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Resumo

BARBOZA, Amanda Rosanna Alves. Analise da variabilidade da frequéncia
cardiaca e pressdao arterial, em ratos, durante a anestesia por ketamina e xilazina,
uretana ou isoflurano. 2022. 73f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias - Programa de
Pos-graduacéo em Fisiologia) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Anestesia provoca alteracdes nos parametros cardiovasculares, o que pode
afetar, marcadamente, dados coletados em animais anestesiados. NOs avaliamos as
medidas de pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC), assim como indices de
variabilidade da PA (BPV) e FC (HRV) em ratos acordados e anestesiados com
ketamina+xilazina (KX), uretana (URE), ou isoflurano (ISO). Os animais (270-3209)
foram submetidos a cateterizacdo da artéria femoral e, apés 48 h, tiveram a PA
registrada enquanto acordados e com livre movimentagdo. Em seguida, foram
anestesiados com KX (n=7), URE (n=7) ou ISO (n=10) com manutencéo dos registros,
durante a anestesia, por mais 30 min (protocolo:132/2017). KX, consideravelmente,
aumentou a PA (118 + 4 para 144 + 4 mmHQ) e o intervalo de pulso (IP: 156 + 3 para
187 + 3 ms). URE nao afetou a PA, mas, notavelmente, diminuiu o IP (156 £ 4 para 128
+ 4 ms). ISO atenuou a PA (123 = 2 para 106 £ 2 mmHg), enquanto manteve o IP.
Praticamente, todos 0s agentes anestésicos causaram grande reducdo na HRV e na
BPV. A poténcia do espectro do IP foi diminuida na banda de alta frequéncia
(modulacao vagal) por todos os anestésicos, porém, na banda de baixa frequéncia
(modulacéo simpatica), a poténcia do espectro do IP foi reduzida, somente, por KX ou
URE. A dinamica simbolica das séries de IP foi alterada por todos os anestésicos,
afetando a modulacédo autonémica cardiovascular. Ademais, a entropia das mesmas
séries foi, marcadamente, deprimida por todos 0s agentes anestésicos nas escalas 7-
20, mas, apenas, por KX e ISO nas escalas 1-6. Todos os anestésicos diminuiram a
analise da flutuacéo destendenciada nas janelas curtas (5-15) e aumentaram a medida
fractal nas janelas longas (100-1000), caracterizando perda da complexidade do
sistema. O indice de fragmentacéo da FC (% de pontos de inflexdo) néo foi afetado por
KX ou URE, mas foi bem reduzido por ISO. A medida de BPV total foi diminuida

somente por KX ou URE. A analise espectral, assim como a dinamica simbdlica e a



entropia multiescala das séries de valores de PA sistolica mostraram um padréo similar
ao das séries de IP. O presente estudo reforca a importancia de se conhecer a
influéncia dos anestésicos na fungéo cardiovascular. Além disso, acreditamos que 1SO
€ 0 agente que menos interfere, enquanto KX é o que mais deprime os parametros

hemodinamicos, de variabilidade e complexidade do sistema cardiovascular em ratos.

Palavras-chave: 1. Anestesia. 2. Pressao arterial. 3. Variabilidade da pressao arterial.
4. Variabilidade da frequéncia cardiaca. 5. Ratos. 6. ketamina+xilazina. 7. uretana. 8.

isoflurano. 9. Intervalo de pulso. 10. Anestésicos.
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Abstract

BARBOZA, Amanda Rosanna Alves. Heart rate and blood pressure variability in rats
anesthetized with ketamine/xylazine, urethane or isoflurane. 2022. 73p.
Dissertation (Msc. - Post-Graduate Programme in Physiology) - Ribeirao Preto Medical

School, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2022.

Anesthesia remarkably affects cardiovascular function which can deeply affect
data collected from anesthetized animals. We evaluated blood pressure (BP) and heart
rate (HR) as well as indexes of BP variability (BPV) and HR variability (HRV) in awake
rats and during anesthesia with ketamine+xylazine (KX), urethane (URE) or isoflurane
(ISO). The animals (270-320g) underwent femoral artery catheterization and after 48 h
had their BP recorded while awake and with free movement. Following this, they were
anesthetized with KX (n=7), URE (n=7) or ISO (n=10) and the recordings were
maintained, during anesthesia, for more 30 min (protocol: 132/2017). KX considerably
increased BP (118 + 4 to 144 + 4 mmHg) and pulse interval (PIl: 156 + 3 to 187 + 3 ms).
URE did not affect BP, but decreased Pl (156 + 4 to 128 + 4 ms). ISO attenuated the
BP (123 + 2 to 106 + 2 mmHg), while did not affect PI. Practically all anesthetic agents
caused a large reduction in HRV and in BPV. PI spectrum power was decreased in the
high frequency band (vagal modulation) by all anesthetics. However, in the low
frequency band (sympathetic modulation), the power of Pl spectrum was reduced only
by KX and URE. Symbolic dynamics of Pl series were altered by all anesthetics,
affecting the cardiovascular autonomic modulation. Besides, entropy in these series was
markedly depressed by all anesthetic agents over scales 7 to 20, but only by KX and
ISO over scales 1 to 6. All anesthetics decreased the detrended fluctuation analysis on
short windows (5-15) and increased the fractal measurement on long windows (100-
1000), identifying loss of complexity. The index of HR fragmentation (% inflection points)
was not affected by KX and URE but was well reduced by ISO. The overall BPV was
reduced only by KX and URE. Spectral analysis, as well as symbolic dynamics and
multiscale entropy of systolic BP series showed a pattern similar to that seen in Pl series.
The present study reinforces the importance of knowing the influence of anesthetics on

cardiovascular function. Moreover, we believe that ISO is the agent that interferes the

Xii
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least, while KX is the one that most depresses hemodynamic parameters, variability and

complexity of the cardiovascular system in rats.

Keywords: 1. Anesthesia. 2. Blood pressure. 3. Blood pressure variability. 4. Heart rate
variability. 5. Rats 6. ketamine+xylazine. 7. urethane. 8. isoflurane. 9. Pulse interval. 10.

Anesthetics.
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Infrodugao

A histéria da descoberta da anestesia € muito interessante e antiga, pois
remeteas primeiras civilizacbes. Em 4000 a.C., 0os sumerianos ja possuiam o0
conhecimento sobre o o6pio. Alguns anos apos, 0s babildnios comecaram a
promover o alivio da dorde dente com ervas e, os chineses, a tratar diversos
incbmodos com a técnica da acupuntura. Contudo, foi a partir do comeco do século
XIX que a pratica anestésica, tanto em animais quanto em humanos comecou a
receber atencdo (WOOD LIBRARY MUSEUM, 2016).

Entre 1800 e 1824, os cientistas britanicos Humphry Davy e Henry Hickman
foram os primeiros a descrever o uso do gas Oxido nitroso em animais
(STEVENSON, 1963; THURMON; SHORT, 2007), porém, este so foi utilizado em
humanos em 1844, quando Gardner Q. Colton, showman e médico americano, com
a ajuda deum comerciante local, Samuel Cooley, como cobaia, submeteu este ao
efeito do gas,o que, inesperadamente, fez com que o jovem corresse em direcdo a
bancos de madeira dispostos no local e machucasse suas pernas, porém sem
noticiar dor. Nessaapresentacao, estava o dentista Horace Wells, que ao assistir o
ocorrido, percebeu que o 6xido nitroso ou “gas hilariante”, como foi chamado,

poderia ser utilizado em praticas médicas.

Na manha seguinte, Wells se voluntariou para uma extracéo dental sob efeito
do gas, a fim de verificar sua propriedade anestésica. Com o0 sucesso da cirurgia, 0
dentista decidiu ir para Boston, Massachusetts, para demonstrar a eficacia do gas
para outros profissionais da saude. Assim, junto com seu aluno William Morton,
promoveu a extracdo dentaria de um voluntario sob influéncia do novo anestésico,
mas ele ndo contava com a reacédo do jovem, que chorou durante a manobra e
pareciasentir muita dor. Com isso, a maioria dos expectadores considerou a cirurgia
uma enganagéo, comprometendo as ideias de Wells e resultando na sua volta para
Hartford, Connecticut, sua cidade natal (HARIDAS, 2013).

Mesmo com este episddio, Wiliam Morton ndo desistiu da sua busca por um



agente anestésico efetivo, e, entdo, em outubro de 1846, fez histéria sendo o
primeiroa publicar a acdo anestésica do éter para cirurgia. Apesar dos efeitos deste
ja terem sido estudados e provados, em 1842, pelo quimico William Clarke e pelo
médico Crawford W. Long, Morton liderou a retirada de um cisto no pescoco do
jovem Edward Gilbert Abbott, que estava sob efeito do liquidovolatil. A cirurgia foi
concluida e, a partir desse dia, conhecido como “Ether’s Day”, varios cientistas

aceitaram a acdo anestésica do éter e seu uso foi difundido (Figura 1).

Além disso, em novembro do mesmo ano, Oliver Wendell Holmes, médico
americano da época, enviou uma carta para William Morton, sugerindo, pela
primeira vez, os termos“anestésico” e “anestesia”, assim como a primeira defini¢ao:
insensibilidade, principalmente, ao toque (WOOD LIBRARY MUSEUM, 2016).

Figura 1. Pintura “First Operation Under Ether”, por Robert C. Hinckley, retratando
a primeira demonstragéo publica do uso do éter, como anestésico, pelo dentista
William Morton, no paciente Gilbert Abbot. WOOD LIBRARY MUSEUM, 2016.
Cortesia da Boston Medical Library em Francis A. Countway Library of Medicine;
HARIDAS, 2016.



Ainda apdés essa grande descoberta, a procura por outros agentes
anestésicoscontinuou e, entdo, em 1847, foi observado o efeito anestésico do
cloroférmio pelo fisiologista Marie Jean Pierre Flourens, em cdes (THURMON;
SHORT, 2007), e pelo médico James Young Simpson, em humanos (SMITHCORS,

1957), utilizando o anestésico em diferentes praticas cirargicas.

Dessa forma, a droga, rapidamente, se tornou popular. No entanto,
apresentava algumas dificuldades e promovia risco de mortalidade, o que resultou
em outros estudos realizados por diversos cientistas, no final do século XIX, através
da inducéo do reagente cloral hidratado em animais e humanos (JONES, 2002) e
da cocaina, pela primeira vez utilizada em animais por Penhale (STEVENSON,
1963).

Contudo, mesmo com 0s avangos nas descobertas de novos agentes, cujos
efeitos anestésicos auxiliavam cirurgias em geral, o comeco do século XX foi
marcadopelo desprezo a pratica anestésica veterinaria devido ao conservadorismo
dos profissionais de saude da época (MERILLAT, 1915).

Entdo, foi a partir da década de 30 que novos estudos surgiram descrevendo
ouso de outros agentes anestésicos, como o0s barbitdricos pentobarbital e tiopental
(STEVENSON, 1963; JONES, 2002), sendo usados, também, em humanos, além
de novas vias de administracdo, como a injetavel e inalatoria, que se tornaram
rotineiras duranteas praticas cirargicas em pequenos animais (CARTER; STORY,
2013). Assim, até o finaldo século XX, inUmeros agentes farmacolbgicos para
anestesia de animais e humanos surgiram, sendo alguns dos mais relevantes a
lidocaina (WOOD LIBRARY MUSEUM, 2016), como anestésico local, a ketamina,
descrita pela primeira vez na década de 60 (WINTERS et al., 1972) e o isoflurano
(1SO), em 1981 (CAMPAGNA et al., 2003).

Desse periodo em diante, a anestesia experimental moderna tem sido,
extensivamente, estudada e, até os dias de hoje, os efeitos ocasionados pelos
agentes anestésicos no sistema nervoso continuam sendo assunto de intensa

investigacao.



1.1 Anestesia Geral

A palavra “anestesia” vem do termo grego “anaisthisia”, que significa a perda
de sensacéo parcial ou integral do corpo (TRANQUILLI; GRIMM, 2015). Como os
diferentes efeitos de cada anestésico dependem de varios fatores como a area
cerebral em que esse atua (ALKIRE et al., 2008), o sitio de liga¢do (MILLER, 2002),
a concentracdo utilizada (SON, 2010), a via de administracdo e a espécie
submetida (TRANQUILLI; GRIMM, 2015), a melhor definicdo para anestesia geral,
como sugerido em varios trabalhos, é a colecdo de padrbes comportamentais, entre
eles sedacao, imobilizacao, analgesia (CROWDER; EVERS, 2011), atenuacao das
respostas reflexas (FLECKNELL, 2009), assim como inconsciéncia, amnesia
(ALKIRE et al., 2008) e hipnose (SON, 2010).

Assim, por haver uma diversidade de efeitos, estudos iniciados ha mais de
um século comecgaram a buscar 0s possiveis mecanismos de acado dos agentes

anestésicos.

No inicio do século passado, por possivel influéncia de estudos feitos por
Claude Bernard (PEROUANSKY, 2012), Hans Meyer e Charles Ernest Overton
publicaram seus classicos estudos “Theorie der Alkoholnarkose” e “Studien Uber
die Narkose”, sugerindo que quanto maior a solubilidade de gases anestésicos em
um meio hidrofébico, maior seria a sua capacidade de promover anestesia geral
(MEYER,1899; OVERTON, 1901), por “penetrar” facilmente a membrana neuronal.
Essa observacédo serviu de base para diversas outras investigacdes importantes,
as quais demonstraram que o alvo dos agentes anestésicos seria muito mais
especifico do que antes imaginado (FRANKS; LIEB, 1994).

A partir disso, surgiram evidéncias de que o0s anestésicos atuariam
competindo com ligantes enddgenos por sitios em receptores especificos
(FRANKS; LIEB, 1984). Durante as ultimas décadas, varios trabalhos tém
investigado a importancia dos neurotransmissores, receptores ionotrépicos e
canais ibnicos dependentes de voltagem como potenciais alvos dos anestésicos
gerais (SPENCER et al., 1996; ARHEM et al., 2003; HEMMINGS et al., 2005; SON,
2010; DAMIAN; HERLICH, 2015; ARMSTRONG et al., 2018).

As teorias mais modernas propdem que, em concentragdes clinicas, esses



agentes podem influenciar, aproximadamente, 30 tipos de canais ibnicos
(CAMPAGNA et al., 2003; RUDOLPH; ANTKOWIAK, 2004), localizados em
neurdnios espalhados por todo sistema nervoso central (SNC). Nesses, 0s
anestésicos gerais podem atuar, geralmente, de duas formas: estimulando a
neurotransmissao inibitéria e/ou deprimindo a neurotransmissao excitatoria
(HEMMINGS Jr, 2009), o que contribui para os perfis comportamentais observados
durante a anestesia (ALKIRE et al., 2008; PEROUANSKY, 2010; IQBAL et al.,
2019).

A partir disso, um dos mecanismos de acdo propostos, atualmente, sugere
gue os agentes anestésicos gerais podem agir tanto inibindo a liberacdo dos
neurotransmissores excitatorios glutamato ou ACh pelo neurdnio pré-sinaptico,
quanto, diretamente, no neurdnio pds-sinaptico, em canais ibnicos dependentes de
voltagem, principalmente os de Na* (HEMMINGS Jr, 2009) e Ca?, e em receptores
ionotropicos, como NMDA ou nACh. Bloqueando os receptores ou influenciando a
abertura dos canais, 0s anestésicos, como a ketamina, inibem a despolarizacéo da
membrana neuronal (PEROUANSKY; HEMMINGS Jr, 2003; HEMMINGS Jr et al.,
2005).

Além disso, esses agentes podem estimular a liberacdo dos
neurotransmissores inibitérios GABA ou glicina pelo neurdnio pré-sinaptico, os
quais se ligam, respectivamente, em receptores ionotrépicos GABAérgicos ou
glicinérgicospos-sinapticos, permitindo a entrada de ions cloro, 0 que promove a
hiperpolarizacdo da célula e, assim, o potencial inibitério pos-sinaptico
(PEROUANSKY; HEMMINGS Jr, 2003; HEMMINGS Jr et al., 2005). A propésito, 0s
receptores GABAérgicos do tipo A (GABAa) sdo um importante alvo dos
anestésicos inalatérios volateis, como o isoflurano, e também dos intravenosos,
como os barbittricos (NICOLL et al., 1975; GAGE; ROBERTSON, 1985; JONES;
HARRISON, 1993; ZIMMERMAN et al., 1994).

Ainda, os anestésicos gerais podem potencializar a abertura de canais de K*
pés-sinapticos (KAMATCHI et al., 1999; NISHIKAWA; MACIVER, 2001; URBAN,
2002; OUYANG et al., 2003; FRANKS; HONORE, 2004), em patrticular, os canais
de K* com dois poros (Kzp), resultando no efluxo desses ions (DAMIAN; HERLICH,
2015) e, portanto, também na reducdo da excitabilidade da membrana dos



neurénios (Figura 2).
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Figura 2. Imagem representativa da acdo geral dos agentes anestésicos em
neurdnios pré-sinapticos e poés-sinapticos. A esquerda: inibicdo da
neurotransmissé@o excitatéria. A direita: estimulacdo da neurotransmissao
inibitéria. ACh: acetilcolina; NMDA: N-metil D-Aspartato; nACh: receptor
colinérgico nicotinico; GABA: &acido gama-aminobutirico. DAMIAN; HERLICH,
2015.

Diante desse fino repertério de protéinas-alvo, diversas abordagens
genéticas e neuroanatbmicas tém demonstrado que os efeitos da anestesia geral,
causados por cada agente anestésico, sdo resultados da interacdo com sitios
especificos em diferentes partes do sistema nervoso (SON, 2010; CROWDER,;
EVERS, 2011).

Portanto, de forma geral, cada anestésico pode causar diferentes efeitos nos
parametros cardiovasculares. Assim, a partir de estudos como os de Gleb Von
Anrep et al. (1936), que propuseram, elegantemente, que tanto mecanismos
centrais quanto periféricos influenciavam na duracdo dos intervalos cardiacos
(intervalos RR), batimento a batimento, alguns pesquisadores comecaram a
estudar, especificamente, as variacdes periddicas na frequéncia cardiaca (FC) e

pressao arterial (PA), inclusive durante a anestesia.



1.2 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (HRV) e PressGo Arterial (BPV)

A percepcao de que ha variacbes na duracdo entre sucessivos intervalos
RR, momento a momento, é muito antiga (BILLMAN, 2011; SHAFFER et al., 2014).
Entretanto, foi apenas com o surgimento de instrumentos de medida mais refinados,
no comeco do século XVIII, que avaliacdes mais seguras sobre a FC e PA puderam
ser realizadas, como as de John Floyer, fisico inglés, que identificou a relacédo entre

0 pulso arterial e as varia¢des da respiracdo (FLOYER, 1707, 1710).

Em 1733, através de um experimento muito elegante, realizado pelo
reverendo Stephen Hales (Figura 3), foi descrito o papel da respiracdo em provocar
variacfes na FC e PA (HALES, 1733). A partir disso, por meio de experimentos em
um cao, Karl Ludwig registou esse fendmeno, hoje conhecido como arritmia sinusal
respiratoria (RSA, do inglés: Respiratory Sinus Arrhythmia) (LUDWIG, 1847).

Figura 3. llustracdo do experimento de Stephen Hales, foi inserido uma coluna de
vidro na artéria carétida de uma égua, permitindo observar que o sangue se elevava
a mais de 2 m acima do animal e que, a altura do sangue oscilava de acordo com o0s
batimentos cardiacos. HOFF et al., 1965; WISNIAK, 2012; TYRRELL, 2019.



A partir disso, ficou estabelecido o conceito de que FC e PA ndo séo
parametros estaticos, mas, sim, variaveis. O estudo de Donders (1868) trouxe a
informacdo de que a integridade do € essencial para a RSA e, portanto, afeta a
variabilidade da FC (HRV, do inglés: Heart Rate Variability). Ja estudos focados na
variabilidade da PA (BPV, do inglés: Blood Pressure Variability) aconteceriam mais
tarde, como o de Guyton e Harris (1951), demonstrando a sincronizacao entre as

ondas vasomotoras e a regulacéo simpética.

Porém, foi no final da década de 60 e inicio dos anos 70, através da
combinacéo do eletrocardiograma (ECG) com o aprimoramento das técnicas de
processamento de sinais, como 0 computador, que 0 avanco nhos estudos da
regulacéo neural autonémica e sua influéncia nas flutuacdes da FC e PA, ao longo
do tempo, ocorreu (KATONA et al., 1970; HYNDMAN et al., 1971; SAYERS, 1973;
CHESS et al., 1975;HYNDMAN; GREGORY, 1975; PENAZ et al., 1978). A partir de
entdo, muitos estudos metodologicos demonstraram que as flutuacbes na FC séo

resultado de uma comunicacdo complexa de fatores (FLEISHER, 1996).

A dindmica entre as divisGes simpatica e parassimpatica do sistema nervoso
autbnomo (SNA) é um dos pontos-chave mais importantes para o ajuste do sistema
cardiovascular (APPEL et al., 1989; OLSHANSKY et al., 2008; DAMPNEY, 2016;
SHAFFER; GINSBERG, 2017). Geralmente, quando uma divisdo é estimulada, a
outra € inibida. O barorreflexo € um exemplo disso. Assim, o balan¢o autonémico é
regulado, de forma precisa, por diversos mecanismos, como o de feedback
negativo, e também pela integracdo central das informac¢cdes (Figura 4), o que
promove o controle do sistema cardiovascular (MALLIANI, 1982; BISHOP et al.,
1983; MALLIANI et al., 1986).
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Figura 4. Representacdo esquematica do controle cardiovascular pela integracao
dos sinais oriundos das aferéncias vagais e simpaticas e pelo mecanismo de
feedback, resultando no balanco simpatovagal e em uma regulagédo harmonica da
funcao cardiovascular. MALLIANI et al., 1991.

Entretanto, o controle neural cardiovascular pelo SNA é feito, também, por
muitas outras variaveis fisiol6gicas, como os horménios; o metabolismo (ERNST,
2017); a termorregulacdo (DAMPNEY, 2016); o proprio disparo do né sinoatrial
(BERNARDI et al, 1990), o ciclo circadiano; o sistema renina-angiotensina
(AKSELROD et al., 1985; MALLIANI et al., 1991) influenciando as flutuagdes da FC,
a longo prazo; a respiracdo; os mecanismos de baro- e quimiorreflexo; além do
tbnus vascular (SHAFFER; GINSBERG, 2017) e da presenca de fatores
ambientais. Essa regulacdo proporciona capacidade de flexibilidade e adaptacao
fisiologica do organismo as diversas alteragcbes impostas pelo ambiente
(BEAUCHAINE, 2001; BERNTSON et al., 2008). Entao, é importante que a FC seja

variavel.

Existe até uma relacdo muito elegante, quando se trata de HRV, que mostra
que o coracdo saudavel ndo funciona como um metrénomo (instrumento utilizado
em teoria musical para marcar o tempo de um compasso) (SHAFFER; GINSBERG,
2017), pois a duracéo entre sucessivos intervalos RR (ou FC instantanea) exibe

certa variabilidade natural no tempo (Figura 5), como € possivel observar através



de um sinal obtido por ECG, batimento a batimento (SHAFFER et al., 2014).

Metronome taps in a rhythmic and

uniform way the beat of the song Q
i {234 1234
D) P
Counting each beat
The heart rate oscillations are complex
Baktie Healthy Beart i riota / and the cardiac intervals vary over time
metronome

022
RR

NSV S

020

Interval (s)

e
-
<«

Electrocardiogram
(mv)
o
=
-
o

Figura 5. Representacdo esquematica do conceito de HRV. A duracdo dos
intervalos RR sucessivos ndo é a mesma, pois varia no tempo, batimento a
batimento. Na imagem, a figura do metrénomo, da pauta musical com a contagem
de dois compassos e da variabilidade entre sucessivos valores de intervalos RR
derivados de um sinal de ECG. Compilacéo realizada pelo proprio autor. Adaptado
de DIAS et al., 2016. Baseado em SHAFFER et al., 2014.

O padrao da HRV guarda forte relacéo com padrdes oscilatérios dos diversos
mecanismos que regulam a atividade cardiaca. Esse sinais sdo integrados em
centros de comando e as respostas ajustadas em frequéncias diferentes, de acordo
com a modulagdo autondémica, influenciando o perfil de variabilidade. A modulacéo
pelo simpatico (SNS) exibe um periodo de variagao ritmica em torno de 10 s. Essa
regulacdo natural do simpatico leva a oscilagdes da PA conhecidas como ondas de
Mayer, assim nomeadas em tributo ao fisiologista alemdo que as descreveu,
Siegmund Mayer (ROSENBLUETH; SIMEONE, 1934, CASTIGLIONI et al., 2007).
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Além disso, também promove flutuacdes a cada 10 s (0,1 Hz) na HRV.

Ja a modulacéo pelo parassimpatico (SNP), através do vago, apresenta uma
frequéncia de oscilagdo maior (Figura 6), levando a variacdes da FC associada ao
ritmo respiratério, ou seja, a RSA (MALLIANI et al., 1991; TASK FORCE, 1996).
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Figura 6. Representacdo esquematica do controle da FC no curto prazo. As
oscilacbes provenientes de mecanismos regulatérios, como reflexos
cardiopulmonares e até as emocdes sdo integradas em centros de comando e
ajustados em respostas que oscilam em frequéncias e periodos diferentes, de
acordo com a divisdo simpatica e/ou parassimpatica, modulando a FC e

influenciando o padrao de variabilidade. SAUL, 1990.

Entdo, considerando a grande importancia da modulacao neural autonémica
nos parametros cardiovasculares, o estudo da HRYV fornece valiosas informagodes,
representanto uma importante ferramenta em estudos que envolvem o controle

cardiovascular.
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O primeiro estudo de relevancia clinica da HRV aconteceu apenas na
metade do século XX, quando Hon e Lee (1965) demonstraram que alteracdes na
HRYV de fetos prediziam condic¢des de estresse fetal. Desde entéo, o estudo da HRV
tem se ganhado cada vez mais importancia e tem sido realizado em portadores de
diversas doencas, como o diabetes (EWING et al., 1985); a insuficiéncia cardiaca
(SAUL et al., 1988) e a hipertensédo arterial. Hoje, esta bem estabelecido, entéo,
que os indices de HRV fornecem informacdes importantes sobre a modulagéo
auton6mica cardiovascular e o risco cardiaco. Esses sao classificados em métodos

lineares ou ndo-lineares.

1.2.1 Ferramentas de Andlise da Variabilidade: Métodos Lineares

O dominio do tempo, para andlise da HRV, permite extrair caracteristicas
matematicas tanto das séries de valores de intervalos RR como de intervalos de
pulso (IP) (FAZAN Jr; SALGADO, 2017).

Existem varias medidas estatisticas para a avaliagdo da HRV no dominio do
tempo (TASK FORCE,1996), porém as mais utilizadas séo:

a) RR (ms): Média dos valores de intervalos RR;

b) SDNN ou Standard Deviation Normal to Normal (ms): Desvio padréo (SD) de RR
normais, isto é, os batimentos ndo sédo ectépicos (originados em outro local

diferente do né sinoatrial);

c) RMSSD ou Root Mean Square of Successive Differences (ms): Raiz quadrada

da média das diferencas do quadrado de intervalos RR consecutivos.

Os indices de HRV no dominio do tempo sdo importantes ferramentas para
quantificar a variabilidade total da FC e guardam forte relacdo com a modulagao
autondmica cardiaca. S&o bastante usados tanto em nivel clinico como
experimental, sendo inclusive preditores de mortalidade em doengas como o infarto
do miocéardio (KLEIGER et al., 1989). Entretanto, esses indices ndo fornecem
informacgdes robustas sobre a modulacdo autonémica sob o sistema cardiovascular
(SHAFFER et al., 2014; FAZAN Jr; SALGADO, 2017).

12



Para esse intuito, os indices no dominio da frequéncia sdo mais apropriados,
baseando-se no reconhecimento e quantificacdo de ritmos contidos nas séries
temporais, cujas faixas de frequéncias representam a modulacdo simpética ou
parassimpatica sob o sistema cardiovascular (AKSELROD et al., 1981,
POMERANZ et al., 1985; PAGANI et al., 1986).

A técnica mais conhecida e, comumente, utilizada para avaliacdo da
variabilidade cardiovascular no dominio da frequéncia € a analise espectral. O
estudo dos espectros nas séries de IP e PA consiste em calcular a poténcia das
oscilacbes (PSD: do inglés Power Spectral Density) desses parametros em faixas
distintas de frequéncia (FAZAN Jr; SALGADO, 2017, SHAFFER; GINSBERG,
2017). O método mais usual para célculo espectral é baseado na Transformada
Rapida de Fourier (FFT: do inglés Fourier Fast Transform), um algoritmo

matematico simples, rapido e, amplamente, disponivel (PICHON et al., 2006).

Uma comparacdo muito interessante feita por Bracewell (1989) para melhor
compreensao da FFT foi com o processo de decomposi¢céo de ondas sonoras em
faixas de frequéncias diferentes, o qual acontece no pavilhdo auditivo. De forma
similiar, o algoritmo matematico “decompde” o sinal em varios componentes
fundamentais distintos (Figura 7). Em humanos, as faixas de interesse para analise
da HRV séo as de (TASK FORCE, 1996):

a) Frequéncias muito lentas (VLF: do inglés Very Low Frequency): < 0,05 Hz;
b) Frequéncias lentas (LF: do inglés Low Frequency): 0,05 a 0,15 Hz;

c) Frequéncias rapidas (HF: do inglés High Frequency): 0,15 a 0,25 Hz.

13
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Figura 7. Imagem representativa das diferentes frequéncias de oscilacdo em séries
de intervalo RR e também da poténcia do espectro em cada faixa de frequéncia
determinada. Acima: Imagem de um registo de 15 minutos de um individuo
saudavel durante o repouso. O padrdo superior representa os valores de FC
instantanea, enquanto os ritmos inferiores, derivados da onda original e
identificados por meio da FFT, operam em funcdo de diferentes frequéncias, ao
longo do tempo. Abaixo: Imagem do espectro do sinal destacado, por cores, em
bandas de frequéncias diferentes. SHAFFER; GINSBERG, 2017.

Varios estudos muito interessantes demonstram os ritmos oscilatérios da

HRVem animais, como o estudo de Kuwahara et al. (1994), no qual constatam que



ratos saudaveis compartilham o padrdo de HRV que apresenta flutuagcdes em duas
principais faixas de frequéncia, LF (0,04 - 1,0 Hz) e HF (1,0 - 3,0 Hz).

Uma vez identificados os elementos oscilatérios da FC, a forma mais
“adequada” de avaliacdo da modulagéo autonémica cardiovascular é a apresentacao
da PSD da HRV na faixa de LF em unidade normalizada (nu: do inglés, normalized
unit), que expressa, principalmente, a modulacédo simpatica; e na faixa de HF em
unidade absoluta (ms? ou s?), pois essa expressa, somente, a modulacdo
parassimpética (PORTA et al., 2007b).

Entdo, conhecendo essas medidas, varios estudos comecaram a utilizar a
analise espectral da HRV durante a influéncia de agentes anestésicos a fim de
observar seus efeitos na modulagcdo autondémica cardiovascular, assim como
acessar a profundidadeda anestesia (FLEISHER, 1996), tal como o trabalho de
Donchin et al. (1985), pelo qual demonstraram a perda da poténcia total da HRV de
pacientes submetidos a combinacéo de ISO e Oxido nitrico, sendo, gradualmente,

restauradadurante a recuperagcao da anestesia.

Nesse mesmo sentido, Latson et al. (1992) examinaram os efeitos da
anestesia por tiopental sédico, etomidato ou sufentanil em pacientes sujeitos as
cirurgias menores (estudo 1) ou cardiacas (estudo 2). A partir dessa investigacao,
puderam notar, no estudo 1, que o agente anestésico tiopental foi o que mais
deprimiu a HRV total, quando comparado com o hipnético etomidato, além de
observarem uma reduc&o da poténcia espectral relativa na faixa de HF durante a
anestesia pelo barbiturico, pois € conhecido pelo seu efeito vagolitico. No entanto,
embora também reduzindo a HRV total, o0 uso do sufentanil, no estudo 2, promoveu
um significativo aumento da poténcia espectral na banda de HF, expressa em

valores normalizados, assumindo o efeito vagotonico do opidide.

Outro exemplo é o estudo de Zickmann et al. (1996), que apontou mudancgas
na HRV de pacientes submetidos a cirrgia cardiaca, durante ainducdo da anestesia
pela combinagéo de fentanil e midazolam, em diferentes doses e velocidades de
aplicacdo, mostrando a reducdo da poténcia espectral na faixa LF em,
praticamente, todos os regimes de administracdo. Nesse trabalho também é

apresentado a queda da HRYV total de um paciente que recebeu a maior dosagem
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de anestésico, sendo aquela observada pela reducdo do RMSSD e da poténcia

espectral em cada faixa de frequéncia.

Agora, para a analise da BPV, que € muito parecida com ada HRV, os valores
de PA (geralmente sistdlica) sdo extraidos do sinal de PA pulsétil e plotados em
séries temporais (Figura 8), o que permite a avaliacdo pelas diferentes ferramentas

de analise.
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Figura 8. Imagem representativa de um sinal de PA pulsatil (esquerda). A partir
desse, pode ser construida uma série de valores sucessivos de PA sistélica, que
variam ao longo do tempo (direita), para analise da BPV. DIAS et al., 2016.

Nesse contexto, o trabalho de Ogawa et al. (2006) é muito interessante, pois
mostra a PSD da BPV em pacientes antes e durante a anestesia por anestésicos
volateis (combinacdo de sevoflurano e N20) ou intravenosos (combinagcdo de
propofol e fentanil). Os pesquisadores reportaram significante queda do
componente LF da BPV durante a anestesia, principalmente, por agentes
anestésicos volateis, enquanto HF nao foi alterado, significativamente, em ambos

0S regimes.

1.2.2 Ferramentas de Andlise da Variabilidade: Métodos Nao-Lineares

A variabilidade de parametros cardiovasculares também € bastante

estudada por métodos que avaliam dinamicas nao-lineares da PA e FC. Esses



consideram que as séries temporais ndo apresentam caracteristicas matematicas
que seguem as propriedades da linearidade (FAZAN Jr; SALGADO, 2017), pois
aquelas sdo complexas e exibem varias informacdes, originadas das interacfes
entre diversos sistemas (ACHARYA et al., 2006; SILVA, 2017). Isso resulta em
flexibilidade perante situacdes incertas (BECKERS et al., 2006) e imprevisiveis
(STEIN; REDDY, 2005),como, por exemplo, antes de eventos cardiovasculares
(GUZZETTI et al., 2005) ou durante a coativagao das duas divisdes do SNA.

Existem varias ferrametas de andlise pelo método néo-linear, entre elas a
analise simbdlica, descrita por Porta et al. (2001), que visa quantificar ritmos lentos
e rapidos relacionados com a modulagédo autonémica sob o sistema cardiovascular
(PORTA et al., 2007b; FAZAN Jr; SALGADO, 2017). Ja a entropia, que apresenta
diversas formas de avaliagdo (SEELY; MACKLEM, 2004), tem como objetivo
mostrar o grau de complexidade do sistema através da imprevisibilidade (ou
irregularidade) dos padrdes de flutuacdes presentes nas séries temporais (PORTA et
al., 2001; SHAFFER; GINSBERG,2017).

A andlise da flutuacdo destendenciada (DFA: do inglés Detrended
Fluctuation Analysis) € uma medida fractal. Fractais sédo estruturas que se repetem,
no tempo e espaco, apresentando propriedades similares as da estrutura original
em qualquer escala considerada (IVANOV et al., 1999). Dessa forma, essa analise
baseia-se na avaliacdo do comportamento e do grau de autossimilaridade (ou auto
afinidade) das flutuacdes em diferentes janelas temporais (HARDSTONE et al.,
2012; SILVA, 2017).

E, por fim, a fragmentacéo da FC (HRF: do inglés Heart Rate Fragmentation),
recentemente, descrita, € um tipo de analise simbdlica que aponta, através de uma
série de métricas, as mudancas abruptas nas séries temporais de IP. Portanto, essa
analise quantifica o padrdo de aceleracdo e desaceleracdo, isto é, o qudo

fragmentado esta o sinal da FC, batimento a batimento (COSTA et al., 2017a,b).

Entdo, considerando como um todo as informacbes aqui apresentadas,
certamente, as respostas em um modelo experimental anestesiado séo diferentes
dasobservadas enquanto acordado (VLAHAKOS et al., 1985; KANNAN et al., 1989;
HEGARTY et al., 1995; BENCZE et al., 2013). Contudo, muitos procedimentos in
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vivo necessitam de intervencéo anestésica (KRAUS, 1980; MAGGI; MELI, 1986;
SHIMOKAWA et al., 1998; KRINKE, 2000; LOGIER et al., 2010), sendo os dados
coletados na vigéncia da anestesia suscetiveis a alteracdes impostas por esse
estado, dificultando sua interpretacdo (MALJCKet al., 1961; MAUCK et al., 1961;
JANSSEN et al., 2004; FUJIWARA et al., 2007).

Hipotese e Objetivo

Portanto, nossa hip6tese foi a de que diferentes anestésicos diminuem a
HRV, BPV e a complexidade do sistema cardiovascular de ratos de formas
diferentes. A partir dela, nosso objetivo geral foi avaliar os efeitos da combinacéo
de ketamina+xilazina (KX), uretana (URE) ou isoflurano (ISO) na variabilidade dos
parametros hemodinamicos de ratos, através de ferramentas classicas e modernas,

nao invasivas, de analise da HRV e BPV.

Material e Métodos

O presente estudo resulta da analise de registros de PA, previamente,
realizados por nés, durante meu Trabalho de Conclusao de Curso. Os experimentos
gue originaram os registros de PA avaliados seguiram 0s protocolos, as normas e
0s principios éticos de experimentacdo com animais de laboratorio estabelecidos
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, adotados pela

Comisséo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,



Uiversidade de Sao Paulo (N° de Permissao 132/2017).

2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar jovens (n=30; 270 a 320g) provenientes do
Biotério Central da Prefeitura do Campus da Universidade de S&o Paulo, em
Ribeirdo Preto. Estes animais foram mantidos, em grupos de 5, em microisoladores
fechados (Alesco, Monte Mor, SP) e acondicionados em estantes com circulagéo
de ar filtrado no Biotério de Ratos do Prédio Central da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto. Estes também continham agua e racdo ad libitum em ambiente com

temperatura e umidade controlada, e ciclo claro-escuro de 12 h.

2.2 Procedimento Cirdrgico

Todos os ratos foram submetidos a cirirgia de cateterizagdo da artéria
femoral esquerda, como apresentado por Jespersen et al. (2012), e que, de forma
sucinta, consistiu em realizar uma incisao na regido inguinal do rato, sob anestesia
por KX (50 e 10 mg/kg, i.p., Agener®, Brasil), visando expor a artéria femoral para
que um cateter de polietileno, previamente preenchido com solucdo salina
isotdnica, fosse introduzido em seu interior para acesso direto da PA. No final do
procedimento, o cateter foi selado por um plug e transpassado, por via subcutanea,
até o dorso do pescoco. Os ratos receberam o analgésico cloridrato de tramadol (2
mg/kg, s.c., Agener®, Brasil) e foi aguardado um periodo de 48 h para recuperacao
cirdrgica antes da coleta de dados.

2.3 Protocolo Experimental

Para avaliacdo dos efeitos dos 3 diferentes agentes anestésicos na PA e FC,

os animais foram divididos em 3 grupos experimentais (n=10).

Apos 2 dias da cirurgia, os ratos foram levados ao laboratoério de registros e
o cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressao (ADInstruments, Sydney,

AU) acoplado a um amplificador de sinal (Bridge Amp FE221, ADIstruments, Bella
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Vista, Australia). A partir desse, o sinal foi amostrado (2 kHz) através de um sistema

de registro analdgico-digital (PowerLab 4/40, ADInstruments, Sydney, AU).

Depois de um periodo de adaptacdo ao ambiente do laboratério, foi
registrada a PAbasal dos ratos, durante 30 min, com oS mesmos acordados e com
livre movimentacdo. Entdo, sob registro continuo da PA, os ratos foram
anestesiados comKX (50 e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.), URE (1 g/kg, i.p.) ou
ISO (3-5% para inducéo e 1% para manutencdo da anestesia em ar enriquecido
com oxigénio), dependendo do grupo. Para anestesia inalatéria com ISO, o registro
precisou ser, momentaneamente, interrompido para que 0s animais fossem
colocados numa camara de inducdo anestésica. Mas, assim que o estado
anestésico fosse alcancado, o registro hemodinamico era reestabelecido. O nivel
da anestesia foi avaliado a partir do teste de pingamento da pata.

Seguido da administracdo de cada agente, o registro da PA pulsétil
permaneceu, continuamente, por mais 30 min. Por fim, apdés o término do

experimento, os ratos foram eutanasiados por sobredose de KX.

2.4 Andlise de Dados

O tempo de inducdo da anestesia para cada animal, isto é, o periodo de
transicdo do estado acordado para o estado de inconsciéncia com auséncia de
resposta ao pincamento da pata, quando o animal esta pronto para ser operado, foi

anotado.

Para o estudo da HRV e BPV, foram selecionados os trechos de 30 min que
antecederam a manipulacdo do animal e administracdo do anestésico, representando
o estado acordado; e de 30 min apds o tempo de indugéo, representando o estado
anestesiado. Vale a pena ressaltar que para evitar o registo da PA com o animal

estressado, os 10 primeiros minutos foram desconsiderados.

ApoOs essa determinacgéo, os valores de IP e PA sistélica foram extraidos por
meio do programa computacional Blood Pressure Module for LabChart
(ADInstruments, Dunedin, NZ), exportados e plotados em séries temporais de IP e

PA sistolica, respectivamente. As séries geradas foram, cuidadosamente,
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inspecionadas e os valores espurios das mesmas, oriundos de artefatos de registro,
batimentos prematuros e/ou ectopicos, foram corrigidos com o auxilio do programa

computacional PyBios, desenvolvido em nosso laboratério (SILVA et al., 2020).

Esses valores espurios das séries temporais foram corrigidos de modo semi-
automatico. O calculo da linha de base da série foi calculado por meio de uma média
movel de tamanho p. Limites (superior e inferior) foram definidos a cada ponto da
série como a linha de base *= r (fator de tolerancia). Valores fora da faixa de
tolerancia foram corrigidos por interpolacdo linear. Salientamos que a taxa de
correcdo de valores ndo excedeu 5% dos valores originais, como recomendada na
literatura (SALO et al., 2001).

A Figura 9 mostra uma captura de tela da janela utilizada para a correcao
dos artefatos, ilustrando a corre¢do da série temporal (SILVA etal., 2020). Na janela,

€ possivel visualizar quantas amostras seréo interpoladas.
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Figura 9. Tela da correcédo dos artefatos no programa PyBios. O grafico mostra o
sinal original (em preto), a curva da linha de base (em vermelho) e os dois limites

de tolerancia (em verde). Os pontos do sinal original qualificados para correcéao
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estdo destacados em azul. A curva da linha de base foi calculada por meio de uma
média movel com o tamanho da janela definido pelo usuario. Os dois limites de
tolerancia sao definidos como a curva da linha de base deslocada para cima e para

baixo em uma porcentagem também definida pelo usuario.

Assim, por meio das séries temporais divididas em (1) antes e (2) durante a
anestesia, ambas com 30 min de duracéao, e corrigidas, foi realizada a analise dos

indices de HRV e BPV também por meio do programa computacional PyBios.

No dominio do tempo, foram calculados, para a HRV, os parametros SDNN
e RMSSD do IP (ms), enquanto para a andlise da BPV foi considerado apenas o SD
dos valores médios de PA sistdlica (mmHg). Para o célculo dessas medidas, as
séries de 30 min foram segmentadas em janelas com comprimento igual a 500

valores com sobreposicao de 50% entre os segmentos.

No dominio da frequéncia, foi utilizada a andlise espectral como forma de
avaliacao da poténcia dos espectros referentes as oscilacées na HRV e na BPV.
Os valores sucessivos de IP e de PA sistolica foram reamostrados em 10 Hz por
interpolacdo cubicado do tipo spline e segmentados a cada 512 valores com
sobreposicao de 50%. Apos janelamento do tipo Hanning, os segmentos tiveram a
poténcia dos seus espectros calculados por FFTe integrados nas bandas de LF (0,2

a 0,8 Hz) ou HF (0,8 a 3 Hz). Para analise da HRV, foram consideradas as poténcias

dos espectros da FC na faixa de LF (nu) e também na faixa de HF (msz). Jaa
poténcia do espectro da PA foi considerada apenas na faixa de LF (mmHg?).

Na analise simbdlica, os valores das séries temporais de IP e PA sistélica
foramconvertidos em sequéncias de simbolos. Para isso, 0s valores das séries,
segmentados a cada 500 pontos e com sobreposicdo de 50%, foram divididos em
6 faixas homogéneas a partir dos valores maximo e minimo de cada segmento. Em
seguida, os valores foram simbolizados pela faixa em que se localizavam. Entéo,
sequéncias de 3 simbolos foram analisadas; classificadas em 4 familias: 0V
(variacbes que ndao mudam de faixa), 1V (1 variacao), 2LV (2 variagdes na mesma
direcéo) ou 2UV (2 variacdes em direcdes diferentes) (Figura 10), de acordo com o
numero de variacdes de simbolos; e quantificadas, considerando a porcentagem de
ocorréncia de cada uma (PORTA et al., 2001; GUZZETTI et al., 2005; SILVA, 2017).
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Figura 10. Imagem representativa da avaliacdo da HRV pela analise simbdlica. A
série original de intervalos RR é convertida em simbolos, sequenciados de acordo
com o nivel em que os valores estdo situados. A partir disso, sequéncias de 3
simbolos séo agrupadas em familias (0V, 1V, 2LV ou 2UV) e quantificadas com base
na taxa de ocorréncia de cada um, sendo correlacionadas com eventos de
interesse. SILVA, 2017. Adaptado de PORTA et al., 2001; GUZZETTI et al., 2005.

Quando olhamos para as sequéncias da familia OV, nota-se um padrao de
simbolos que nado varia fora de uma faixa de valores determinada, durante um
periodo de 3 batimentos cardiacos, e, portanto, associado as oscilagdes lentas
presentes na FC ou na PA. Por outro lado, quando olhamos para as sequéncias do
tipo 2UV, percebe-se um padréao simbdlico que varia muito, isto €, fora de uma faixa
de quantizacdo determinada, representando as flutuacdes rapidas no sinal de FC.
Assim, essa quantificacdo permite relacionar a presenca de cada familia com a
modulacdo autondmica cardiovascular (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017).

A entropia multiescala (MSE: do inglés Multiscale Entropy), um importante
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framework para o estudo da HRV e BPV, se relaciona, perfeitamente, com o
conceito de “complexidade”, que, nesse contexto, esta relacionado ao
comportamento irregular das séries temporais, ou seja, quanto mais imprevisiveis
séo as flutuagdes, isto €, ndo seguem um padrdo que se repete, mais complexo &
o sinal (Figura 11). Essa imprevisibilidade, resultado da influéncia de diversos
fatores sob o sistema cardiovascular, como aspectos fisioldégicos e/ou patologicos
(CASTIGLIONI et al.,, 2019), é detectada a partir do estudo da entropia em

diferentes escalas temporais, 0 que fornece o grau de informacéo do sistema.
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Figura 11. Imagem representativa do comportamento irregular das flutuacdes
contidas na série temporal, sendo o padrdo mais imprevisivel o maior grau de
complexidade, que esta relacionado com o grau de informacdo do sistema e,
portanto, a entropia. A analise pela MSE busca por padrbes de sequéncias que se
repetem (marcados em azul) na série temporal, 0s quais S80 mais previsiveis.
Compliagdo do autor. SHARMA, 2009, adaptado de OLTVAI; BARABASI, 2002;
SILVA, 2017, adaptado de COSTA et al., 2017.

Para isso, séo formadas séries (“y”) em cada escala temporal, isto €, séries

escalonadas (Figura 12), através da média de pontos consecutivos (N/7), sem
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sobreposicao, considerando o numero de escalas (1), previamente, definido, e o
numero de pontos (N) na série. A escala 1 é a propria entropia, na escala 2 é feita
a média de 2 pontos, na escala 3, feita a média de 3 pontos, e assim por diante.
Dessa forma, é feito o célculo da entropia em cada escala e, assim, investigada a

complexidade do sistema.
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Figura 12. Imagem representativa da construcdo de uma série escalonada para
avaliacdo da HRV pela MSE. Séries sdo construidas em diferentes escalas (7). Em
cada uma delas, uma série “y” é gerada a partir da média de pontos consecutivos
(N) em funcéo da escala em questdo (N/1), sem sobreposicdo. A figura demonstra

oexemplo para r=2 e 1=3, sendo “X” a série original e “y” a serie resultante. SILVA,
2017. Adaptado de COSTA et al., 2005.

No presente estudo foram geradas curvas de entropia em funcéo da escala
temporal (1=20). E interessante, inclusive, avaliar a MSE através da sua média em
determinados intervalos de escala. Portanto, a complexidade do sistema também foi

analisada em grupos de escalasde 1 a6 e 7 a 20.

Ja a avaliacdo pela DFA foi pela primeira vez descrita por Ary Goldberger
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(1991; 1996), que discorreu, de uma forma muito elegante, o comportamento
autossimilar de varios sistemas biologicos, tanto de forma estatistica quanto de
forma temporal. Isso significa que a estrututa apresenta padrbes que, quando
comparados em diferentes escalas, sdo similares aos da escala maior, isto é, a
estrutura original (GOLDBERGER, 1996; GOLDBERGER et al., 2002). Isso é bem
interessante, pois ndo s6 varias estruturas fisiolégicas funcionam dessa forma
(ABBOUD et al.,1991; WEIBEL, 1991; BASSINGTHWAIGHTE et al., 1994;
GOLDBERGER, 1997), como a rede vascular (WEST et al., 1997; CASTIGLIONI
et al.,, 2017) e neuronal, a ramificacdo de alguns feixes de conducao elétrica no
coracgao e a arvore tragueobronquica (GOLDBERGER et al., 2002), mas como isso

€ visto na prépria natureza, como no padréo das nervuras das folhas e na estrutura
dos flocos neves (Figura 13).
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Figura 13. Imagem representativa da propriedade autossimilar, relacionada a
din&mica fractal, quando a estrutura da escala menor é similar a estrutura da escala
maior. Essa caracteristica € comum na natureza, ocorrendo tanto no sinal de FC
qgquanto nas nervuras das folhas e até na estrutura dos flocos de neve.
OPPENHEIMER, 1986; GOLDBERGER, 1996.

Essa caracteristica autossimilar esta relacionada com a dindmica fractal e as
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flutuacOes presentes nessa dinamica séo representadas por meio de uma equacao
que segue uma lei de poténcia (EKE et al., 2002; SILVA, 2017) e, por isso,
apresenta um expoente, denominado a, que reflete o grau de correlacdo das

flutuagOes entre as diferentes janelas temporais.

Como o indice fractal pode ser avaliado em diferentes janelas temporais, 0
expoente a € chamado de expoente de escala e se for analisado nas em janelas
curtas, geralmente, é conhecido como expoente de curto alcance. Se for analisado

em janelas longas, normalmente, é conhecido como expoente de longo alcance.

Por ser um método recente, a literatura ainda € limitada, porém, observou-
se que as séries de IP em individuos saudaveis possuem estrutura fractal com
expoente bem préximo de 1.0. Neste valor, a relagdo de escala entre as flutuacoes
da FC e o tamanho do intervalo de tempo considerado é, exatamente, de 1 para 1.
Portanto, essa condicdo €, usualmente, entendida como a maxima estrutura fractal
da série. Qualquer desvio deste valor (maior ou menor que 1), pode ser considerado

como perda de estrutura fractal (SILVA, 2017).

Para a avaliacdo, o software calculou a série acumulada pelo processo
chamado de mapeamento da DFA (Figura 14), o qual facilita a visualizacdo da
dindmica fractal da série. Logo apds, essa foi fragmentada em janelas de tamanho
“n”, sem sobreposi¢do,onde, em cada uma, uma reta segue a tendéncia dos
valores, que depende da série acumulada e da série original. A partir da diferenca
entre a reta de tendéncia e a série acumulada, foi formada a série acumulada
destendenciada, na qual aplica-se a raiz quadratica média para obter as
informacdes sobre o grau de correlacéo das flutuacBes da série entre cada janela

(SILVA et al., 2015).
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Figura 14. Imagem representativa do mapeamento da DFA para avaliacdo da HRV.
O sinal original é transformado em uma série acumulada, onde é possivel observar
as propriedades fractais da série. Apdés 0 mapeamento, essa € destendenciada
para revelar o grau de correlacdo das flutuagbes entre janelas de tamanho “n”.
SILVA, 2017.

Para a andlise da HRV através dessa ferramenta, alguns estudos sugerem
gue a série tenha, pelo menos, 8.000 pontos (PENG et al., 2000), porém nao existe
um nuamero de janelas padronizado (SILVA, 2017). Portanto, foram utilizadas séries
contendo mais que 8.000 pontos e scaling range (n)=5-15 e 100-1000 para analise
da DFA em séries de IP, apenas.

Por fim, o dltimo método de avaliacdo da HRV realizado no nosso estudo foi
a andlise da HRF. Descrita por Costa et al. (2017a), essa abordagem visa identificar
variagcbes abruptas de aceleracdo e desaceleracdo (ou vice-versa) entre oS
intervalos RR ou IP consecutivos, batimento a batimento, as quais formam um perfil
de reversao (transicao entre aceleracéo e desaceleracao na FC) no sinal de FC
(COSTA et al., 2017b; COSTA et al., 2018).

Essa reversdao forma pontos de inflexdo na série temporal, o que
corresponde a HRF. De acordo com Costa et al. (2017a) e Costa e Goldberger
(2019), matematicamente, quanto maior o niumero de pontos de inflexdo, mais

fragmentada a série esté e, portanto, tem um padrdo menos fluente.

Além disso, um outro ponto importante é a frequéncia em que as transi¢oes
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acontecem. Embora os ritmos oscilatérios rapidos estejam relacionados a
modulacdo parassimpatica sob o coracdo (ANGELONE; COULTER, 1964,
HIRSCH; BISHOP, 1981), os padrbes de reversdo acontecem em um ritmo ainda
mais rapido que os associados a RSA (MAKIKALLIO et al., 1999; DOMITROVICH;
STEIN, 2002; STEIN, 2002; WIKLUND et al., 2008; COSTA etal., 2017a, b; COSTA
et al., 2018;COSTA; GOLDBERGER, 2019).

Dessa forma, como essas mudancas ultrarrdpidas na FC nao estéo ligadas
a modulacdo vagal cardiaca natural, sdo chamadas de anormais ou erraticas
(COSTA et al., 2017a) e esses ritmos séo, claramente, observados durante certas
condicBes. Costa et al. (2018), um dos grupos mais ativos nessa area, mostrou o
aumento de ritmos fragmentados no sinal de FC em pacientes com doenca arterial
coronariana quando comparado com o de individuos saudaveis (Figura 15).
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Figura 15. Imagem representativa do padrdo de reversao nas séries temporais de
um individuo saudavel durante o sono (acima) e de um paciente com doenca arterial
coronariana (abaixo), cujo sinal de FC € muito mais fragmentado quando comparado
com o primeiro. COSTA et al., 2018.

Para essa andlise, cujo processo também é uma andlise simbdlica, o



software mapeou as mudancas de aceleracdo e desaceleracdo na série de IP,
sendo esses valores transformados em simbolos (ou palavras) e agrupados em
sequéncias com 4 palavras (W: word). Se a sequéncia apresenta 1 ponto de
inflexdo, ela pertence ao grupo W1, se apresenta 2 pontos de inflexdo, ao grupo
W2 e 3 pontos de inflexdo, ao W3. Quando ndo ha transicdo de um simbolo para
outro, ou seja, nao existe ponto de inflexdo, a sequéncia pertence ao grupo WO.
Apds essa categorizacdo dos grupos de palavras, foi obtida a porcentagem de
ocorréncia de cada grupo (COSTA et al., 2017 a,b).

2.5 Andlise Estatistica
Para a analise estatistica tanto dos valores médios de IP e PA sistélica quanto
dos métodos utilizados para a avaliagdo da HRV e BPV, foi utilizado o teste T para
amostras pareadas, visando comparar as diferencas entre as condicfes antes e
depois, isto €, estado “acordado” e “anestesiado” dentro de cada grupo (KX, URE
ou 1SO). Quando a distribuicéo dos valores nao era considerada normal, aplicou-se
0 teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Foi considerado significAncia estatistica

guando p<0,05. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média.

Resultados e Discussdao

A anestesia geral é um estado que envolve grandes perturbagdes
hemodinamicas (DUKE; TROSKY, 1980; OHSUMI et al., 1989; GALLETLY et al.,
1994;KOMATSU et al., 1995; ZICKMANN et al., 1996; HUANG et al., 1997; AKINE
et al., 2001; FUJIWARA et al., 2007). Assim, mesmo que combinados com outros
agentes farmacologicos para minimizar esse impacto, os anestésicos, certamente,

afetam o controle do sistema cardiovascular (WELLINGTON et al., 2013).

No nosso trabalho, nds padronizamos, segundo Flecknell et al. (2015) e
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Flecknell e Thomas (2015), as doses utilizadas para cada agente anestésico
estudado, assim como a via de administracao e o trecho considerado para analise,
ja que, geralmente, o estado de anestesia provocado por KX tem duracdo de,

aproximadamente, 30 min.

Frequentemente, a aplicacdo de KX, em ratos, é feita através de uma Unica
injecdo intraperitoneal (in bolus). No entanto, como outros investigadores (VAN
PELT, 1977; GREEN, 1981, 1982; SMITH, 1993; FLECKNELL, 1996), nés notamos
que a profundidade da anestesia €, de certa forma, variavel entre os animais do
grupo, podendo acontecer de uma dose nado ser suficiente para atingir o estado

anestésico cirargico em alguns ratos.

Quando o estado anestesiado ndo era alcancado apés a fase de inducéo,
verificado através da auséncia do reflexo de retirada da pata perante estimulo
nocivo, era aplicada uma dose adicional menor (~1/2 da dose inicial). Varios fatores
podem contribuir para essa variabilidade individual, entre eles fatores metabdlicos,

ambientais, idade e sexo dos animais (STRUCK et al., 2011).

Também consideramos o periodo de 48 h apds a cirurgia para registro direto
da PA como margem de recuperacdo completa dos efeitos de KX, mesmo que
encontrado, em alguns estudos com condi¢cdes semelhantes, recuperacdo dos
parametros hemodinamicos entre 100 a 210 min ap0s a administracdo desse
anestésico (PICOLLO et al., 2012; KUMAR; CLOVER, 2015).

O modelo experimental selecionado foi o rato, um dos animais mais utilizados
para pesquisa em varios laboratérios mundo a fora, pois fornece diversas
vantagens, entre elas o facil manuseio e acesso a diversos indices biologicos
(KRAUS, 1980; KRINKE, 2000; FLECKNELL et al., 2015).

E, por fim, a escolha dos agentes anestésicos se deve ao fato de serem,
regularmente, utilizados em varios procedimentos cirlrgicos, tanto na pratica clinica
guanto na pesquisa experimental (MAGGI; MELI, 1986; ALBRECHT et al., 2014;
REDFORS et al., 2014; KUMAR; CLOVER, 2015).

A ketamina € bem conhecida por ser um agente anestésico antagonista, nao

competitivo, do receptor ionotropico NMDA (ANIS et al., 1983), com uma ampla
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gama de efeitos, entre eles, catalepsia (rigidez muscular), analgesia, amnésia,
imobilidade (AZIZ; MARTIN, 1978; BRANSON, 2001; PLUMB, 2005, 2011), hipnose
(em doses menores) (SUMITRA et al., 2004; REDFORS et al., 2014; DAMIAN;
HERLICH, 2015), inconsciéncia (em doses maiores) (SLEIGH et al., 2014) e,
também, efeitos cardioexcitatérios (BARRIGON et al., 1982).

Levando isso em conta, a ketamina €, geralmente, um anestésico adjunto,
usado em combinagdo com outros agentes farmacoldgicos, principalmente, os
agonistas de receptores a» adrenérgicos, como a detomidina, medetomidina,
xilazina(SCHWARTZ; CLARK, 1998) e clonidina (GREENE; THURMON, 1988),
caracteristicos por proporcionarem varios efeitos, entre eles, sedacéo, analgesia
(DE SARRO et al.,, 1987) e notavel relaxamento muscular (WIXSON, 1997;
BUITRAGO et al., 2008; BARLETTA et al., 2011), além de diminuirem as alteracdes
cardiovasculares adversas causadas pela ketamina (MOENS; FARGETTON,
1990).

Portanto, a combinagdo KX €, frequentemente, escolhida, principalmente, em
experimentos com roedores (BUITRAGO et al., 2008). E muito utilizada para
cirurgias (SMILER et al., 1990) e para estudo da funcdo cardiaca em pequeno
animais, através de ecocardiografia (PLANTE et al., 2006), pois gera um estado de

anestesia, moderadamente, profundo e seguro (GAERTNER et al., 2008).

A anestesia por URE é bastante duradoura (MAGGI; MELI, 1986), ja sendo
observado um efeito de mais de 8 h de duracédo (LINCOLN et al., 1973). Essa é
uma dasrazdes pela qual esse anestésico €, na maioria das vezes, escolhido para
procedimentos laboratoriais de longa duracao (FIELD et al., 1993), onde os dados
séo coletados sob efeito da anestesia.

Também, além de ser um potente relaxante muscular, o anestésico URE,
segundo alguns trabalhos realizados em ratos, parece preservar, em doses
cirdrgicas, a neurotransmissdao em algumas estruturas subcorticais (ANGEL,
UNWIN, 1970) e apresentar um menor efeito depressor na atividade cerebral,
gquando comparado com outros anestésicos (LINCOLN, 1969). Ademais,
dependendo da via de administracdo, URE parece ndo apresentar grande influéncia
no sistema cardiovascular (GONSENHAUSER et al., 1985; CLEMENT et al., 2008;



FLECKNELL; THOMAS, 2015; GIROUX et al., 2015).

Logo, alguns estudos consideram sensata a escolha por URE em
experimentos agudos ou cronicos (EL-MAS; ABDEL-RAHMAN, 1997; WANGER et
al., 2013), quando o objetivo é investigar tanto respostas autonémicas reflexas
(SOLLMAN, 1949; BARNES; ELTHERINGTON, 1964; STROBEL; WOLLMAN,
1969; SEVERS et al.,, 1981) quanto a liberacdo de neurotransmissores, em
particular, 0 GABA (MAGGI; MELI, 1986).

Entretanto, € recomendado ao pesquisador o uso de instrumentos de
protecdo durante o manuseio do anestésico, assim como ndo permitir a
recuperacédo do animal de experimentacao sob efeito de URE, pois esse apresenta
propriedades carcinogénicas (FLECKNELL; THOMAS, 2015).

Ja4 o0s agentes inalatérios, em concentracbes anestésicas, sao muito
conhecidos por atuarem na neurotransmissao inibitéria mediada por glicina e,
especialmente, por GABA. Para isso, eles agem de varias formas como, por
exemplo,potencializando a abertura dos receptores pds-sinapticos GABAérgicos
(FRANKS, 2008; KOPP LUGLI et al., 2009), permitindo a entrada de ions CI na
célula (efeito hiperpolarizante). Assim, interferem na excitabilidade neuronal
(JONES et al., 1992; JONES; HARRISON, 1993; UHRIG et al., 2014) e provocam
efeitos como neurodepressdo (FRANKS, 2006, 2008) e inconsciéncia (BAI et al.,

1999), caracteristicos da acdo dos anestésicos gerais.

Um dos mais conhecidos € o ISO (CHUNG et al., 2013), anestésico volatil
da familia dos halogenados, muito bem documentado na literatura e, comumente,
escolhido em diversas praticas cirirgicas, tanto em humanos como em animais
(FLECKNELL, 2009). Isso se deve as suas diversas vantagens (BERG-JOHNSEN;
LANGMOEN, 1992), como o facil ajuste do nivel da anestesia (GARGIULO et al.,
2012), além da rapida inducédo e recuperagdo da mesma (TSUKAMOTO et al.,
2016). Alids, como é eliminado do organismo sem passar pelo processo de
biotransformacao (FLECKNELL; THOMAS, 2015), ISO é uma boa opcao para
estudos metabalicos e toxicologicos (EGER, 1981).

Assim, apesar do efeito depressor, dose-dependente, dos anestésicos
inalatorios no sistema cardiovascular (FLECKNELL, 2009; FLECKNELL et al.,
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2015), eles parecem interferir menos que alguns agentes injetaveis.

Diante disso, a escolha do anestésico geral € um importante fator a ser
considerado, pois esse afeta, sobremaneira, o0 sistema nervoso, alterando a
modulacao dos parametros hemodinamicos (DONCHIN et al., 1985; LATSON et al.,
1992; HOWELL et al., 1995; ZICKMANN et al., 1996; NAKATSUKA et al., 2002).

A avaliacdo da HRV e da BPV é uma ferramenta segura e ndo-invasiva para
acessar a regulacdo autondmica cardiovascular (AKSELROD et al., 1981,
MALLIANI et al., 1991; VAN RAVENSWAALL ARTS et al., 1993; LOGIER et al.,
2016) em diversas condicdes, como, por exemplo, durante a anestesia. Porém, a
experiéncia sobre a modulacdo autonémica durante esse estado ainda € limitada

guando se trata de animais, e em especial, de roedores.

Nesse sentido, nosso trabalho tem a intencéo de contribuir para o estudo dos
efeitos de 3 agentes anestésicos (KX, URE ou ISO) na regulacdo autonémica
cardiovascular, em ratos, através da analise da HRV e BPV por meio de ferramentas
lineares tradicionais (dominio do tempo e andlise espectral) e ndo-lineares (anélise
simbdlica, MSE, DFA e HRF), pois essas informacfes estdo em falta na literatura,

principalmente, em relacdo aos métodos nao-lineares, propostos recentemente.

3.1 Tempo de Indugdo da Anestesia

A figura 16 representa os valores médios do tempo de inducdo daanestesia
por cada agente anestésico estudado (KX, URE ou ISO). Podemos notar que ISO é
0 que apresenta menor tempo para indu¢cdo anestésica. Em seguida, observou-se

URE e, por ultimo, KX, com o0 maior tempo de inducéo.
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Figura 16. Valores médios do tempo de inducéo (s) da anestesia pelos agentes

anestésicos KX, URE ou ISO. KX: ketamina+xilazina, URE: uretana, ISO: isoflurano.

No que diz respeito a I1SO, € bastante conhecido o seu rapido tempo de
inducdo, além de um curto e seguro periodo de recuperacdo da anestesia
(SUCKOW et al., 2005). Quanto a URE, sua rapida inducédo anestésica, quando
administrado pela rota intraperitoneal, também foi citada no trabalho de Maggi e
Meli (1986). Ja o estudo de Picollo et al. (2012) demonstrou que, apos a
administracdo de KX em ratos Wistar, também por via intraperitoneal, o estado
anestesiado foi atingido somente por volta de 10 min. Esse tempo é préximo do
encontrado por Kumar e Clover (2015), que observaram um periodo de,
aproximadamente, 6 min, com uma dose de anestésico um pouco maior e em ratos

da linhagem Fisher.

3.2 Pardmetros Hemodinamicos: PA e FC

Os tracados representativos da Figura 17 representam os efeitos nos
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parametros hemodinamicos PA (mmHg) e FC (bpm), causados pela anestesia por

KX, URE ou ISO. Cada tracado equivale ao registro de um rato de cada grupo.

O primeiro trecho visualizado sdo os 30 min antes da aplicacdo do
anestésico. A flecha sinaliza o momento da manipulacéo do animal e administracao
da anestesia. O trecho seguinte representa 0 momento de indugcdo e manutencgao
da anestesia até o final do experimento. Destaca-se que, para inducao de ISO, o
registro foi interrompido em raz&do do deslocamento do animal até a camara

anestésica para inducao da anestesia, momento representado pela lacuna.
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A Figura 18 mostra os valores médios de PA sistdlica (mmHg) e IP (ms), do
estado “acordado” para o “anestesiado”. Vale ressaltar aqui que optamos por
apresentar os resultados dessa maneira, pois notamos uma consideravel
variabilidade nas respostas entre individuos do mesmo grupo anestésico. Ou seja,
consideramos importante apresentar os resultados individuais, além dos valores

meédios por grupo.

Podemos observar que a anestesia por KX levou a uma marcante

hipertenséo e bradicardia prolongada (aumento do IP).

Durante a anestesia por URE os valores de PA nao foram alterados, porém

foi verificada uma taquicardia duradoura (queda nos valores de IP).

Por fim, sob anestesia geral por ISO, ocorreu uma leve hipotensdo sem
alteracéo dos valores de FC até o final do experimento.
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Figura 18. Valores individuais (linhas finas) e médios (linhas grossas) de PA sistélica
(mmHg) e IP (ms) antes (ACORD) e durante (ANEST) a anestesia por KX, URE e
ISSO em ratos. NS: nao significativo. Valor de p: comparacdo acordado vs

anestesiado.



Aketamina é um agente anestésico conhecido por atuar estimulando osistema
cardiovascular (BARRIGON et al., 1982). Nesse sentido, entre diversas sugestdes
de mecanismos por tras do seu efeito, existem as mudangas na sensibilidade a
peptideos vasoconstritores enddgenos (GRATTON et al., 1995), aumento da
liberacdo de catecolaminas (VIRTUE et al., 1967) e de renina (TANAKA;
PETTINGER, 1974), além da atenuacdo do barorreflexo (DOWDY; KAYA, 1968;
McGRATH et al., 1975).

Ademais, ja é certo que a ketamina atua, em especial, promovendo o
aumento do simpético (TRABER; WILSON, 1969; SCHWARTZ; HORWITZ, 1975).
Assim, quandousada sozinha em diversas espécies, pode proporcionar hipertenséo
e aumento da funcéo cardiaca (DOMINO et al., 1965; McCARTHY et al., 1965).

Entdo, para controlar os efeitos excitatorios da ketamina no sistema
circulatério, esse anestésico é combinado, na pratica experimental, geralmente,
com a xilazina, também conhecida por atuar no SNA, porém diminuindo a regulacao
simpética (ANTONACCIO et al., 1973). Dessa forma, mesmo visto um inicial e
rapido aumento da PA durante anestesia por xilazina em alguns estudos, notou-
se um efeito de hipotensdo prolongada logo em seguida, em conjunto com uma
bradicardia e queda da funcao cardiaca (KRONEBERG et a., 1967; CLARK; HALL,
1969).

Outros autores também demonstraram que a combinagdo desses dois
agentes anestésicos permeia o equilibrio entre a estimulacdo e depressdo do
sistema cardiovascular (SUMITRA et al. 2004). Levando isso em conta, podemos
sugerir, de acordo com Rand et al. (1996), que o aumento da regulacédo vagal
resultante do efeito da xilazina pode ser uma das razbes para a queda da FC
observada no nosso trabalho, apos a administracédo de KX. J4 em relacdo a PA,

parece que o efeito excitatério provocado pela ketamina foi predominante.

Aléem disso, sabe-se que durante o estado de anestesia, os reflexos
autondmicos, entre eles o barorreflexo, sdo, marcadamente, atenuados (BENCZE
et al., 2013). Entretanto, mesmo que ndo tenhamos analisado medidas

relacionadas ao barorreflexo, ndo descartamos a ideia de que parte da resposta

40



bradicardica induzida por essa anestesia possa ter participacdo, em um certo nivel,

desse mecanismo de controle.

No entanto, é importante destacar aqui que mesmo com o retorno da PA aos
valores basais nos ultimos minutos do registro, a FC permaneceu baixa. Tendo isso
em vista, gostariamos de explorar, propriamente, o comportamento do barorreflexo
durante a anestesia por KX em trabalhos futuros, pois, embora seja uma questao
discutida, o conhecimento concreto dos efeitos dessa combinacdo anestésica sob

esse mecanismo reflexo ainda é limitado.

O anestésico URE é conhecido por ndo influenciar,acentuadamente, as
respostas reflexas cardiovasculares (ALBRECHT; DAVIDOWA, 1989;
DRINGENBERG; VANDERWOLF, 1995). Por outro lado, Carruba et al. (1987),
assim como Maggi e Meli (1986), descrevem que esse anestésico estd associado
a elevados niveis circulatérios de adrenalina e noradrenalina decorrente,
possivelmente, de uma ativacdo do simpatico, o que nos permite pensar que o
aumento acentuado da FC observado durante a anestesia por URE pode ser em
raz&o desses efeitos.

Outros fatores importantes que devem ser considerados sdo a via de
administracdo e a dose utilizada, pois conferem importante efeito no sistema
nervosoe, por conseguinte, nos parametros cardiovasculares. Em relacdo ao
anestésico URE, a via intraperitoneal €, comumente, escolhida para proporcionar
um nivel confidvel de sedacéao cirtrgica, sendo a dose 1,2-1,5 g/kg uma das mais
usadas em ratos (MORONI et al.,, 1981; HAMSTRA et al.,, 1984). Um estudo
realizado por Armstrong et al. (1982) mostrou que em varias espécies, como o rato,
este intervalo de dose promove ativacdo do simpatico, resultando no aumento de

catecolaminas.

No entanto, Altura e Weinberg (1979) também observaram que durante
anestesia por URE, em altas doses, pode ocorrer uma inibicdo parcial na

permeabilidade da membrana vascular, o que interfere, de forma negativa, na

~ . - 2+ . ~
contracao vascular derivada da mobilidade de Ca , resultando em hipotensao.

Nosso estudo € o primeiro a demonstrar que a taquicardia induzida por URE

ndo € acompanhada por alteracdes na PA. Futuros estudos sdo necessarios para
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avaliar os possiveis mecanismos envolvidos, como por exemplo, testar a hipétese
deque esse agente anestésico aumenta a regulacdo simpatica, elevando a FC,
enguanto atua nos receptores endoteliais, controlando o tonus vascular e mantendo
a PA.

Por fim, ISO é conhecido por ser um agente vasodilatador e capaz de
influenciar a PA (ALBRECHT et al., 2014). No nosso estudo foi observado um
estado de hipotensao leve, ao contrario dos dados encontrados por Eger (1984) e
Erhardt et al. (2012), que sugeriram que a reducdo da resisténcia vascular

provocada pelo anestésico poderia ocasionar hipotenséo severa.

O efeito vasodilatador de ISO é bem documentado (KAZAMA,; IKEDA, 1988).
Alguns pesquisadores tém atribuido esse resultado a diversos fatores, como a sua

acao inibitoria sobre a mobilidade de Ca”" nas artérias de resisténcia (AKATA et al.,
2003) ou a sua capacidade de hiperpolarizacéo das células em vasos de resisténcia
e condutancia (STEKIEL et al., 2001).

Quanto a FC, n06s ndo observamos mudangas, diferente do que foi
demonstrado por Plante et al. (2006), que observaram alteracdo do débito cardiaco,
acompanhada por um pequeno aumento da FC durante a anestesia por ISO quando
comparado com os efeitos causados pela anestesia por KX em ratos Wistar
saudaveis. Esses autores concluem que esses agentes anestésicos possam
apresentar uma forma singular de influenciar na mobilidade de Ca?* nos

cardiomidcitos, por exemplo, e, assim, alterar a funcao miocardica nesses animais.

Portanto, de acordo com os trabalhos analisados, ISO é um agente
vasodilatador, que, geralmente, propicia leve hipotensdo. No entanto, assim como
no estudo citado, Albrecht et al. (2014) demonstraram um pequeno quadro de
taquicardia, possivelmente, devido, entre outros motivos, a acéo vasodilatadora do
anestésico. Porém, no nosso trabalho, a FC néo foi alterada durante os 30 minutos
analisados, 0 que nos permite pensar que ISO afeta pouco os parametros
cardiovasculares sendo, talvez, o anestésico mais adequado para estudos

hemodinamicos sob anestesia.
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3.3 HRV e BPV no Dominio do Tempo

A Figura 19 mostra os valores médios dos indices de HRV e BPV no dominio
do tempo, do estado “acordado” para o “anestesiado”’. S&o apresentadas as
medidas SDNN e RMSSD, do IP e, SD, dos valores de PA sistdlica.

Podemos observar que durante a anestesia por qualquer dos 3 agentes
anestésicos utilizados, o SDNN €, marcadamente, menor. Os valores de RMSSD
também sdo menores sob anestesia por KX, URE ou ISO. A variabilidade total da PA

foi bastante reduzida pela anestesia por KX ou por URE, mas néo por I1SO.
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Figura 19. Valores individuais (linhas finas) e médios (linhas grossas) do SDNN e
RMSSD do IP (acima e centro) e do SD da PA sistélica (abaixo) antes (ACORD)
e durante (ANEST) a anestesia por KX, URE ou ISO em ratos. NS: nao

significativo. Valor de p: comparagéo acordado vs anestesiado.
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Considerado um dos métodos mais utilizados para analise da HRV e BPV,
desde a década de 60 (BILLMAN, 2011), os principais indices de variabilidade no
dominio do tempo s&o parametros estatisticos das séries temporais, como o SD
dos valores de IP (neste caso chamado de SDNN) e da PA sistélica (KLEIGER et
al., 1987; ERNST, 2017) e o RMSSD (BERNTSON et al., 2005), calculado apenas
nas séries de IP. Ainda que sejam medidas simples de serem obtidas, oferecem

interpretagdes fisioldgicas muito relevantes.

O SDNN e o SD sao indices de variabilidade total (VAN RAVENSWAALL
ARTS et al., 1993; TASK FORCE, 1996; SCHIPKE et al., 1999) da FC e da PA,
respectivamente, e refletem, de forma geral, todos os fatores que contribuem para
as oscilacoes nesses sinais dentro da janela temporal estudada. (SHAFFER et al.,
2014). O SDNN avaliado em janelas temporais curtas (5 a 15 min em humanos)
mostra forte correlacdo com a modulacdo autonémica do coracédo (TASK FORCE,
1996), sendo este reduzido em diversas condi¢des clinicas que ha disautonomia,

como o diabetes, hipertenséo arterial, insuficiéncia cardiaca, entre outras.

O RMSSD é conhecido por representar a modulacdo parassimpatica
cardiaca (EWING et al., 1984; KLEIGER et al., 1992; PORGES; BYRNE, 1992,
TASK FORCE, 1996; ZICKMANN et al., 1996; BERNTSON et al., 2005).

e Portanto:

a) Todos os agentes anestésicos avaliados diminuiram a variabilidade total da FC e da
PA, com excecao de ISO, que nao alterou o SD da PA sistdlica. Isso sugere uma
grande influéncia da anestesia na diminuicdo da modulacdo, principalmente,

autondmica do sistema cardiovascular;

b) Quanto as diferencas entre sucessivos valores de IP (RMSSD), os 3 agentes
anestésicos atenuaram esse parametro, o que permite sugerir, de uma forma geral,
que a modulacdo vagal sob o coracdo foi deprimida, praticamente, da mesma
forma, durante a anestesia por KX, URE ou ISO.

Considerando como um todo, nossos resultados mostram que,
praticamente todos 0s agentes anestésicos reduziram a variabilidade total do

sistema cardiovascular. Além disso, todos diminuiram a modula¢do vagal sob o



coracéo.

3.4 Andlise Espectral (IP e PA sistdlica)

A Figura 20 mostra os valores médios da PSD da HRV nas faixas de LF (nu)
e HF (ms?) frequéncia, bem como da PSD da BPV na faixa de LF (mmHg?), do

estado “acordado” para o “anestesiado”.

Podemos observar que durante a anestesia por KX ou URE, mas nao por
ISO, o espectro do IP em LF é bastante reduzido. Mas, € digno de nota que, embora
a média dos valores da PSD da HRV na faixa LF néo tenha sofrido alteracdo pela
anestesia por ISO, quando sdo observados os valores individuais notamos uma
grande variabilidade na resposta entre os ratos do grupo. Na banda de HF, o
espectro do IP foi reduzido pelos 3 agentes anestésicos estudados. A PSD da BPV
na faixa de LF apresentou o0 mesmo comportamento que a da HRV, ou seja, uma
gueda dos valores durante anestesia por KX ou URE e uma grande dispersao das
respostas individuais durante a anestesia por ISO, de modo que a média do grupo

nao se alterou com esse efeito.
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Figura 20. Valores individuais (linhas finas) e médios (linhas grossas) da poténcia do
espectro da HRV nas faixas de LF (nu) e HF (ms?) (acima e centro) e da BPV na
faixa de LF (mmHg?) (abaixo), antes (ACORD) e durante (ANEST) a anestesia com
KX, URE ou ISO. NS: nao significativo. P: comparacao acordado vs anestesiado.



Desde o trabalho de Akselrod et al. (1981), a analise das oscilacdes ritmicas
na FC através do dominio da frequéncia, em especial pela analise espectral, tem
sido muito utilizada como uma importante ferramenta linear de avaliagdo da
modulacdo autonémica sob o coragdo (PORTA et al., 2007a). A partir disso,
diversos estudos associam a amplitude dos componentes senoidais dos espectros
em determinadas faixas de frequéncia, especificamente, a modulacéo do simpatico

e/ou do parassimpatico sob o sistema cardiovascular.

A PSD quantificada na banda de LF guarda intima relagdo com uma
oscilacdo intrinseca da PA, também chamada de ondas de Mayer, que ocorre a
cada 10 s (0,1Hz), em seres humanos adultos (ROSENBLUETH; SIMEONE, 1934,
AKSELROD et al., 1985; COOKE et al., 1999; FURLAN et al., 2000; KAMIYA et
al., 2005, SHAFFER et al., 2014) e a cada 2,5 s (0,4Hz), em ratos (BROWN et al.,
1994; BERTRAM et al., 2000).

Dessa forma, a faixa de LF reflete, principalmente, as flutuacdes lentas nela
contidas, associadas, especialmente, a modulacdo simpatica cardiovascular
(CERUTTI et al., 1991; BROWN et al., 1994; ZICKMANN et al., 1996; JULIEN,
2006; YOSHIMOTO et al., 2011), principalmente, quando se refere a poténcia do
espectro da PA nessa faixa de frequéncia. Ou seja, esta bem correlacionada com
a modulacao simpética sob os vasos, possivelmente, devido a precaria inervacao
parassimpatica na rede vascular, exibindo, assim, baixa interferéncia da modulagéo
vagal (PARATI et al., 1995).

No entanto, tem sido descrito que, durante ocasiées em que a frequéncia
respiratoria € lenta, ritmos oscilatérios originarios da modulacdo parassimpatica
podem permear a poténcia espectral da HRV na faixa de LF (AHMED et al., 1982;
TILLER et al., 1996; LEHRER et al., 2003), o que torna a interpretacao fisiologica
um pouco mais complexa (AKSELROD, 1981; RANDALL et al., 1991; FAZAN Jr;
SALGADO, 2017).

Contudo, é bem aceito que a poténcia dos espectros da HRV e da BPV em
LF &, em especial, um indicador da modulacédo simpatica sob o coracdo e vasos
(ZICKMANN et al., 1996). Em situacbes nas quais a regulacdo simpatica é

aumentada, como no teste de inclinagdo ortostatica (tilt-test), as flutuagdes ritmicas
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na faixa de LF sédo predominantes (TASK FORCE, 1996). Nesse mesmo sentido,
Porta et al. (2007a) demonstraram que, quando representado de forma normalizada,
esse componente € um 6timo parametro para avaliacdo, principalmente, da

modulacdo simpética sob o coracao.

Por outro lado, a poténcia das flutuacdes rapidas no espectro da FC (na faixa
de HF) estdo associadas aos efeitos da respiragdo na FC através do vago
(NAKATSUKA et al., 2002). As oscilagbes ocorrem na frequéncia da atividade
respiratéria, sendo o pico do espectro encontrado proximo a 0,3 Hz, em humanos
(FLEISHER, 1996), e entre 1 e 2 Hz, em ratos (HARKNESS; WAGNER, 1993).

Assim, a faixa de HF € chamada de respiratory band (SHAFFER et al., 2014),
ondeas oscilagdes correspondem, exclusivamente, a modulagcado parassimpatica
cardiaca (AKSELROD et al., 1981; AKSELROD et al., 1985; KANAYA et al., 2003;
FAZAN Jr; SALGADO, 2017). Essa relacdo pode ser notada pela reducdo das
oscilacbes ritmicas na faixa de HF em condicbes em que a regulacédo
parassimpatica esta diminuida, como durante a apneia do sono (NAKATSUKA et
al., 2002).

e Portanto:

a) Os agentes anestésicos KX ou URE diminuiram a poténcia dos ritmos oscilatorios
lentos tanto da FC quanto da PA. Isso indica que esses agentes anestésicos
reduziram a modulacdo simpdtica tanto para o coragdo quanto para 0S vasos.
Entretanto, o 1SO foi o Unico anestésico que, embora pareca nao alterar a
poténcia espectral nessa faixa de frequéncia, obteve, dentro do grupo, tanto
aumento como diminuicdo desse componente na andlise da HRV e da BPV, o
gue nao permite, apenas com estes dados, afirmar qual o efeito de 1SO sob a

modulacdo simpética cardiovascular;

b) Por outro lado, todos os agentes anestésicos diminuiram a poténcia dos ritmos
oscilatorios da FC na banda de HF, sugerindo que a modulacédo parassimpatica
cardiaca, isto €, a regulacéo vagal sob a FC, foi reduzida durante a anestesia por
KX, URE ou ISO.

Vale a pena lembrar que todos os agentes anestésicos também reduziram a
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variavel RMSSD, medida do dominio do tempo que, como HF, esta associada a
modulacdo vagal sob o coracdo. No entanto, a correlacdo entre esses dois
parametros ainda ndo é um consenso (MINWANG; HUANG, 2012). Enquanto Gil et
al. (2010) propuseram que o RMSSD né&o pode ser comparado com HF, alguns
trabalhos sugeriram que essas duas medidas podem ser melhor correlacionadas
em condi¢cdes mais especificas (BERNTSON et al.,, 2005; MINWANG; HUANG,
2012), como durante o repouso em posi¢ao supina (BALOCCHI et al., 2006).

Além disso, é importante destacar que a apresentacdo dos indices LF (nu) e
HF (ms?) permite a visualizagc&o da dinamica autondémica, ja que LF também reflete
a modulacdo cardiaca pelo componente vagal e HF representa a modulacéo
parassimpatica somente. Em outros termos, um indice complementa o outro
(PORTA et al., 2007Db).

Considerando como um todo, nossos resultados mostram que 0s agentes
anestésicos diminuiram a modulacdo parassimpatica sob o coracdo. No entanto,
apenas KX ou URE possuem um efeito atenuador claro da modulacdo simpatica sob

0 sistema cardiovascular.

3.5Andlise Simbdlica

A Figura 21 mostra os valores médios dos indices da andlise simbdlica,

proposta por Porta et al. (2001), do estado “acordado” para o “anestesiado”.

Podemos observar que todos o0s agentes anestésicos reduziram,
marcadamente, a taxa de ocorréncia da familia OV nas séries de PA sistdlica. Ja
nas séries de IP, durante a anestesia por ISO, ndo houve alteracdo significativa na
ocorréncia de sequéncias do tipo 0V, ao contrario da anestesia por KX ou URE,

gue, notavelmente, diminuiu a taxa de incidéncia dessa familia.

Quanto a taxa de ocorréncia de sequéncias do tipo 2UV nas séries de IP,
URE foi o Unico agente anestésico que ndo alterou a taxa de incidéncia dessa familia.
Esta, por outro lado, foi bem reduzida durante a anestesia por ISO e aumentada por
KX.
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Desde a primeira vez que foi proposta, por Porta et al. (2001), a analise da
dindmica simbdlica tem sido utilizada em diversos trabalhos (Porta et al., 2007b;
Tobaldini et al., 2009) com a intencao de superar limitacdes de outros métodos de
estudo e obter mais informag6es sobre a modulagéo autonémica cardiovascular em
diferentes condi¢cbes, como durante interferéncias farmacoldgicas, ou prever

eventos cardiovasculares, como arritmias mais graves (GUZZETTI et al., 2005).

Por ser uma abordagem né&o-linear, a analise simbdlica considera que as
flutuacbes, que influenciam os sinais cardiovasculares, sejam originadas de
diferentesmecanismos fisioldgicos que conversam entre si, tornando o sistema
complexo, ndohomogéneo e imprevisivel (GOLDBERGER, 1991, 1996).

Perante situacdes instaveis e de baixa variabilidade, como no nosso estudo
devido a intervencdo anestésica, a investigacdo da HRV e BPV pelos métodos
tradicionais fornece informacdes limitadas em relacdo a modulacdo autonémica
cardiovascular. Nesse contexto, os métodos nédo-lineares sdo uma forma de
complementar a leitura dos resultados obtidos (MALLIANI et al., 1991; VOSS et al.,
1996; WESSEL et al., 2000; MAESTRI et al., 2007; CYSARZ et al., 2013).

Paraisso, estudos sugerem algumas interpretacoes fisioldgicas relacionadas
com a taxa de ocorréncia das familias, as quais permitem identificar a propor¢éo de
diversas flutuagdes ritmicas na FC e PA durante todo o periodo analisado
(GUZZETTI et al., 2005; SILVA, 2017).

Baseado no estudo de Porta et al. (2007b), quando realizado o tilt-test para
avaliar a regulacéo neural cardiovascular, pdde-se perceber que a porcentagem de
incidéncia dos indices simbdlicos 0V e 2UV se correlacionavam muito bem com os

ritmos oscilatérios simpaticos e parassimpaticos, respectivamente.

Isso visto que, como as sequéncias 0V apresentam simbolos
(correspondentesaos valores de IP ou PA sistolica) que ndo variam fora de uma
faixa de valores determinada, durante 3 batimentos cardiacos, esse padréao
simbdlico representa as flutuacdes lentas ou de baixa frequéncia presentes na FC

ou na PA, associadas a modulacdo simpética sob o sistema cardiovascular.

Ja as sequéncias 2UV apresentam simbolos que variam fora de uma faixa
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de quantizacdo determinada, durante 3 batimentos cardiacos, isto €, séo
sequéncias que oscilam bastante nesse periodo, sendo, assim, um padréao simbolico
que representa as flutuacdes rapidas ou de alta frequéncia na FC, relacionadas a
modulacdo parassimpética cardiaca (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017).

Consequentemente, pode-se sugerir que quanto maior o numero de
sequéncias do tipo OV, maior é a modulacao simpatica cardiovascular. Do mesmo
modo, é possivel dizer que quanto maior o numero de sequéncias da familia 2UV,
maior € a modulagcdo vagal cardiaca (PORTA et al., 2007b; TOBALDINI et al.,
2009).

e Portanto:

a) Todos os agentes anestésicos estudados reduziram, expressivamente, a taxa de
ocorréncia da familia OV nas séries de PA sistdlica, indicando diminuicdo das
oscilacbes de baixa frequéncia associadas a modulacdo simpatica sob a PA.
Pensando em uma possivel associacdo com os resultados observados na
andlise espectral da BPV, KX ou URE apresentam comportamentos parecidos e,
portanto, em sintonia nas duas abordagens, ja que a poténcia espectral na faixa

de LF também esta relacionada com a regulacdo simpatica sob os vasos;

Nas séries de IP, a anestesia por KX ou URE também reduziu a incidéncia de
sequéncias do tipo 0OV. Entretanto, ISO foi 0 Unico agente anestésico a manter
essa medida, o que implica na conservacdo das oscilacdes lentas da FC e,

assim, na preservacéao da regulacédo simpatica sob a FC;

b) A proporcdo das sequéncias do tipo 2UV foi diferente dependendo do agente
anestésico estudado. O Unico anestésico que manteve as flutuacbes de ritmo
rapido nas séries de IP, provenientes da modulac¢do vagal sob o coracéo, foi
URE, enquanto a anestesia por ISO provocou uma diminuicdo e por KX um

aumento da regulacéo parassimpatica sob a FC.

Quando comparado com a analise espectral, ISO foi 0 Unico agente
anestésicoque reduziu tanto a porcentagem de ocorréncia de sequéncia do tipo
2UV quanto a PSD na faixa de HF, ambos indices da modulacdo parassimpatica,

enquanto a correspondéncia nao acontece para KX, que apresentou
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comportamentos opostos quando considerados os dois parametros.

Considerando como um todo, nossos resultados mostram que os agentes
anestésicos KX ou URE atenuaram os ritmos lentos tanto da HRV quanto da BPV,
0s quais derivam da modulacdo simpética sob o sistema cardiovascular. Ja a
anestesia por 1ISO diminuiu os ritmos rapidos da HRV, enquanto que a anestesia
por URE parece ter preservado essas oscilagdes, associadas a modulacdo vagal

sob o coracéao.

3.6 Entropia Multiescala

As Figuras 22 A e B mostram as curvas de entropia amostral nos estados
“acordado” e “anestesiado”, variando ao longo das escalas 1-20 nas séries de IP
(HRV) e PA sistdlica (BPV). Ja os graficos de linha representam os valores médios
da entropia amostral, do estado “acordado” para o “anestesiado”, variando ao longo
das escalas curtas (1-6) e longas (7-20) nas séries de IP (HRV) e de PA sistolica
(BPV).

Quando olhamos para intervalos especificos, notamos que a anestesia por
KX ou URE (essa de uma forma um pouco mais suave em relacdo aquela) reduziu
a entropia nas escalas de 1-6, sendo a anestesia por ISO a Unica que néo alterou

essa medida nas escalas curtas das séries de IP.

Considerando as séries de valores de PA sistélica, a entropia nas escalas de
1-6 é deprimida, especialmente, pela anestesia por KX e, de uma forma mais leve,
por ISO, sendo a anestesia por URE a Unica que manteve essa medida nas escalas

curtas.

Em relacéo a entropia nos intervalos de 7-20, todos os agentes anestésicos
diminuiram essa medida nas séries de IP, assim como nas de PA sistélica, o que

€ visto, principalmente, durante a anestesia induzida por KX.
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p: comparacao acordado vs anestesiado.
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Embora o conceito de entropia tenha surgido no século XIX (NAKAZATO et
al., 2012), a sua analise em diferentes escalas temporais foi proposta, somente, no
comeco dos anos 2000, por Costa et al. (2002). Essa abordagem é importante, pois
detecta flutuacdes irregulares independentemente das escalas, isto é, revelam
informacBes sobre a dindmica regulatéria presente em diversas magnitudes
temporais encontradas nos sinais complexos, como a respiracdo, FC e a PA
sistémica (GOLDBERGER, 1996).

Uma das medidas de entropia mais importantes é a SampEn ou entropia
amostral (RICHMAN; MOORMAN, 2000). Entretanto, essa medida isolada nem
sempre reflete a complexidade dos sistemas biolégicos e fisicos, a qual involve uma
interacdo harmonica, mas ndo perfeita, entre diversos sinais fisioldgicos, revelando

propriedades em diferentes escalas espaciais e temporais.

Consequentemente, para um olhar mais apropriado, a MSE foi sugerida como
melhor método nesse sentido (COSTA et al., 2005), baseando-se na analise
estatistica dos valores de SampEn em multiplas escalas (SILVA et al., 2016; SILVA,
2017). Dessa forma, a curva de entropia em funcdo da escala temporal reflete

melhor a complexidade do sinal avaliado (SILVA et al., 2015).
e Portanto:

a) O uso dos agentes anestésicos, notadamente, provocou, ao longo das escalas,
uma diferenca entre os perfis de curva de entropia dos estados “acordado” e
“anestesiado”, tanto na analise da HRV quanto da BPV. De forma geral, todos
0s anestésicos, em especial KX, diminuiram a entropia nos sinais de FC e PA e,

consequentemente, a complexidade do sistema cardiovascular;

b) De forma mais singular, quando se trata das escalas curtas (1-6): O anestésico
KX foi o Unico que reduziu a entropia, tanto da HRV quanto da BPV, nessas
escalas. Ja URE diminuiu o grau de entropia apenas do sinal de FC e I1SO, do
sinal de PA. Portanto, KX foi o anestésico que mais afetou a complexidade
cardiovascular, deixando as séries de IP e PA sistdlica mais previsiveis/regulares
e menos complexas, ocasionando perda de informacéo nos sinais de FC e PA,

respectivamente;
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c) Levando em conta as escalas longas (7-20): Todos os agentes anestésicos
diminuiram a entropia da HRV e da BPV. Em especial, novamente, KX, que
parece ter sido o anestésico que mais reduziu a complexidade nas escalas
maiores. Entre os 3 agentes, URE parece ter, relativamente, alterado menos a

imprevisibilidade/irregularidade das séries de PA sistélica nessas escalas.

Tendo em mente que as flutuagbes no sistema cardiovascular ocorrem
independentemente do tamanho das escalas, quando esse principio fisiolégico é
perturbado por algum fator, por exemplo, pela acdo dos anestésicos, esse disturbio
pode provocar uma desorganizacao na propriedade nao-linear do sistema como um
todo. Isso pode afetar a HRV e BPV de diferentes formas, por exemplo causando a
predominéancia de flutuacdes em escalas especificas, ao invés de mdltiplas, o que
éuma consequéncia da perda de complexidade do sistema. Esse delicado cenario
surge pela quebra da interacéo entre os diferentes mecanismos fisioldgicos e reduz
a capacidade de regulacdo do sistema cardiovascular e, portanto, de adaptacao
perante as mudangas no ambiente (SILVA etal., 2016).

Considerando como um todo, nossos resultados mostram que o
comportamento da resposta é muito parecido entre 0s agentes anestésicos
estudados e que héa diferenca entre o perfil da curva de entropia nos estados
“acordado” e “anestesiado”, tanto na andlise da HRV quanto da BPV,
particularmente, nas escalas temporais longas e, especialmente, durante a
anestesia por KX. Nesse sentido, podemos reconhecer que 0s agentes anestésicos

reduziram, acentuadamente, a complexidade do sistema cardiovascular.

3.7 Andlise de Flutuagoes Destendenciadas

A Figura 23 mostra os valores médios dos espectros dos expoentes de
escala da DFA nas janelas curtas (5-15) e longas (100-1000) nas séries de IP, do

estado “acordado” para o “anestesiado”.

Podemos observar que todos os agentes anestésicos reduziram a DFA nas

janelas curtas e aumentaram essa medida nas janelas longas.
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Além da MSE, muitos autores reconhecem que a DFA é uma das
ferramentasndo-lineares mais expressivas na avaliacdo da HRV (PENG et al.,
1994; VOSS et al., 2009). Relacionada as andlises de flutuagdes propostas ha mais
de 50 anos (BRYCE; SPRAGUE, 2012), a DFA é uma abordagem muito
engenhosa, pois, por ser uma medida fractal, leva em conta a dindmica autossimilar
do sinal de FC (GOLDBERGER et al., 2000; CASTIGLIONI et al., 2011) durante
todo o periodo avaliado (SILVA, 2017) e em mdltiplas escalas (IVANOV et al., 1999;
CASTIGLIONI et al., 2011), permitindo quantificar o grau de correlacao das flutuacdes
em diferentes janelas (autossimilaridade), através da analise do espectro de

diferentes expoentes de escala.

NOs analisamos 2 expoentes de escala para avaliar as dindmicas fractais
nas séries de IP. O que é dado pelo primeiro expoente € o grau de correlacao das
flutuacBes entre as janelas curtas ou a curto prazo. Ja o segundo determina o grau
de correlacdo das flutuacbes entre as janelas longas ou a longo prazo
(CASTIGLIONI et al., 2011; SILVA, 2017). Ambos revelam a estrutura fractal das
séries de IP, porém olhando para janelas de tamanhos diferentes.

e Portanto:

a) Todos os agentes anestésicos alteraram, acentuadamente, a dindmica fractal
das flutuacdes nas séries de IP analisadas nas janelas curtas e longas. Essa
mudanca na complexidade do sistema pode refletir um desarranjo na regulacéo
cardiovascular pelos mecanismos fisiologicos, em especial, pela modulacdo

autondmica;

b) Particularmente, considerando as flutuacdes nos intervalos 5<n<15: Todos o0s
agentes anestésicos reduziram o espectro do expoente de escala a curto alcance,
praticamente, da mesma forma. Consequentemente, isso pode representar uma

reducdo da autossimilaridade das flutuacdes entre as escalas curtas;

c) Por outro lado, olhando para as flutuacdes nas escalas de 100=sn<1000: Todos
0S agentes anestésicos aumentaram o espectro do expoente de escala a longo
alcance, possivelmente, da mesma maneira. Esse efeito também indica perda

da propriedade de autossimilaridade.
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Como mencionado anteriormente, foi visto que o valor de a igual ou bem
proximo de 1 representa estrutura fractal maxima da série, isto é, a condicdo
saudavel. Podemos observar isso através do estado “acordado”. Porém, durante a
anestesia, o valor de a sofre um acentuado desvio (maior ou menor que 1), o que
caracteriza a perda da propriedade fractal da série e, portanto, da complexidade do

sistema.

A avaliacdo pela DFA é complementar a andlise pela MSE. A correlacdo
entre esses métodos ainda € recente e a extrapolagdo para uma interpretacao
fisiologica é, relativamente, complicada. Estudos pioneiros tém procurado
correlagcdes entre a modulacdo autondmica e os indices fractais em diferentes
magnitudes temporais (FADEL et al., 2004; SILVA et al., 2016), mas essa rela¢ao

ainda nao é robusta.

Atualmente, € aceito que as medidas de complexidade, como a MSE e a
DFA,fornecem informacfes importantes a respeito da regulacdo do sistema como
um todo,sem, necessariamente, estar relacionada com mecanismos fisiolégicos
especificos. Sendo assim, a importancia destas medidas esta associada ao seu

valor diagndsticoe progndstico em diversas situacoes.

Por fim, é importante salientar que a divisdo do espectro de expoentes da DFA
em 2 ou mais janelas temporais €, geralmente, arbitraria (SILVA, 2017) diferente de
como acontece na divisdo das escalas na analise da MSE. As janelas temporais de

maior significAncia em cada situacdo pode variar e isso é, atualmente, uma
limitacdo desta anéalise (CASTIGLIONI et al., 2011; SILVA et al., 2016).

Considerando como um todo, nossos resultados mostram que todos o0s
agentes anestésicos estudados alteraram, de forma proeminente, a dinamica

fractal e, portanto, diminuiram a complexidade do sistema cardiovascular.

3.8 Fragmentacgdo da Frequéncia Cardiaca

A Figura 24 mostra os valores médios do PIP e dos grupos WO, W1, W2 e

W3 nas séries de IP, do estado “acordado” para o estado “anestesiado”.
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Podemos observar que a anestesia por KX ou URE néo alterou o PIP, sendo
ISO o0 Unico agente anestésico que interferiu neste parametro, reduzindo,

acentuadamente, a quantidade de pontos de inflexdo nas séries de IP.

Além disso, ISO também foi o Unico agente anestésico que alterou a
porcentagem de ocorréncia de todos os grupos de palavras, aumentando WO e,

principalmente, W1 e diminuindo, marcadamente, tanto o grupo W2 quanto o W3.

No entanto, a porcentagem de ocorréncia de W3 também foi reduzida
durante a anestesia por URE, mas de uma forma mais leve quando comparada com
ISSO
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Figura 24. Valores individuais (linas finas) e médios (linhas grossas) da PIP e
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Embora o estudo de padrdes fragmentados ja tenha sido descrito ha pouco
mais de 100 anos, porém nomeado de forma diferente (LEWIS, 1920; GEIGER;
GOERNER, 1945; FRIEDMAN, 1956; BINKLEY et al., 1995), a analise da HRF é a
ferramenta mais, recentemente, descrita em termos de avaliacdo da HRV.

Mesmo assim, existem alguns trabalhos ja demonstrando a aplicabilidade da
avaliacdo da HRF em condic0es fisiopatoldgicas. Costa et al. (2017b)demonstraram
um sinal de FC mais fragmentado em pacientes com doenga arterial coronariana
avancada, quando comparado com individuos saudaveis. Também reportaram
aumento da fragmentacao total nas séries de intervalos RR com o envelhecimento,

tanto em individuos saudaveis como naqueles com a doenca cardiovascular.

Assim, é uma outra opcao de analise que promete esclarecimentos muito
importantes (GOLDBERGER et al., 2002; GUZZETTI et al., 2015; MARTIN et al.,
2016), tanto na pratica clinica como na experimental, em diversas condic¢des, entre
elas situacdes de eventos cardiovasculares (COSTA et al., 2018), doencgas, bem
como em processos naturais como o envelhecimento (COSTA; GOLDBERGER,
2019).

e Portanto:

a) O anestésico ISO foi 0 Unico agente que alterou o PIP, diminuindo, notadamente,
0 numero de pontos de inflexdo nas séries de IP, refletindo a perda de mudancas

abruptas sinal de FC;

Embora seu significado fisiol6gico ndo seja claro, o PIP é considerado um indice
de fragmentacdo total da série, quantificando o quéo fragmentada ela esta.
Desse modo, enquanto a anesteisa por KX ou URE preservou essa caracteristica
do sinal, a anestesia por ISO causou uma forte queda na fragmentacéo da FC, o
gue sugere que esse agente anestésico atue em mecanismos fisioldgicos

responsaveis pela génese da fragmentacédo da FC (COSTA et al., 2017a);

b) Para os grupos de palavras W0, W1, W2 e W3, KX foi 0 Gnico anestésico que nao
alterou a porcentagem de ocorréncia de nenhum dos grupos de palavras e que
parece nao interferir na HRF. JA& URE afetou apenas a ocorréncia de sequéncias

do grupo W3, diminuindo a porcentagem desse grupo (que contém 3 pontos de
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inflexdo). De acordo com Costa et al. (2017a), quanto maior o numero de pontos
de inflexdo em um grupo de palavras, maior o padrdo de fragmentac&do. Assim,
a anestesia por URE reduziu a taxa de ocorréncia dos padroes mais

fragmentados, porém parece nao influenciar, acentuadamente, na HRF.

Por fim, em sintonia com os achados do PIP, a anestesia por ISO reduziu a
porcentagem de sequéncias do grupo de palavras mais fragmentadas (W2 e W3) e
aumentou a porcentagem de sequéncias do grupo mais fluente (W0e W1), o que

indica atenuagao dos ritmos anormais presentes no sinal de FC.

Como um meétodo de estudo proposto recentemente, as interepretacdes
fisiologicas dos mecanismos da HRF ainda sdo especulativas (COSTA et al., 2018).
Entretanto, alguns estudos sugerem que a HRF €, fortemente, relacionada com a
regulacdo autonémica cardiaca (DA SILVA et al.,, 2021) e ocorre em razéo de
diversos fatores, como o desarranjo dos componentes autondmicos (COSTA et al.,
2017a,b) e a perda da complexidade caracteristica da rede de interacdo entre multi-

sistemas que controlam o batimento cardiaco (COSTA et al., 2018).

Além disso, tem sido proposto que anormalidades eletrofisiologicas
intrinsecas dos cardiomiécitos (GEIGER; GOERNER, 1945; BINKLEY et al., 1995;
JALIFE, 2013), o que pode proporcionar instabilidade sino-atrial e distirbios no
mecanismo barorreflexo, também podem influenciar na HRF (COSTA et al., 2017a,;
COSTA et al., 2018).

Quanto a relacéo entre os indices de HRF e os outros da anélise da HRV,
atualmente, os estudos sugerem nao haver uma conexdao solida entre os grupos de
palavras, sem a classificacdo do tipo de transicao, e as outras medidas, supondo

que o PIP e os grupos de palavras adicionam informacdes diferentes para a analise.

Portanto, embora existam varias hipoteses permeando a HRF e um
background ainda nebuloso, ja se sabe que esses padrbes estdo associados com
um fendmeno ritmico atipico, ndo-respiratorio. Assim, a analise desses tipos de
variacdo da FC pode fornecer informacfes complementares (DA SILVA et al.,
2021) sobre a integridade da dindmica entre diferentes mecanismos, tanto
neuroanatdmicos quanto eletrofisiolégicos (COSTA et al., 2017a), que controlam a

HRYV, os quais séo alterados pela anestesia.
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Entdo, considerando como um todo, nossos resultados mostram que a
anestesia por ISO diminuiu, sobremaneira, a HRF, enquanto a anestesia por KX ou

URE possuem um efeito nulo ou minimo sob esse fenémeno.

Sumario e Conclusdo

Nosso estudo reforca que os agentes anestésicos exibem uma acéo
depressora sob o sistema cardiovascular de ratos, mas com a novidade do uso de
métodos classicos (lineares) e também modernos (ndo-lineares) para analisar 0s
efeitos da KX, URE ou ISO na variabilidade e complexidade presente nos sinais de
FC e PA. Esses 3 anestésicos sdo muito utilizados na maioria dos laboratoérios ao
redor do mundo, porém a experiéncia em relacao aos seus efeitos nesse fenébmeno

e na complexidade cardiovascular ainda € muito limitada.

Podemos observar que, praticamente, todos os agentes anestésicos
reduziram a variabilidade total do sistema cardiovascular. As analises lineares
mostraram que todos os anestésicos atenuaram a modulacdo parassimpatica
cardiaca. Apenas KX ou URE possuem um efeito depressor claro na regulagéo do

simpatico sob o sistema cardiovascular.

Ao encontro desta, a analise simbdlica mostrou que KX ou URE diminuiram
a modulacdo simpatica cardiaca. Além disso, todos 0s agentes anestésicos
deprimiram a regulacdo do simpatico sob os vasos, enquanto URE foi o Unico

anestésico que manteve a ocorréncia dos ritmos rapidos na HRV.

A medida de entropia foi reduzida por todos os agentes anestésicos, em
especial por KX e, particularmente, nas escalas temporais longas, diminuindo,
portanto, a complexidade do sistema cardiovascular. E, ao encontro desta, a
avaliacdo pela DFA mostrou que todos o0s anestésicos alteraram,
proeminentemente, a dindmica fractal do sistema cardiovascular e, portanto, sua

complexidade.
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E, por fim, o agente anestésico ISO atenuou, acentuadamente, a HRF,
enquanto KX ou URE possuem um efeito nulo ou minimo sob esse fenédmeno

cardiaco.

Assim, nossos resultados confirmaram a nossa hipotese de que diferentes
anestésicos diminuem a HRV, BPV e a complexidade do sistema cardiovascular de
ratos de formas diferentes. Podemos sugerir que ISO parece ser 0 agente
anestésico que menos interferiu nesses parametros, embora tenha sido o que,

claramente, mais alterou a fragmentacao no sinal de FC.

A partir disso, podemos sugerir a ideia de que a HRF possa apresentar um
componente ndo-autondémico muito forte que pode ser afetado pelo ISO, ou que o0
agente anestésico possa atuar, diretamente, no coragdo. Dessa forma, embora ISO
seja identificado como o agente com menor efeito depressor cardiaco entre os 3
anestésicos estudados, salientamos que se tenha cautela ao coletar dados durante

a anestesia.

Ja KX parece ser 0 agente anestésico que mais influenciou os niveis basais,
bem como os indices da HRV e da BPV. Nés sugerimos que esse anestésico € o
menos indicado para estudos que avaliam variaveis hemodinamicas e/ou controle
autonébmico cardiovascular. Ressaltamos que se tenha muita atencdo a

interpretacdo de variaveis cardiovasculares coletadas sob anestesia por KX.

E, por fim, URE que, embora recomendado para estudos que avaliam
parametros cardiovasculares, também é um agente anestésico que influencia,
consideravelmente, na HRV e BPV de ratos. A anestesia por URE alterou,
praticamente, todas as medidas analisadas, porém de uma maneira menos

poderosa quando comparado com KX.

Assim, considerando todos 0s nossos resultados, acreditamos que ISO seja
0 anestésico que menos influencia o sistema cardiovascular e sua modulacéo,

enquanto KX parece ser o que mais interfere.

Concluimos reforcando que a escolha do anestésico utilizado no protocolo
experimental é de extrema importancia para facilitar e assegurar a interpretacao

dos dados coletados sob vigéncia da anestesia.
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