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VIEIRA, M. A. D. Analise da funcao barorreflexa e parametros cardiovasculares
avaliados pela cateterizagao de diferentes artérias em ratos nao anestesiados.
2021. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2021.

Resumo

A medida direta da pressao arterial (PA) pela cateterizagdo oclusiva de artérias
periféricas € um procedimento comum em laboratérios de fisiologia cardiovascular. No
entanto, fatores como isquemia, inflamacdo e/ou dor podem comprometer a
interpretacdo de dados coletados, principalmente em animais ndo anestesiados. No
presente estudo, avaliamos parametros hemodinamicos, variabilidade da frequéncia
cardiaca, da presséao arterial e fungcdo barorreflexa em ratos com cateterizacdo de
diferentes artérias. Foram selecionados registros basais de PA de estudos prévios do
laboratorio realizados por meio de cateteres implantados na a. femoral (N=10),
carodtida (N=9) ou por cateterizagdo ndo oclusiva da aorta abdominal (N=13). Séries
de valores de intervalo de pulso (IP) e PA sist6lica foram geradas para cada grupo de
registros e utilizadas para calculo de indices de variabilidade desses parametros, bem
como para avaliagao da fungao barorreflexa pela técnica da sequéncia e por analise
espectral cruzada. Os ratos com cateter na carétida foram taquicardiacos (392118
bpm) comparados aqueles com cateter na a. femoral (358+11 bpm) ou aorta
abdominal (343£10 bpm). A PA sistdlica foi maior nos animais com cateter na a.
femoral (126x3 mmHg) em relagao aos outros grupos (12313 mmHg, carétida; 1133
mmHg, aorta abdominal). A variabilidade do IP nos dominios do tempo e frequéncia,
bem como a entropia amostral, foram semelhantes entre os grupos, no entanto, o
espectro da PA mostrou um aumento na poténcia das oscilagdes de baixa frequéncia
nos animais com cateter na a. femoral (6,9+1,1 mmHg?) em relagcdo aos demais
grupos (3,2+0,5 e 2,9+0,5 mmHg?). A analise simbdlica dos valores de PA mostrou
aumento na incidéncia dos padrées de 1V (4512 %) em comparagdo com 0s animais
cateterizados na aorta (3612 %). Os animais com cateter na a. femoral apresentaram
menor sensibilidade do barorreflexo (0,9+0,06 ms/mmHg) do que aqueles
cateterizados através da aorta abdominal (1,3+0,06 ms/mmHg). A analise espectral
cruzada mostrou resultados semelhantes a técnica da sequéncia para avaliagao do
barorreflexo. Dessa forma, podemos sugerir que a cateterizagéo oclusiva, tanto da a.
femoral, como da carétida levam a um desbalanco autonémico com preponderancia
simpatica e a uma disfung¢ao o barorreflexo. Entao, € importante considerar o potencial
o potencial efeito oclusao arterial na interpretacdao de dados.

Palavras chave: isquemia; variabilidade da frequéncia cardiaca; sistema nervoso
autbnomo; barorreflexo.
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Abstract

Direct measurement of arterial pressure (AP) by occlusive catheterization of peripheral
arteries is a common procedure in cardiovascular physiology laboratories. However,
factors such as ischemia, inflammation and/or pain can affect the interpretation of
collected data, especially in unanesthetized animals. In the present study, we
evaluated hemodynamics, heart rate and blood pressure variability, as well as
baroreflex function in rats with catheterization of different arteries. Baseline AP
recordings from previous studies performed in our laboratory through catheters in
femoral artery (N=10), carotid (N=9) or by non-occlusive catheterization of the
abdominal aorta (N=13). Series of pulse interval (Pl) and systolic AP values were
generated for each group of recordings and used to calculate the variability indices of
these parameters, as well as to assess the baroreflex function by the sequence
technique and by cross-spectral analysis. Rats with catheter in the carotid were
tachycardiac (392+18 bpm) compared to those with catheter in femoral artery (358+11
bpm) or abdominal aorta (343£10 bpm). Systolic AP was higher in animals with a
catheter into femoral artery (1263 mmHg) as compared to the other groups (1233
mmHg, carotid; 1133 mmHg, abdominal aorta). The variability of Pl in the time and
frequency domains, as well as the sample entropy, were similar among the groups,
however, the AP spectra showed an increased power of low frequency oscillations in
animals with catheter into femoral artery (6.9+1.1 mmHg?) as compared to the other
groups (3.2£0.5 and 2.9+0.5 mmHg?). Symbolic analysis of BP values showed an
increase in the incidence of 1V patterns (452 %) compared to animals catheterized
in the aorta (362 %). Animals with catheters into femoral artery had lower baroreflex
sensitivity (0.9+0.06 ms/mmHg) than those catheterized through the abdominal aorta
(1.3£0.06 ms/mmHg). Cross spectral analysis showed similar results than the
sequence technique. Our study suggests that occlusive catheterization of femoral
artery, as well as carotid, lead to an autonomic unbalance (with sympathetic
predominance) and baroreflex dysfunction in awake rats. Therefore, it is important to
consider the potential effect of arterial occlusion in data interpretation.

Keywords: ischemia; heart rate variability; autonomic nervous system; baroreflex.
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Capitulo 1. Introdugdo
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A medida direta da presséao arterial (PA) em ratos, tanto anestesiados como
nao anestesiados, talvez seja o procedimento mais comumente utilizado em estudos
que envolvem o sistema cardiovascular. Portanto, a cateterizagcdo de artérias em
animais de experimentagdo, com consequente obstrugao do fluxo sanguineo destas,
€ um procedimento extremamente frequente. Entretanto, a isquemia tecidual e a
resposta inflamatdria envolvida nesses procedimentos, tem potencial para interferir
sobremaneira nas respostas observadas nesses estudos.

As artérias mais utilizadas para medida direta da PA em ratos sdo a artéria
femoral e a cardtida. A isquemia tecidual provocada pela obstrucdo dessas artérias
pode influenciar, de modo distinto, a fisiologia “normal” do sistema cardiovascular. A
isquemia de uma grande massa de tecido muscular esquelético (pata posterior)
decorrente da obstrugcdo da artéria femoral leva a mudancgas teciduais locais, com
acumulo de fatores que podem atuar sistemicamente sobre a fungao cardiaca e
vascular. Ademais, a resposta inflamatdria que acontece no tecido isquémico também
pode afetar diversos aspectos da fisiologia cardiovascular.

A interagdo mutua entre o sistema imune e o sistema nervoso autbnomo (SNA)
€ algo bem estabelecido na literatura e tém sido alvo de interesse da comunidade
cientifica. O sistema imunolégico é capaz de modular a atividade autonémica tanto
em condigdes fisiolégicas como patologicas. Desse modo, a inflamagao pode ser um
possivel mediador de alteragbes no balango autondmico, justificando que as
repercussdes cardiovasculares da cateterizagdo da artéria femoral sejam avaliadas
de forma pormenorizada (MARTELLI; FARMER; YAO, 2016; SANTOS-ALMEIDA et
al., 2017). De fato, estudos distintos sugerem que o aumento dos niveis circulantes
de mediadores pro-inflamatérios esta intimamente relacionado com o aumento da
atividade simpatica (HELWIG et al., 2008; NIIJIMA et al., 1991), com a diminui¢do da
sensibilidade barorreflexa (TAKAGISHI et al., 2010) e com a reducéao da variabilidade
da frequéncia cardiaca (HRV) (FAIRCHILD et al., 2009). Por fim, é importante destacar
que, em experimentos realizados em animais nao anestesiados, fendmenos algésicos
decorrentes da isquemia/inflamacado da pata do animal podem também afetar o
balango autondmico do organismo, afetando parametros cardiovasculares coletados
nesses animais (OLIVEIRA et al., 2012).

No caso especifico da cardtida, anastomoses bastantes eficientes na circulagéao
cerebral protegem o tecido nervoso central da isquemia decorrente da obstrugao

dessa artéria que tem papel importante na irrigagao sanguinea do encéfalo (NICOLAU



Introducado 15

et al., 2001; POLYCARPOU et al., 2016). Entretanto, a cateterizagdo de uma artéria
carétida comum certamente acarreta um certo grau de isquemia central, o que
também pode afetar sobremaneira a modulacdo neural do coracdo e dos vasos
sanguineos. Além disso, a desativacdo dos barorreceptores localizados no seio
carotideo, decorrente da obstrugdo do fluxo sanguineo, também pode comprometer a
funcao barorreflexa arterial, afetando a modulacdo autondmica cardiovascular.

Em meados da década de 1960, um método de cateterizacao cronica da aorta
abdominal foi desenvolvido por James Weeks e Julie Jones (WEEKS; JONES, 1960).
Nesse método tubos de polietileno, sdo implantados permanentemente na aorta sem
que haja a obstru¢ao do fluxo sanguineo arterial, permitindo medidas rotineiras diretas
da PA em ratos ndo anestesiados por longos periodos (semanas ou meses). No
entanto, além de permitir o registro direto da PA por varias semanas, essa
cateterizagao crénica ndo-oclusiva da aorta abdominal evita, ou minimiza de maneira
importante, os efeitos deletérios da isquemia tecidual que ocorre com a cateterizacao
oclusiva de artérias periféricas. Entdo, apesar de ser uma metodologia que requer um
procedimento cirurgico mais complexo, apds o periodo de recuperagao adequado, 0s
ratos tém condicdes de “saude” superiores aquelas apresentadas por animais com
cateterizagao tanto da artéria femoral, como da carétida comum (LESTAGE et al.,
1985; WEEKS; JONES, 1960).
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Figura 1 - llustragdo da técnica cirurgica de cateterizagado nao oclusiva da artéria aorta
abdominal (Adaptado de Bengis,1978).

1.1 Controle autonémico do sistema cardiovascular

O miocardio exerce sua agao como bomba devido a ativagcao espontanea de
células especializadas que exibem certa ritmicidade. As células do né sinoatrial (NSA),
nod atrioventricular (NAV), e o sistema de His-Purkinje sdo células auto excitaveis
capazes de iniciar espontaneamente potenciais de agao sem qualquer estimulo neural
ou hormonal (GORDAN et al., 2015).

As células do NSA estdo situadas em torno da desembocadura da cava
superior no atrio direito sendo responsaveis pela génese da atividade elétrica
cardiaca, atuando como marcapasso do coragdao. A quantidade de batimentos
cardiacos por minuto (FC) é dada pela frequéncia de disparo espontanea das células
do NSA. Desse modo, o estimulo elétrico que parte do NSA se propaga através dos
atrios, promovendo a sistole atrial e alcanga os ventriculos através do NAV e sistema
de His-Purkinje, levando a sistole ventricular (SHAFFER et al., 2014).
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Figura 2 - (A) llustragdo de um corte sagital do coragéo, evidenciando o sistema
gerador e condutor de potencias de agao. (B) Registro de eletrocardiograma (ECG)
do potencial elétrico cardiaco e o intervalo entre dois batimentos (intervalo RR)
(Adaptado de Shaffer et al. (2014).

Apesar da propriedade intrinseca do coragao em gerar potenciais de acéo para
ativar suas células, é através do SNA que ocorre o principal mecanismo de regulagao
da atividade cardiaca. De acordo com diferengas anatémicas e funcionas préprias, o
SNA ¢ dividido em divisdo simpatica e parassimpatica, responsaveis por modular a
descarga espontanea das células marcapasso. Dessa forma, a ritmicidade existente
nas células marcapasso, passa a apresentar irregularidades temporais entre os
batimentos, os quais refletem a flutuagdo causada pela modulagdo autondmica
cardiaca. Em condigdes fisioldgicas essa regulagao existe com a finalidade de adaptar
o trabalho cardiaco, de maneira rapida, as necessidades metabdlicas do organismo
(SHAFFER et al., 2014).

No coragao, o simpatico modula a atividade cardiovascular principalmente

através do neurotransmissor norepinefrina (Nor), que se liga a receptores 1-
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adrenérgicos acoplados a proteina G estimulatéria, presentes no NSA, NAV, atrios e
ventriculos. Essa ligacdo promove a ativagdo da enzima adenilato ciclase (AC),
responsavel por converter trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc). O AMPc tem a fungdo de ativar a proteina quinase
dependente de AMPc (PKA), a qual fosforila proteinas especificas de canais idnicos.
Desse modo, a influéncia da Nor no cronotropismo se da por meio do aumento da taxa
de disparos do NSA através do aumento do influxo de ions de sddio e calcio, reduzindo
a velocidade da despolarizagao diastdlica lenta (DDL) dos cardiomiocitos. Na fase de
repolarizacao, tanto no NSA quanto no NAV a Nor promove aumento da corrente de
potassio (Ik) com consequente redugao do periodo refratario relativo. No entanto, além
de efeitos no cronotropismo, a Nor provoca também o aumento da forga de contracao
(inotropismo positivo) através da fosforilagdo da proteina troponina C e a estimulagao
de enzimas que participam na recaptagdo do calcio sarcoplasmatico (SERCA)
(GORDAN et al., 2015; SHAFFER et al., 2014).

O parassimpatico tem sua acao efetora através da Acetilcolina (ACh). A ACh,
ao contrario da Nor, atua no NSA de modo a reduzir a frequéncia de potenciais de
acao através da diminuicdo da velocidade da DDL, ou seja, causa um efeito
cronotropico negativo. Além disso, a ACh retarda a velocidade de conducédo do
impulso elétrico pelo NAV e reduz a forgca de contragdo (inotropismo negativo),
principalmente nos atrios onde a densidade de terminais vagais € maior que nos
ventriculos. A acdo desse neurotransmissor se da através de sua ligacdo com
receptores muscarinicos do tipo 2 acoplados a proteina G inibitéria, a qual inibe a AC
e reduz os niveis de AMPc circulantes com consequente menor atividade da PKA e
reducao na fosforilagdo de canais ibnicos. Desse modo, o parassimpatico estabelece
uma resposta antagbnica ao estimulo simpatico, favorecendo aumento da corrente
potassio e redugao da corrente de marca-passo (GORDAN et al., 2015; SHAFFER et
al., 2014).

1.2 Variabilidade da frequéncia cardiaca e pressao arterial

Ha consenso, apoiado pela extensa literatura publicada nas ultimas décadas,
de que as oscilacbes espontaneas da frequéncia cardiaca, conhecidas como
variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV), contém informagdes valiosas, n&o apenas
sobre o coragdo, mas, também, sobre a homeostase do organismo como um todo
(APPELHANS; LUECKEN, 2006; MALLIANI; MONTANO; PAGANI, 1997; TOBALDINI
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et al., 2013). Tem sido amplamente demonstrado que indices derivados de séries
temporais de frequéncia cardiaca e também de registros de PA, batimento a
batimento, provém soélidas informacbes sobre o estado do organismo, e sao
importantes preditores de risco para doengas cardiacas e sistémicas
(CHATTIPAKORN et al., 2007; FRANCA DA SILVA et al., 2016; SINGH et al., 1998).
Os componentes oscilatérios da HRV sao, primariamente, associados a modulacao
autonémica (parassimpatica e simpatica) do coracdo. No entanto, influéncias nao
autondémicas, como as propriedades das células de marca-passo cardiacas e fatores
humorais, foram reconhecidas, mais recentemente, como sendo de grande
importancia para a génese da HRV (MALLIANI, 1999; MALLIANI; MONTANO;
PAGANI, 1997).

Geralmente, as séries temporais utilizadas nas analises de HRV sao geradas a
partir do eletrocardiograma (ECG) ou do registro direto da PA, no qual sdo detectados
os picos das ondas R ou pontos de inflexdao da PA pulsatil e calculadas as duracdes
dos intervalos cardiacos (ou de pulso) sucessivos. A figura 3 ilustra o processo de
geracgéo das séries temporais de intervalo cardiaco (ou de pulso) utilizadas para as

analises de HRV.
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Figura 3 — Processo de geracgao de séries temporais de intervalo de pulso a partir dos

picos de pressao arterial. (A) Pressao arterial pulsatil; (B) Intervalo de pulso.

A analise da HRV pode ser realizada a partir de métodos lineares, e nao-
lineares. Entre os métodos lineares, destacamos aqueles que avaliam as
caracteristicas estatisticas de séries de valores de intervalo de pulso (IP) e, portanto,
medem a variabilidade total da FC. Esses sdo chamados de métodos no dominio do

tempo e guardam estreita relagdo com a modulagao autonémica do coragcdo (TASK
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FORCE, 1996; MALLIANI et al., 1991). Os indices da HRV no dominio do tempo sao
valiosas ferramentas para o diagndstico de disautonomias e tém valor preditivo para
estratificacao de risco cardiaco.

A HRV também pode ser estudada no chamado dominio da frequéncia, cujo
método de analise mais comum € a analise espectral. Essa analise avalia as
oscilagdes ritmicas presentes nas séries de valores de IP em diferentes faixas de
frequéncias. Tais ritmos guardam estreita correlagdo com a modulagado autonémica
sobre o sistema cardiovascular, de modo que ritmos de baixa frequéncia (LF) estao
comumente associados a modulagao simpatica e ao barorreflexo, enquanto ritmos de
alta frequéncia (HF), relacionados a respiragdo, associam-se a modulagao
parassimpatica. Portanto, o uso da analise espectral € uma importante ferramenta
para avaliacdo e monitoracdo do balango simpato-vagal cardiaco, tanto no nivel
clinico como experimental (AKSELROD et al., 1981; LOMBARDI; STEIN, 2011;
MALLIANI; MONTANO; PAGANI, 1997).

Mais recentemente, a HRV tém sido avaliada através de métodos que extraem
caracteristicas ndo-lineares das séries de IP e/ou PA. Entre os métodos classicos para
estudo das dindmicas nao-lineares da variabilidade de parametros cardiovasculares
(principalmente a frequéncia cardiaca) estdo a entropia e a analise simbdlica. A
entropia € uma medida de imprevisibilidade de séries temporais. Um sinal previsivel
possui menor entropia e pouca informacdo sendo produzida, enquanto um sinal
imprevisivel possui maior entropia e maior producdo de informagéo ao longo do
tempo. Ja a dinamica simbdlica consiste na transformagao das séries temporais de
intervalo cardiaco em simbolos e varios métodos tém sido descritos com esse
propdsito. Dentre esses, a analise simbdlica mais comumente utilizada € a proposta
por Porta e colaboradores (PORTA et al., 2001), que tem como objetivo avaliar a
regulacdo autondmica cardiaca. Esse método traz como interpretacao fisioldgica
classica, que a incidéncia de padrbes de simbolos com pouca/nenhuma variagao,
conhecidos como 0V, estdo relacionados com a atividade simpatica cardiaca,
enquanto padrbes simbodlicos maior variagao (2V) associam-se a modulagéo vagal do
coracao. Dessa forma, a dindmica de distribuicido dos simbolos é estudada, trazendo
importantes informagdes sobre diversas caracteristicas da HRV. Entretanto, outras
estratégias de simbolizagcdo de valores também sdo maneiras promissoras de extrair

informacgdes sobre a “saude” cardiovascular.
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1.3 Fungao barorreflexa

E notdrio, que a manutencdo dos niveis de PA numa estreita faixa de variagéo
€ essencial para permitir a perfusdo sanguinea apropriada nos diferentes tecidos e a
homeostase cardiocirculatéria. Para isso, a PA é regulada por mecanismos inter-
relacionados que atuam a curto e longo prazo. A regulagdo a curto prazo ocorre
momento a momento e promove ajustes rapidos (segundos ou minutos) e precisos da
PA. Esse controle ocorre principalmente por mecanorreceptores, localizados no arco
aortico e nos seios carotideos, conhecidos como barorreceptores arteriais. O
estiramento dos barorreceptores promove uma inibicido reflexa da atividade simpatica,
e uma potente estimulagao da atividade eferente vagal (parassimpatica) ao coragao.

Desse modo, a integridade e o funcionamento conjunto dos componentes do
barorreflexo sdo essenciais para os ajustes rapidos e precisos da PA. De todo modo,
as oscilacbes espontdneas do IP e PA, podem fornecer informacdes nado sé da
variabilidade cardiaca, mas também sobre funcdo barorreflexa, conhecido como
barorreflexo espontaneo (DI RIENZO et al., 1985). Disfungdes desse reflexo sao
observadas em diversas condigdes clinicas, tais como Infarto do miocardio (KLEIGER
et al., 1987), insuficiéncia cardiaca (OSTERZIEL et al., 1995), diabetes mellitus
(ROWAIYE; JANKOWSKA; PONIKOWSKA, 2013), hipertenséao arterial (BRISTOW et
al., 1969), fiboromialgia (OLIVEIRA et al., 2012), entre outras, contribuindo para o
agravamento dessas condigdes e levando a um risco aumentado de eventos
cardiovasculares graves e até mesmo morte subita.

Considerando a natureza simpato-inibidora do barorreflexo arterial, déficiéncias
deste reflexo sdo comumente associadas a condi¢cdes de hiperatividade simpatica.
Diversas evidéncias mostram de que a mensuragao da sensibilidade do barorreflexo
(SBR) € um parametro valioso na avaliagdo do risco de eventos cardiovasculares
(GOLDBERGER et al., 2008; KLINGENHEBEN; HOHNLOSER, 2003). Além disso, a
SBR pode ser avaliada tanto no dominio do tempo (método da sequéncia), quanto no
dominio da frequéncia por meio da analise espectral cruzada (fungéo de transferéncia)
(LINDEN; DIEHL, 1996; DI RIENZO et al., 1985).

O método de sequéncia, foi descrito em meados da década de 1980 por Di
Rienzo et al. (1985), e foi um marco para a analise da funcao barorreflexa. Primeiro,
porque utiliza as flutuagdes espontaneas da PA e do IP, ou seja, esta abordagem nao

requer manobras farmacoldgicas que induzem mudangas na PA, evitando muitas
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desvantagens relacionadas a elas. Também, porque o0 método de sequéncia nao
avalia apenas a SBR, mas também fornece um indice de efetividade do barorreflexo
(BEI). Em contraste com a SBR, o BEI reflete a porcentagem de mudancas na PA
batimento a batimento que sédo efetivamente traduzidos em alteragdes reflexas da
frequéncia cardiaca (DI RIENZO et al., 2001). Dessa forma, o BEI é considerado um
indice complementar a SBR, proporcionando ao método da sequéncia, informacdes
sobre a fungao barorreflexa como um todo.

A SBR pode ser avaliada também, por meio de métodos no dominio da
frequéncia, como por exemplo a analise espectral cruzada. Em sintese, esse método
utiliza séries temporais com valores de PA e IP, para calculo de um espectro e
posterior determinacdo no ganho barorreflexo (SBR). A linearidade entre as séries é
reconhecida, avaliada e calculada pelas fungcbes de coeréncia e transferéncia, de
modo que série de entrada é representada pela pressao arterial sistolica (PAS) e a
série de saida é retratada pelos valores de IP.

Dessa forma, com base nos argumentos expostos, hipotetizamos que as
diversas repercussdes da oclusao de artérias periféricas (a. femoral e carétida) sobre
0 organismo podem levar a alteragbes do controle cardiovascular com potencial para
comprometer sobremaneira dados coletados em estudos de fisiologia/fisiopatologia

do sistema cardiovascular em modelos animais.
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Capitulo 2. Hipotese e objetivos
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Hipotese: A cateterizacdo oclusiva de artérias periféricas, como a. femoral ou
carétida, em animais de experimentagao (ratos) pode levar a alteragdes, decorrentes
da isquemia tecidual e/ou da desativagdo de barorreceptores arteriais, com
consequéncias na qualidade de dados, especialmente quando coletados na auséncia

de anestesia.

Objetivo geral: Avaliar possiveis diferencas em parametros hemodinamicos, fungao
barorreflexa e modulagado autonémica cardiovascular (por meio da variabilidade da
frequéncia cardiaca e pressao arterial), em ratos com cateteres oclusivos na a.

femoral ou carétida ou com cateterizagao nao-oclusiva da aorta abdominal.

Objetivos especificos

Avaliar em registros de pressao arterial realizados em ratos n&o anestesiados com
cateteres oclusivos unilaterais na a. femoral ou carétida ou com cateterizagdo nao-

oclusiva da aorta abdominal:

1. Frequéncia cardiaca (FC), pressao arterial (PA) basal;

2. Parametros de variabilidade de valores de intervalo de pulso (IP) e PA sistdlica.
Tais parametros serdo calculados no dominio do tempo (variabilidade total -
métodos estatisticos), no dominio da frequéncia (analise espectral) e por métodos
que avaliam dindmicas nao lineares desses valores (analise simbdlica e entropia
amostral);

3. Analisar a sensibilidade e a efetividade do barorreflexo arterial espontédneo no
dominio do tempo (método da sequéncia) e da frequéncia (funcéo de transferéncia

da analise espectral cruzada).
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Capitulo 3. Métodos
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3.1 Animais

Para o presente trabalho foram resgatados registros de PA de outros estudos
desenvolvidos no laboratério de Fisiologia Cardiovascular da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo. Todos os registros foram conduzidos
em ratos ndo anestesiados, realizados na mesma época do ano (2014), em ratos
adultos jovens (250-300 g) da linhagem Wistar, oriundos do Biotério Central da
Prefeitura do Campus de USP de Ribeirdo Preto.

Os protocolos experimentais utilizados para aquisicdo dos dados do presente
estudo estdo de acordo com os principios éticos na experimentacao animal adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal e foram avaliados, e aprovados
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto (USP, SP, Brasil), Protocolos (016/2013.1 e 023/2013.1).

3.2 Procedimentos cirurgicos

Nos estudos de onde foram resgatados os registros de PA, os ratos foram
anestesiados com uma mistura de cetamina (50 mg/kg, ip) e xilazina (10 mg/kg i.p.) e
instrumentados com cateteres de polietileno na a. femoral (N=10) ou carétida (N=9).
Outro grupo de ratos (N=13), sob o mesmo tipo de anestesia (cetamina/xylazina)
foram instrumentados com um cateter de polietileno na aorta abdominal, abaixo da
emergéncia das artérias renais, por meio de uma ampla laparotomia mediana.

Todos procedimentos cirurgicos foram realizados em condi¢gdes de assepsia
adequada e os ratos receberam analgésico e antibiético apds os procedimentos. Os
animais com cateteres na a. femoral ou carotida ficaram em recuperagado em gaiolas
individuais com livre acesso a agua e ragao pro 48h enquanto aqueles cateterizados

por laparotomia (aorta abdominal) ficaram em recuperacéo cirurgica por 5 dias.

3.3 Processamento dos dados

Os arquivos com os registros de PA foram processados pelo programa
computacional (Blood Pressure Module for LabChart 7, ADInstruments, Sydney,
Australia) para geracao de séries de valores sucessivos (batimento a batimento) da
PA sistélica e IP (intervalo de tempo entre sucessivos valores de PA sistdlica).

As séries temporais foram inspecionadas visualmente e passaram por um

processo semi-automatizado para correcdo de valores oriundos de batimentos
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ectdpicos ou artefatos de registro (SILVA; FAZAN; MARIN-NETO, 2020). Para essa
correcao, inicialmente uma curva de mediana moével da série é calculada com o
tamanho da janela definido pelo usuario. Dois limites de tolerancia sao definidos como
a curva da mediana movel deslocada para “cima” e para “baixo” em uma porcentagem
também definida pelo usuario. Os valores da série que excedem os limites de
tolerancia sao automaticamente identificados como artefatos e substituidos por
interpolagao linear (Figura 4). Séries com mais de 2,5% dos valores identificados
como artefatos, ndo foram utilizadas no estudo (RINCON SOLER et al., 2018).
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Figura 4 - Captura de tela da janela de correcdo de artefato no programa
computacional PyBioS. O grafico mostra a série original (linha preta), a curva da linha
de base (linha vermelha) e os dois limites de tolerancia (linhas verdes). Nesse
exemplo, a janela de mediana mével foi calculada a cada 10 valores, a tolerancia foi
de 10% e 5 valores da série (destacados em azul) foram identificados como artefatos,

0 que corresponde a, aproximadamente 0,4% do tamanho total da mesma.

3.3.1 Variabilidade total do intervalo de pulso e da PA sistoélica

A variabilidade total dos valores de IP de cada animal foi avaliada no dominio
do tempo através do calculo do desvio padrdao dos valores “normais” (livre de

“artefatos”) das séries de IP (SDNN). Da mesma forma, a variabilidade total da PA foi
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calculada pelo desvio padrao (SD) dos valores das séries de PA sistélica. Diferengas
entre sucessivos valores de IP, um indice de variabilidade total relacionado a atividade
parassimpatica cardiaca, foi calculado pela raiz quadrada da média do quadrado da

diferenca entre sucessivos valores de IP (RMSSD).

3.3.2 Analise espectral da variabilidade do intervalo de pulso e da PA sistélica

A andlise da variabilidade do IP no dominio da frequéncia, cujo método mais
comum € a analise espectral, baseia-se na identificagdo e quantificacdo de ritmos
presentes nas séries temporais. As diferencas funcionais entre as duas divisbes do
sistema nervoso autonomico induzem a diferentes padrdées de variabilidade do
intervalo cardiaco, os quais somente sao evidenciados quando esses parametros sao
expressos através de seus espectros (dominio da frequéncia).

Para isso, as séries temporais de |IP e PA foram reamostradas em 10 Hz (1
valor a cada 100ms) por interpolagdo cubica do tipo spline, para regularizagédo do
intervalo de tempo entre os batimentos. Em seguida, as séries com valores
interpolados de IP e PAS foram analisadas em segmentos de 500 valores cada, com
sobreposi¢ao de 50% (Protocolo de Welch) (WELCH, 1967).

Os espectros de cada segmento de IP e PA foram calculados pela
Transformada Rapida de Fourier (FFT), apds janelamento do tipo Hanning. Os
espectros de IP foram integrados em bandas de baixa (LF: 0,20 a 0,80 Hz) e alta
frequéncia (HF: 0,80 a 3,00 Hz), com os resultados expressos em valores absolutos
(ms?) e unidades normalizadas (un). Ja os espectros de PAS foram integrados
somente na banda de baixa frequéncia (LF: 0,20 a 0,80 Hz) com os resultados
expressos em valores absolutos (mmHg?). Os valores normalizados foram obtidos
através do calculo da porcentagem da poténcia de LF e HF com relacédo a poténcia

espectral total, com a exceg¢do da banda de muito baixa frequéncia (VLF: <0,20 Hz).

3.3.3 Dinamica simbdlica do intervalo de pulso e da PA sistdlica

A variabilidade do IP e da PA também foi analisada por meio de um método
nao linear denominado analise simbdlica. Este método, proposto por Porta e
colaboradores (PORTA et al., 2001) utiliza padrbes de simbolos para classificar
alteracbes entre sucessivos valores de IP e PA. As séries temporais tiveram seus
valores maximos e minimos identificados e, a partir destes, foram definidas 6 faixas

de valores com igual magnitude. Os valores das séries foram simbolizados de acordo
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com a faixa de cada um e analisados em sequéncias de 3 simbolos. Entdo, as
sequencias de simbolos foram classificadas em 0V (sem mudanca de faixa), 1V (uma
mudanca de faixa), 2LV (2 mudancas de faixa no mesmo sentido) e 2 UV (2 mudancgas

de faixa em sentidos opostos), como ilustrado na figura 5.
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Figura 5 - (A) llustragdo da simbolizacdo de uma série temporal em uma série de
valores e (B) exemplos dos diferentes padrées de simbolos utilizados na dinédmica
simbdlica: nenhuma variagado (0V), uma variagdo (1V), 2 variagbes em sentidos

opostos (2UV) e 2 variagbes no mesmo sentido (2LV) (Adaptado de Silva et al., 2017).

3.3.4 Entropia amostral do intervalo de pulso

A entropia quantifica o grau de imprevisibilidade de uma série temporal e
existem varios algoritmos propostos para esse fim, um dos mais utilizados € a entropia
amostral (SampEn). A SampEn é precisamente o logaritmo natural negativo da
condicdo de probabilidade que duas sequéncias similares por n pontos tém de
permanecerem iguais até o proximo ponto, onde auto correspondentes ndo estao
incluidos na probabilidade. Em resumo, quanto menor o valor da SampEn mais auto
similar (menos complexa) é a série temporal (RICHMAN; MOORMAN, 2000).
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3.4 Analise do barorreflexa espontaneo
3.4.1 Dominio do tempo (método da sequéncia)

3.4.1.1 Com séries originais

A SBR foi avaliada no dominio do tempo por meio do Método da Sequéncia,
utiizando um programa computacional desenvolvido em nosso laboratério
(CardioSeries v2.7 — http://www.danielpenteado.com). Descrito, inicialmente por (DI
RIENZO et al., 1985) esse método utiliza séries temporais, batimento a batimento,
com valores de IP e PAS. Inicialmente, as séries temporais sao inspecionadas,
automaticamente, a procura de rampas de PAS, ou seja, sequéncias pelo menos 3
valores consecutivos em que existam aumentos (ou redugdes) sucessivos da PAS.
Entdo, as séries de IP sdo, também automaticamente, “inspecionadas” a procura de
sequéncias de valores onde os valores IP apresentam alteragcbes sucessivas, € no
mesmo sentido, dos valores da PAS. Alteragcbées de PAS (aumentos ou quedas) que
apresentam correlagdo linear (r>>0,8) com variagdes (no mesmo sentido) dos valores
de IP sao consideradas sequencias barorreflexas. No presente estudo foi adotado um
atraso (delay) de 2 batimentos entre as rampas de PAS e as variagées no IP para
determinagcdo das sequéncias barorreflexas. O coeficiente angular da reta da
regressao linear entre sucessivos valores de PAS e IP foi utilizado para a avaliagao
da SBR. Vale destacar que além do delay de 2 batimentos, adotamos um limiar de 0,5
mmHg e 0,5 ms para considerar alteragdes nos valores adjacentes de PAS e IP,
respectivamente.

Além de fornecer a SBR, o método da sequéncia permite também determinar
o indice de efetividade do barorreflexo (BEI), ou seja, a razdo entre o numero total de
rampas da PAS e o numero de sequéncias barorreflexas. O BEI € um indice referente
a quantidade de rampas de pressio que efetivamente promovem alteragdes reflexas

no IP.
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Figura 6 - Tela do programa CardioSeries, mostrando a aba de visualizagcdo de
sequéncias barorreflexas e nao barorreflexas. No painel superior sdo exibidos
controles onde o usuario pode modificar o limiar para deteccdo de alteracbes na
pressao arterial sistélica e intervalo de pulso, delay (em batimentos) e o valor de r

(coeficiente de correlagao linear).

3.4.1.2 Com séries filtradas

A partir das séries temporais originais de PA e IP, versdes filtradas destas foram
geradas utilizando um filtro Butterworth de 92 ordem com frequéncia de corte de 0,8
Hz (SILVA et al., 2019). Ao submeter as séries originais a filtragem passa-baixa (LP)
as oscilacdes rapidas, acima da frequéncia de corte, sdo removidas, restando apenas
oscilagcdes lentas, ou baixa frequéncia, das séries. De modo correspondente, o filtro
passa-alta (HP) remove todos os componentes oscilatérios lentos das séries, restando
apenas aqueles cuja frequéncia esta acima do valor de corte, ou seja, as oscilagdes
rapidas.

A frequéncia de corte foi escolhida de acordo com os componentes espectrais
da variabilidade cardiovascular de ratos. A figura 7 mostra exemplos de séries

originais e filtradas de IP e PA.
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Figura 7 - Exemplos de séries originais e filtradas de presséo arterial sistdlica e
intervalo de pulso respectivamente (A-B), séries com filtragem passa baixa (C-D), e

passa alta (E-F).
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A andlise de séries filtradas teve o objetivo de determinar a fungao barorreflexa
para variagdes espontaneas da PA em velocidades distintas. Ou seja, oscilagdes

lentas (séries filtradas em LP), ou rapidas da PA (séries filtradas em HP).

3.4.2 Sensibilidade barorreflexa avaliada no dominio da frequéncia (analise

espectral cruzada)

A SBR também pode ser avaliada por métodos de analise no dominio da
frequéncia, como, por exemplo, através da funcao de transferéncia na analise cruzada
entre os espectros de PA e IP. Assim como para a realizacdo da analise espectral
(descrita acima), as séries de PAS e IP foram interpoladas (spline) para 10 Hz e
divididas em segmentos com 512 valores com interpolagdo de 50%. Foi calculado o
espectro cruzado das séries de PA (sinal de entrada) e IP (sinal de saida) por FFT.
Os valores do espectro cruzado (funcdo de transferéncia, ms/mmHg) foram
computados sempre que a coeréncia da analise cruzada dos espectros foi superior a
0,5, nas bandas de baixa- (LF: 0,2 - 0,8 Hz) e alta-frequéncia (HF: 0,8 - 3,0 Hz). Entao,
analise no dominio da frequéncia forneceu valores de SBR para oscilagdes da PA em

velocidades distintas, ou seja, oscilagdes lentas (LF) e rapidas (HF) (FREITAS, 2017).

3.5 Analise estatistica

Os resultados sao apresentados como média * erro padrao da média (EPM).

A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de D’agostino. O teste
de andlise de variancia de uma via (ANOVA one way) foi utilizado quando as
distribuicbes foram consideradas normais, seguido pelo pos-teste de Bonferroni.
Quando consideradas ndo normais, o teste de Kruskal-Wallis seguido de poés teste de

Dunn foi aplicado. Diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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Capitulo 4. Resultados
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4.1 Valores hemodinamicos basais

A figura 8 apresenta tracados de pressao arterial pulsati de um rato
representativo de cada um dos diferentes grupos estudados. Como podemos observar
tanto os ratos cateterizados na artéria femoral, quanto na carétida ou na aorta

abdominal fornecem um registro invasivo de pressao arterial de boa qualidade.
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Figura 8 - Tragados representativos do sinal de registro da pressao arterial pulsatil

mmHg

(PAP) em ratos submetidos a cateterizacdo da femoral, carétida e aorta abdominal
por técnica ndo oclusiva. O tragado escuro representa a PAP ao longo de 1 minuto e

o tracado claro ao longo de 1 segundo.
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A figura 9 mostra a FC e a PA sistélica nos diversos grupos estudados. Ratos
submetidos a cateterizagcdo da carétida apresentaram maior FC do que os demais
grupos estudados. Por outro lado, ratos submetidos a cateterizagdo da artéria femoral
apresentaram maior PA quando comparados aos animais cateterizados através da

técnica nao oclusiva da aorta abdominal.
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Figura 9 - Valores basais (média £ EPM) da frequéncia cardiaca (FC) e da pressao
arterial sistélica (PAS) de ratos submetidos ao registro de PA através da cateterizacao
nao oclusiva da aorta abdominal ou oclusiva da carétida ou da artéria femoral. * p<0,05

comparado ao grupo aorta.
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4.2 Variabilidade total do intervalo de pulso e da PA sistodlica

A figura 10 mostra a variabilidade total do IP, no dominio do tempo, através do
SDNN (desvio padrdo de valores normais das séries de IP) e da RMSSD (raiz
quadrada da média do quadrado das diferencas entre valores sucessivos de IP).

Todos os grupos apresentaram valores semelhantes para os parametros avaliados.
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Figura 10 - Valores (média + EPM) do desvio padrao das séries de IP (SDNN),
representando a variabilidade total do intervalo de pulso (IP) [painel superior] e da raiz
quadrada da média do quadrado das diferencas entre valores sucessivos de IP,
representando a variabilidade entre sucessivos intervalos de pulso [painel inferior], em
ratos submetidos ao registro de PA através da cateterizagdo ndo oclusiva da aorta

abdominal ou oclusiva da carétida ou da artéria femoral.
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A figura 11 mostra a variabilidade total dos valores da PA sistdlica. Os animais
submetidos a cateterizagcdo na artéria femoral apresentaram uma tendéncia de
aumento do SD (desvio padréao dos valores de PA) em relacdo aos demais grupos,
entretanto, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos estudados
(p=0,08).
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Figura 11 - Valores (média + EPM) do desvio padrdo (SD) dos valores de PA,
representando a variabilidade desse parametro no dominio do tempo, de ratos
submetidos ao registro de PA através da cateterizagdo ndo oclusiva da aorta

abdominal ou oclusiva da carétida ou da artéria femoral.
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4.3 Analise espectral do intervalo de pulso e da PA sistoélica

A figura 12 mostra os valores de poténcia dos espectros do IP nas bandas de
LF e HF. A poténcia do espectro na banda de LF esta representada em unidades
normalizadas (un), enquanto na banda de HF ela estda em unidades absolutas (ms?).
Nao foram observadas diferengas entre os resultados obtidos nos trés grupos
estudados.

A figura 13 mostra os valores da poténcia do espectro da PAS na banda de LF.
O grupo de animais submetidos ao registro da PA através da cateterizagdo oclusiva
da artéria femoral apresentou aumento marcante na poténcia da banda de baixa

frequéncia do espectro da PAS em comparagédo aos demais grupos.
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Figura 12 - Valores (média £+ EPM) da poténcia do espectro de IP nas bandas de
baixa- (LF) [painel superior] e alta-frequéncia (HF) [painel inferior], em unidades
normalizadas (nu) e absolutas (ms?), respectivamente, de ratos com cateterizagao nao

oclusiva da aorta abdominal ou oclusiva da carétida ou da artéria femoral.
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Figura 13 - Valores (média £+ EPM) da poténcia do espectro de PA sistdlica, na banda
de baixa-frequéncia (LF), de ratos com cateterizagdo nao oclusiva da aorta abdominal

ou oclusiva da carétida ou da artéria femoral. * p<0,05 comparado ao demais grupos.
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4.4 Analise simbodlica do intervalo de pulso e da PA sistodlica

A figura 14 mostra a variabilidade do IP avaliada através da dindmica simboalica.
Nao foram observadas diferengas nos resultados obtidos nos trés grupos estudados
na ocorréncia de padrdes de sequéncia com uma variacao (1V) ou duas variagdes em
sentidos diferentes (2UV).

A figura 15 mostra dinamica simbolica dos valores de PA. O grupo de animais
submetidos ao registro da PA através da cateterizagdo da a. femoral apresentou um
aumento na incidéncia dos padrdes tipo 1V em comparagdo com 0s animais que

tiveram a PA registrada através da cateterizacdo ndo oclusiva da aorta abdominal.
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Figura 14 - Resultados da analise simbdlica das séries de IP, mostrando a
porcentagem (média + EPM) de sequéncias de simbolos com variagéo do tipo 1V
[painel superior] e 2UV [painel inferior] de ratos com cateterizacdo nao oclusiva da

aorta abdominal ou oclusiva da carétida ou da artéria femoral.
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Figura 15 - Resultados da analise simbdlica das séries de PA, mostrando a
porcentagem (média + EPM) de sequéncias de simbolos com variagao do tipo 1V em
ratos com cateterizagdo n&o oclusiva da aorta abdominal ou oclusiva da carétida ou

da artéria femoral. * p<0,05 comparado ao grupo aorta.
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4.5 Entropia do intervalo de pulso

A figura 16 mostra os valores de entropia amostral (SampEn) nos trés grupos

de animais estudados. Os grupos estudados apresentaram valores semelhantes de

entropia.
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Figura 16 - Valores (média £ EP) de entropia amostral de ratos submetidos ao registro
da PA através da cateterizacdo nao oclusiva da aorta abdominal ou oclusiva da
carétida ou da artéria femoral.
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4.6 Fungao barorreflexa avaliada pelo método da sequéncia

4.6.1 Em séries originais

A figura 17 mostra a SBR avaliada pelo método da sequéncia (em séries
originais) dos animais dos trés grupos estudados. Os ratos submetidos ao registro da
PA através da cateterizacao oclusiva da a. femoral apresentaram menor SBR quando
comparados aos animais submetidos a cateterizacdo n&o oclusiva da aorta
abdominal. N&o foram encontradas diferencas no BEI calculado dos trés grupos do

estudo.
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Figura 17 - Valores (média + EPM) do da sensibilidade do barorreflexo espontaneo

(SBR) [painel superior] e do indice de efetividade do barorreflexo (BEI) [painel inferior]

avaliados pelo do método da sequéncia em séries de PA e IP de ratos com

cateterizagao nao oclusiva da aorta abdominal ou oclusiva da cardétida ou da artéria

femoral. * p<0,05 comparado ao grupo aorta.
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4.6.2 Em séries filtradas

A figura 18 mostra o ganho (SBR) calculado através do método da sequéncia
das séries de PA e IP com filtragem LP e HP, respectivamente. Os animais submetidos
ao registro de PA por cateterizagao oclusiva da artéria femoral apresentaram menor
SBR nas séries filtradas em LP quando comparados aos animais submetidos a
cateterizagao oclusiva da carétida e aos animais cateterizados na aorta abdominal

nas séries filtradas em HP.
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Figura 18 - Valores (média £+ EPM) da sensibilidade do barorreflexo espontaneo
(SBR), avaliada pelo método da sequéncia, em séries de PA e IP submetidas a
filtragem passa baixa [painel superior] ou passa alta [painel inferior]. * p<0,05

comparado aos demais grupos.
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4.7 Sensibilidade do barorreflexo espontaneo avaliada no dominio da frequéncia

(analise espectral cruzada)

A figuras 19 mostra a magnitude da fung¢ao de transferéncia (espectro cruzado)
entre IP e PA (SBR) nas bandas de LF e HF. Apesar dos animais submetidos a
cateterizagao oclusiva da a. femoral terem apresentado um valor inferior da SBR na
banda de LF em comparagdo aos outros grupos avaliados, ndo houve diferencga
significativa entre os grupos (p=0,09). Na banda de HF também n&o foram

encontradas diferengas entre a SBR dos trés grupos estudados.
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Figura 19 - Valores (média £ EPM) da sensibilidade barorreflexa (SBR) nas bandas

de baixa- (LF) [painel superior] ou alta-frequéncia (HF) [painel inferior] avaliada

através da fungcédo de transferéncia entre espectros da IP e PA (analise espectral

cruzada).
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4.8 Correlagao entre os diferentes métodos de analise da SBR

A tabela 1 mostra os coeficientes de correlacdo da SBR calculada através das
séries originais pelo método da sequéncia, das bandas de alta- (HF) e baixa-
frequéncia (LF) pela funcéo de transferéncia e da SBR obtida das séries filtradas em
passa baixa (LP) e passa alta (HP). As séries originais apresentaram uma alta
correlagao (< 0,7) com as séries filtradas em HP em todos os grupos avaliados. Além
disso, apresentaram também alta correlagdo com a SBR obtida na banda de HF
através da fungao de transferéncia em dois dos grupos avaliados.

A SBR obtida na banda de LF através da funcéo de transferéncia pelo método
da analise espectral cruzada demonstrou uma forte correlagcédo (< 0,7) com a SBR

obtida das séries filtradas em LP em dois dos trés grupos avaliados.

Coeficiente de correlagéao (r)

SBR original (método da sequéncia)

Aorta Carétida Femoral
LF 0,59* 0,6 -0,05
HF 0,78* 0,82 0,01
LP 0,75* 0,38 -0,15
HP 0,84* 1* 0,81*

LF (Funcao de transferéncia)

LP 0,81* 0,0004 0,73*
HP 0,56* 0,6 0,24

HF (Funcgao de transferéncia)

LP 0,53 0,39 0,69*
HP 0,76* 0,68 0,4

Tabela 1 - Coeficiente de correlagdo entre a sensibilidade barorreflexa (SBR) das
séries originais obtidas através do método da sequéncia, SBR das bandas de LF e HF
obtidas através da funcao de transferéncia e da SBR das filtradas em LP (passa baixa)
e HP (passa alta). (Analise estatistica: Coeficiente de Pearson para valores
paramétricos e Coeficiente de Spearman para nao paramétricos). *p<0,05 é

estatisticamente significativo.
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Capitulo 5. Discussdo e conclusdes
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Este foi o primeiro estudo a comparar os efeitos da cateterizagao de diferentes
territérios vasculares na modulacdo autonémica cardiovascular e na fungao do
barorreflexo arterial. Apesar das diferentes técnicas de cateterizacdo arterial para
registro direto da PA fornecerem sinais de qualidade semelhante, nossos resultados
mostraram que existem diferencas em parametros cardiocirculatorios obtidos em ratos
submetidos a diferentes procedimentos cirurgicos de cateterizagdo, confirmando a
hipétese do estudo.

A cateterizagdo n&o oclusiva da aorta abdominal, técnica desenvolvida para
permitir o registro direto crénico da PA, requer um procedimento mais invasivo e
tecnicamente complexo, comparado a cateterizacao de artérias periféricas e, por isso
requer um periodo prolongado para a recuperacgao cirurgica dos animais. No entanto,
apods a adequada recuperagao, os ratos se encontram normalmente ativos, em boas
condigdes gerais e sem qualquer sinal de dor, estresse ou desconforto. Entao,
podemos inferir que esse procedimento, apesar de ser mais complexo, € 0 que menos
afeta as condicdes gerais dos ratos, por ndo comprometer a irrigacao tecidual desses
animais. Por isso, no presente estudo, as variaveis cardiovasculares foram
comparadas entre os 3 grupos estudados por andlise de variancia e, quando
diferengas foram encontradas, o pds-teste estatistico foi realizado tendo o grupo de
cateterizagao nao-oclusiva da aorta abdominal como controle.

Inicialmente destacamos que diferengas foram encontradas entre os valores
basais da PA medida pelos diferentes acessos arteriais. Ratos com cateterizacao
oclusiva de uma artéria femoral apresentaram maior PA basal. A artéria femoral
comum € uma das maiores artérias do organismo. Ela é ramo da artéria iliaca externa,
sendo a principal (ou unica) responsavel pela irrigagdo do membro inferior (MOORE
et al., 2010). Em seres humanos, quando ocorre uma obstru¢do dessa artéria,
geralmente decorrente de doenca aterosclerética, € necessaria uma intervengao
urgente para evitar a amputacdo do membro afetado (SABALBAL; JOHNSON;
MCALISTER, 2013). Com a redugéo gradual do fluxo na artéria femoral, o sangue
pode atingir a artéria poplitea (ramo terminal da artéria femoral) por anastomoses
geniculares, que se desenvolvem com o tempo. No entanto, se o fluxo na artéria
femoral de uma perna for interrompido repentinamente, € pouco provavel que o fluxo
sanguineo distal seja suficiente (SABALBAL; JOHNSON; MCALISTER, 2013). A
anatomia arterial da pata posterior de ratos tem grande similaridade com a de seres

humanos (GREENE, 1935), nos permitindo inferir que a cateterizagao oclusiva da
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artéria femoral externa de ratos leva, inexoravelmente, a uma isquemia macica da
pata do animal. A privacdo de fluxo sanguineo ao musculo esquelético leva a
deficiéncia funcional contratil, além de respostas inflamatérias local e dor intensa
(BLAISDELL, 2002). Entao, é razoavel supor que a maior PA basal observada nos
ratos com obstrucao da artéria femoral deva ter, pelo menos em parte, a contribuicao
de um aumento da atividade simpatica resultante da isquemia muscular da pata
afetada desses animais.

Ratos que tiveram o fluxo na carétida comum interrompido pela cateterizagao
mostraram-se taquicardiacos em comparacido aqueles submetidos a cateterizacao
nao-oclusiva da aorta. O encéfalo € um tecido nobre do organismo irrigado por dois
sistemas: o vertebro-basilar (artérias vertebrais) e o carotideo (carétidas internas). As
artérias vertebrais se anastomosam formando a artéria basilar, que se divide em 2
artérias cerebrais posteriores. As carétidas internas originam, em cada lado, uma
artéria cerebral média e uma artéria cerebral anterior. Na base do cranio esse conjunto
de artérias cerebrais se anastomosam formando o circulo arterial cerebral, conhecido
como circulo arterial de Willis (hnomeado em homenagem a Thomas Willis: 1621-
1673). Esse circulo arterial cria uma redundéancia na circulagao cerebral, de modo que
se o fluxo sanguineo de uma das artérias for interrompido, o fluxo dos outros vasos
pode preservar a irrigagao cerebral o suficiente para minimizar a isquemia.

No rato, o sistema arterial cérebro-basilar € proporcionalmente menos
desenvolvido do que em humanos (GINSBERG; BUSTO, 1989). Entretanto, o circulo
arterial cerebral também existe em ratos, protegendo o encéfalo desses animais
contra a isquemia cerebral caso o fluxo sanguineo de alguma artéria seja interrompido
(GINSBERG; BUSTO, 1989). Entdo, podemos especular que as repercussdes
isquémicas da cateterizagcdo oclusiva de uma das carétidas comuns sdo menos
intensas que as causadas pela oclusdo de uma artéria femoral. Porém, € importante
destacar aqui que a interrupcéo do fluxo sanguineo de uma carétida comum vai
desativar, completamente, o conjunto de barorreceptores arteriais localizado no seio
carotideo do lado da artéria obstruida. O barorreflexo arterial, principal mecanismo
para corregao rapida de alteracbes da PA, é um importante reflexo inibidor da
atividade simpatica e estimulador da atividade vagal (parassimpatica) cardiaca
(ZUCKER, 1991). A aferéncia desse reflexo, os barorreceptores arteriais, que se
concentram nos seios carotideos e na curvatura da aorta, sao parcialmente ativos em

PA normal (ZUCKER, 1991). Assim, é razoavel supor que a desativacdo de parte
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desses receptores, decorrentes da interrupgao do fluxo sanguineo em uma carétida,
pode promover alguma alteragdo no balango autonémico, porém hipotetizamos que
seja compensado pela atividade dos barorreceptores adrticos e carotideos restantes.

Para avaliar alteragdes da atividade modulatoéria do sistema nervoso autbnomo
sobre o sistema cardiocirculatorio, utilizamos indices de variabilidade da FC e da PA
nos 3 grupos estudados. E consenso que o estudo das oscilagdes espontaneas da FC
e da PA, fornece importantes informacdes sobre o sistema cardiocirculatorio,
especialmente sobre a modulagéo autondmica deste (TASK FORCE, 1996). indices
da variabilidade natural da FC e da PA, calculados por meio de uma variedade de
métodos matematicos, representam valiosos marcadores da funcdo autondmica,
diretamente relacionado com risco cardiovascular (BINKLEY et al., 1993; KLEIGER et
al., 1987).

Os indices da variabilidade total do IP (SDNN e RMSSD) e da PA (SD), foram
similares entre os grupos. Tais indices sao largamente utilizados e guardam estreita
correlagdo com a modulagao autonémica cardiovascular (TASK FORCE, 1996), no
entanto, ndo permitem distinguir alteragdes na modulagcédo das divisdes, simpatica e
parassimpatica do SNA. Portanto, é importante se avaliar as caracteristicas
oscilatérias do IP e da PA através de outras ferramentas.

A analise espectral das séries de IP surgiu como alternativa na década de 1980
afim de quantificar e identificar esses ritmos. A poténcia do espectro, tanto da FC,
como da PA, na banda de LF é mediada principalmente pelo sistema nervoso
simpatico e depende da integridade dos barorreceptores (TASK FORCE, 1996). Ja a
poténcia do espectro da FC na banda de HF (ritmo respiratorio) representa a
modulacao vagal (AKSELROD et al., 1981). O presente estudo observou aumento da
poténcia do espectro da PA na banda de LF, fenbmeno conhecido como ondas de
Mayer, dos animais cateterizados na artéria femoral. Varios aspectos podem estar
envolvidos nesse achado, tais como: a isquemia muscular da pata do animal
diretamente provocando uma condi¢cao de hiperatividade simpatica; a ativagdo neuro-
humoral de citocinas e mediadores inflamatdrios locais aos quais podem comprometer
a regulagao autonémica (HELWIG et al., 2008; NIIJIMA et al., 1991); quadros de
algesia provocados pelo procedimento invasivo e que também podem ativar os
sistemas de estresse e comprometer o controle neural cardiovascular (KOENIG et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2012). Além disso, nesse mesmo grupo de animais foram

observados os maiores valores de PA, o que vai ao encontro da hiperatividade
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simpatica e sua potente atividade vasoconstritora (FINK, 2009).

Também foi observado um aumento na incidéncia dos indices de 1V da
dinamica simbdlica dos intervalos de PA dos animais cateterizados através artéria
femoral. Diferente da anadlise espectral, a analise simbdlica e a entropia sao
alternativas néo lineares da avaliagdo autonémica cardiovascular, ou seja, assumem
que as séries temporais sdo compostas por sistemas complexos e que componentes
oscilatérios ndo sdo independente e interagem entre si. Desse modo, diversos estudos
ja mostraram a eficiéncia da dinamica simbdlica e mostraram que alguns de seus
indices estdo fortemente correlacionados com a modulagdo autonémica no sistema
cardiovascular (GUZZETTI et al., 2005; PORTA et al., 2007a; TOBALDINI et al., 2009).
Os métodos classicos de interpretacao dos resultados da dinamica simbdlica propdem
que o padrao 0OV representa a modulacédo simpatica, enquanto o 2UV representa a
modulagado vagal. No entanto, a maioria dos trabalhos que validaram esses padroes
foram realizados em humanos. Recentemente, trabalhos do nosso grupo de pesquisa
buscaram validar a dinamica simbdlica em ratos correlacionando esse método ao uso
de farmacos bloqueadores de receptores autonémicos (atenolol, metilatropina) e
mostraram a importancia de se considerar o padrao 1V para avaliacdo da modulacao
simpatica nesses animais. Em suma, a incidéncia de padrdes 1V se mostrou um indice
mais consistente que o 0V tanto nas séries de IP quanto de PA, e guarda informacdes
importantes a respeito da modulagao simpatica cardiaca (SILVA et al., 2017).

A medida da entropia das séries de IP surgiu como uma medida da
complexidade da FC e também fornece informacgdes relevantes a respeito da atividade
autonbmica. Basicamente, consiste na quantificacdo do numero de informacgdes
geradas em um determinado periodo de tempo de uma amostra, quando as amostras
anteriores sao conhecidas. Quanto menor for a quantidade de informacdes (entropia),
mais regular e previsivel sao as series (PORTA et al., 2007b; RICHMAN; MOORMAN,
2000). Desse modo, redugdes na entropia ja foram amplamente relatadas em diversas
doengas e condi¢gdes experimentais em que ja se € conhecidos o aumento da
modulagdo simpatica (e reducdo da modulagcdo vagal) , tais como testes de
ortostatismo passivo e infusdo de nitroprussiato (FRANCA DA SILVA et al., 2016;
PORTA et al., 2007b; TOBALDINI et al., 2013). Todavia, os valores da entropia
amostral aqui avaliados foram similares entre os grupos.

A analise do barorreflexo espontaneo tem aberto inUmeras possibilidades para

melhor compreender a fungdo barorreflexa em diversas situagbes. Embora, varios
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meétodos tenham sidos descritos nos ultimos anos, o método da sequéncia € um dos
mais utilizados (LAUDE et al., 2004; DE MARIA et al., 2018). Esse método néao-
invasivo substitui o classico método farmacoldgico de avaliagao do barorrreflexo, onde
sS40 necessarias alteragbes subitas da PA pela administragdo de drogas vasoativas
como a angiotensina ll, fenilefrina e/ou o nitroprussiato de sodio. Diversos autores ja
evidenciaram a eficacia do método da sequéncia na analise da funcio barorreflexa,
uma vez que a desnervagdo dos barorreceptores reduz de maneira drastica a
quantidade de sequéncias barorreflexas (DI RIENZO et al., 1985). Desse modo, o
presente estudo traz como um de seus principais resultados, que as diversas
repercussodes citadas anteriormente decorrentes da cateterizagao oclusiva da artéria
femoral tem potencial de influenciar e reduzir a sensibilidade do barorreflexo. Ja foi
evidenciado que o aumento dos niveis de citocinas e mediadores inflamatérios
circulantes esta intimamente relacionado com a diminuicdo da SBR (SUBHA et al.,
2016; TAKAGISHI et al., 2010). Destacamos que durante o periodo de realizagao dos
experimentos deste estudo, foram realizadas coletas de amostras sanguineas com
objetivo de identificar a presenga mediadores inflamatérios sistémicos em alguns
animais com cateter na artéria femoral, os quais se mostraram indetectaveis
(resultados n&o apresentados). Desse modo, podemos sugerir que um processo
inflamatorio acontece apenas localmente na regido afetada pela implantagdo do
cateter. Uma das vias do componente eferente do barorreflexo advém de projegcdes
de neurénios GABAérgicos localizados no bulbo ventrolateral caudal (CVLM), principal
componente inibitério dos neurdnios pré-ganglionares simpaticos da area ventrolateral
rostral (SCHREIHOFER; GUYENET, 2002). Dessa forma, a ativagao tonica simpatica
decorrente da inflamacao e da dor também pode ser um fator responsavel por
contribuir com a diminuigdo da SBR (KOENIG et al., 2014; MARTELLI; FARMER,;
YAO, 2016).

Por outro lado, a analise do barorreflexo pelo método da sequéncia traz
algumas limitagdes. No caso de humanos, apenas 20 a 30% das rampas de PA sao
associadas a variagdes de IP no mesmo sentido (DI RIENZO et al., 2001). Além disso
a “quebra” das rampas de PA, devido as flutuagdes respiratorias (alta frequéncia),
parece configurar outra limitagdo importante do método da sequéncia (DI RIENZO et
al., 2001). Em outras palavras o método da sequéncia parece nao ser capaz de medir
os componentes lentos do barorreflexo. Além disso, alguns autores ja relataram que

a SBR calculada através do método da sequéncia nas séries originais € altamente
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relacionado a SBR calculada pela analise espectral cruzada na banda de alta
frequéncia (HF), mas ndo na de baixa frequéncia (LF) (OOSTING; STRUIJKER-
BOUDIER; JANSSEN, 1997; STAUSS et al., 2006).

Uma alternativa para medir os componentes lentos do barorreflexo usando o
meétodo da sequéncia é filtrar os componentes oscilatorios de alta frequéncia do IP e
da PA (criando as séries filtradas em LP) antes de aplicar o método da sequéncia.
Nesse caso, os componentes respiratorios sdo removidos, prevenindo as rampas de
PA de serem interrompidas a cada, aproximadamente 3 batimentos, pelas oscilacdes
respiratorias da pressao. As analises do presente estudo envolvendo as séries
filtradas em LP mostraram resultados interessantes. Por um lado, o ganho (SBR) das
séries filtradas em HP (onde somente oscilagdes de alta frequéncia estdo presentes)
€ capaz de representar, por ele mesmo a SBR das séries originais. Por outro, em dois
dos trés grupos avaliados, a SBR calculada a partir das series filtradas em LP
apresentaram alta correlagcdo com SBR na banda de baixa frequéncia (LF) calculada
pela funcao de transferéncia da analise espectral cruzada entre PA e IP. Portanto,
para medir tanto os componentes rapidos quanto lentos do barorreflexo através do
método da sequéncia, € importante utilizar ndo so6 as series originais, mas também as
series filtradas em LP. Desse modo, enquanto as séries originais refletem os
componentes rapidos, as series LP vao representar os componentes lentos do
barorreflexo (SILVA et al., 2019).

Dessa maneira, além de apontar algumas limitagées do método da sequéncia,
a analise da SBR utilizando séries filtradas, vai ao encontro dos resultados obtidos
com as séries originais, tanto pelo método da sequéncia, quanto pela fungao de
transferéncia. De modo, que a cateterizagdo da artéria femoral parece afetar de
maneira prejudicial o barorreflexo nesses animais, enquanto a cateterizagao unilateral
da carétida comum nao promoveu alteragées na SBR.

Para nossa surpresa, os ratos com cateterizagcdo oclusiva de uma carétida
comum ndo apresentaram alteragcdes na funcao barorreflexa avaliada por quaisquer
dos métodos utilizados. Existem relatos na literatura de que a ocluséo bilateral das
carétidas promove uma notavel resposta hipertensora. Essa resposta é provocada
pela desativacdo completa dos barorreceptores carotideos, e ativacdo dos
quimiorreceptores frente a condicbes de hipdxia decorrentes da reducédo do fluxo
sanguineo nessas artérias. Dessa forma, estabelece-se uma condicdo de

disautonomia, de modo que a ativagao dos quimiorreceptores promove o aumento da
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modulagdo simpatica vascular (aumentando a pressédo arterial), enquanto o
parassimpatico promove a redugao da frequéncia de batimentos no coragao (LATARO
et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2004). No entanto, com excec¢ao da taquicardia basal,
esse grupo de animais apresentou resultados similares aos obtidos pela cateterizag&o
nao oclusiva da aorta, tanto na variabilidade do IP e da PA, quanto no barorreflexo.
Isso € sugestivo de que os barorreceptores adrticos, que estdo intactos, juntamente
com os demais barorreceptores presentes na carétida contralateral a cateterizagao,
parecem ser suficientes para promover a manutencdo e o controle autondmico
cardiovascular. Além disso, ndo podemos descartar a possibilidade da existéncia de
algum mecanismo subjacente participando da regulagao desse eixo em condi¢des de
oclusao.

Os resultados apresentados no presente estudo apontaram mostraram os
efeitos deletérios que acometeram os animais com cateterizagdo oclusiva na artéria
femoral, levando ao prejuizo no balango autondmico (disautonomia). No entanto, é
importante destacar a consisténcia dos dados apresentados pelos animais com
cateter na aorta abdominal. Essa técnica preserva de maneira importante o sistema
cardiocirculatério, de modo que os animais desse grupo exibiram menores valores de
FC e PA, que os demais grupos em mesmas condigdes. Ademais, esses animais
exibiram grande consisténcia nas analises de variabilidade do IP e PA, o que nos
permite confirmar a existéncia de melhores condigdes de preservagao do sistema
vascular e consequentemente menor ativagao dos sistemas reguladores do estresse.
Além disso, o grupo aorta apresentou melhor sensibilidade barorreflexa avaliada pelo
meétodo da sequéncia. Desse modo, apesar de maior complexidade cirurgica e tempo
de recuperacao, essa técnica parece ser o padrao-ouro dos metodos de cateterizagao
com objetivo de minimizar as repercussdes cardiocirculatérias e manter melhores
condi¢des gerais dos animais.

Contudo, um ponto a ser mencionado, € que a técnica de cateterizagao através
da carétida comum promoveu uma resposta de taquicardia nos animais. No entanto,
quando comparada com o método que acreditamos ser “padrao-ouro” de
cateterizagao (aorta), e como discutido anteriormente, a carétida exibiu um padrao de
resultados bastante similares, tanto nas analises da VFC (SDNN, RMSSD, Dinamica
simbadlica e entropia) quanto na sensibilidade do barorreflexo, apresentando-se como
uma boa alternativa para pesquisadores que buscam investigar o balango simpato-

vagal e a fungao barorreflexa em ratos.
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Portanto, podemos concluir que os efeitos deletérios da cateterizagao oclusiva,
ocorrendo principalmente na artéria femoral podem influenciar sobremaneira
parametros cardiovasculares e indices de VFC. No entanto, apesar de requerer uma
cirurgia de maior porte, a cateterizacdo da aorta abdominal parece ser uma importante
ferramenta para estudos que buscam realizar registros prolongados da PA, e se
estabelece como um bom método para a coleta de dados com finalidade de avaliar o
balango simpato-vagal cardiaco e a fungdo barorreflexa. Em contrapartida, a
cateterizagao carotida se mostrou um método eficaz de registro da PA com menos
repercussdes que a femoral, apresentando-se também como uma alternativa viavel
para essa finalidade.

Por fim, é importante considerar o potencial efeito da abordagem cirurgica
escolhida em procedimentos experimentais que visam o registro da pressao arterial e

analise hemodinamica e da modulacéo cardiovasculares em ratos nao anestesiados.
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