes WH aumentou em ambos
0S grupos, i.e. tratados e nao tratados com PIR, comparados aos animais SHAM. Observou-se,
também, um aumento de padrdes W nos animais IC+PIR comparado ao grupo IC. Além disso,
os animais com IC, tratados e ndo tratados com PIR, apresentaram uma diminui¢do na
porcentagem de padrdes WM comparados aos animais SHAM. No entanto, apenas os animais
IC+PIR apresentaram uma diminuigdo dos padroes WS em comparagdo aos animais SHAM.
Esses achados sdo consistentes com os relatos de Costa e colaboradores (2017a) de que o
aumento de padrdes de tipo hard, juntamente com a diminui¢do de padrdes de tipo soft e mix,
apontam para uma maior HRF nos ratos com IC. Desta forma, os dados do presente estudo
indicam que o grau de fragmentacdo foi maior nos animais com IC tratados com PIR, pois,
neste grupo, houve um aumento da porcentagem de padrdes WH e reducdo de W5 e WM,
Entretanto, os indices WH, W5 e WM ndo apresentaram uma correlagdo significativa com o tonus
parassimpatico induzido pela PIR, sugerindo que outros fatores devem estar envolvidos

diretamente na génese da HRF.
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A PIR tem sido usada em estudos experimentais para aumentar a atividade
parassimpética. E possivel que o aumento da disponibilidade de acetilcolina na fenda sinaptica,
decorrente da inibi¢do da acetilcolinesterase, reverta a disfun¢do autonémica em SHR e ratos
com IC (LATARO et al., 2013, 2015). Entretanto, os nossos dados sugerem que o aumento do
tonus parassimpatico induzido pela PIR ndo teve efeito sobre a HRF de SHR, sugerindo que
outros fatores possam estar envolvidos diretamente na génese da HRF. Por um lado, o tonus
vagal ndo ¢ o principal fator causador das oscilagdes da FC, e sim, a modulagdo da atividade
vagal. Além disso, acreditamos que o perfil de geracdo e conducdo do estimulo elétrico dos
cardiomidcitos tenham um papel importante na génese da HRF. Omoto e colaboradores (2021)
relaram que ratos submetidos ao IM (4 e 12 semanas apds o infarto) apresentaram um aumento
da HRF, mostrando que parametros funcionais cardiacos (fracdo de ejecdo e fracdo de
encurtamento) estdo correlacionados, revelando uma relagdo direta entre a funcdo cardiaca
prejudicada e o aumento da HRF.
Até agora, varias hipdteses foram levantadas sobre a origem da HRF, dentre elas estao:
a falhas na geracdo e conducdo do impulso elétrico cardiaco, a disfun¢do dos barorreceptores
e/ou hiperatividade simpatica (HAYANO et al., 2020; MAKOWIEC; WDOWCZYK, 2019).
Para testar algumas dessas hipdteses, correlacionamos o tono parassimpatico cardiaco com os
indices de HRF e de funcdo do barorreflexo; porém, ambos ndo mostraram associacao nessas
duas doengas. Por outro lado, Silva e colaboradores (2021) mostraram que o sistema nervoso
parassimpatico desempenha um papel fundamental na génese da HRF, pelo menos em nivel
experimental. Os pesquisadores relataram que apds o bloqueio seletivo de receptores
colinérgicos em ratos saudaveis pode-se observar uma diminuicdo da HRF, sugerindo uma
relagdo entre o aumento da HRF e atividade parassimpatica. Entretanto, ¢ importante ressaltar
que animais saudaveis apresentam niveis fisiolégicos de controle autonomico diferentes
daqueles observados em modelos experimentais de IC ou HA (ativagdo cronica do simpatico e
atenuacao da atividade parassimpatica) (SILVA et al., 2021). Desse modo, ao que parece, cada
condicao fisioldgica ou patologica apresenta um fator causal diferente para génese da HFR.
Contudo, ¢ importante ressaltar que o nosso estudo apresenta algumas limitagdes,
como o baixo nimero de animais utilizados na amostra, o que poderia impactar diretamente nos
resultados. Além disso, como a HRF considera as variagcdes de FC (ou intervalo RR) de um

batimento para outro para identificar aceleragdes e desaceleragdes da FC, a frequéncia de
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amostragem do sinal utilizado para estimar o intervalo RR (ECG ou PA) tem um grande
impacto nos resultados. Por exemplo, a probabilidade de encontrar padrdes do tipo Wy ¢
inversamente proporcional a frequéncia de amostragem. Neste estudo, a frequéncia de
amostragem utilizada na aquisi¢ao dos sinais de PA foi 2 kHz. A comparagao destes resultados
com a HRF obtida de sinais com diferentes frequéncias de amostragem devem ser feitas com

cautela.
6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo nos permitem afirmar em relagdo aos parametros da
HRF que: (i) nos SHR, apenas a porcentagem de padrdes Wy aumentou, enquanto WH diminuiu,
e o tratamento com PIR ndo apresentou efeito sobre a HRF nos SHR; (ii) nos ratos com IC, a
porcentagem de padroes W aumentou e WM diminuiu nos animais tratados e ndo tratados com
PIR. Por outro lado, W diminuiu apenas nos animais tratados com PIR (i.e. IC + PIR); (iii) nos
animais IC + PIR houve um aumento da porcentagem de padrdes WY e redug¢do de WM em
comparagdo aos animais IC, o que pode sugerir um maior grau de HRF; (iv) o tono
parassimpatico, o ganho barorreflexo e o BEI ndo estdo correlacionados com os indices de HRF
nessas duas doencas. Assim, os dados do presente estudo sugerem que o aumento do tono
parassimpatico induzido pelo tratamento com PIR ndo promoveu alteragdes na HRF nos SHR.
Por outro lado, na IC, os dados sugerem um possivel aumento no grau de HRF nos animais IC
tratados com PIR. Entretanto, como ndo houve correlacdo entre o tonus parassimpatico e os
indices de HRF, acreditamos que existem outros fatores (ndo autondmicos) envolvidos na
génese da HRF. Portanto, conclui-se que o tratamento com PIR nio foi eficiente em diminuir a
HRF nos SHR e nos ratos com IC. Por fim, ¢ importante ressaltar que a excitabilidade e a
condutibilidade das células miocéardicas sdo afetadas por diversos fatores, incluindo a
modulagdo autondmica para o coragdo e fatores humorais e estruturais, tornando dificil a
interpretagdo dos mecanismos responsaveis pela génese da HRF. Destacamos a necessidade de
estudos futuros para maior entendimento sobre a participacdo dos fatores humorais na génese

da HRF.
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