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RESUMO

Introdugiio - A variabilidade da freqiéncia cardiaca e da pressdo arterial sdo
habitualmente estudadas através de métodos lineares, nos dominios do tempo e da
freqiéncia. Recentemente, métodos ndo-lineares, como o mapa de retorno, foram
aplicados com sucesso na cardiologia.

Objetivos - Avaliar o desempenho de uma modificagdio do mapa de retorno classico,
denominado mapa de retorno tridimensional, para detectar (1) diferentes niveis de
disfun¢do autondmica, (2) a reprodutibilidade, (3) a modulagéio parassimpatica e simpatica
sobre 0 nd sinusal e (4) o efeito dos pressorreceptores e quimiorreceptores sobre a
variabilidade da pressdo arterial.

Material e métodos - Para estudar a freqiéncia cardiaca, o mapa de retorno
tridimensional foi construido a partir dos intervalos RR do eletrocardiograma, como RR,
versus [(RR,:1)-(RR,)] versus densidade. Desenvolvemos 4 indices de quantificagdo: P; -
inversamente proporcional a inclinagdo da maxima densidade de pontos; P, - méximo
comprimento longitudinal; P; - maxima largura transversal, MN - produto de P, P,P3107.
Estudamos 22 pacientes diabéticos, sendo 10 com neuropatia autondémica ¢ 12 sem
neuropatia autondmica, diagnosticada por 5 testes autonomicos cardiovasculares, e 12
individuos normais. A reprodutibilidade foi avaliada em 9 pacientes diabéticos e 10
individuos normais, em 2 dias consecutivos. Estudamos a correla¢do dos indices do mapa
de retorno tridimensional com os indices no dominio do tempo raiz quadrada média das
diferengas sucessivas (RMSSD), desvio padrido dos intervalos (SDNN) e desvio padrdo
das médias dos intervalos RR calculadas em segmentos de 5 minutos (SDANNI).
Estudamos, em 6 individuos normais, o efeito do bloqueio farmacologico com propranolol
e atropina sobre o mapa de retorno tridimensional, durante um protocolo de uma hora,
incluindo 40 minutos em repouso e 20 minutos de exercicio. Em ratos, estudamos o efeito
da desnervagdo sinoadrtica sobre o mapa de retorno tridimensional de pressdo arterial,
construido como PA, x [(PA.1)-(PA,)] x densidade. Foram estudados 10 ratos Wistar,
sendo 5 deles submetidos a desnervagdo sinoaortica. Para auxiliar na interpreta¢do dos
resultados, construimos graficos de fase da pressdo arterial (PA, x dPA,/dt). Foi ainda
calculado o desvio padrio da pressdo arterial.

Resultados - Os indices do mapa de retorno tridimensional foram capazes de diferenciar
pacientes com disfung¢io autondmica de individuos normais. P; e MN diferenciaram cada
um dos 3 grupos estudados (ANOVA p<0,05). A maioria dos indices do mapa de retorno
tridimensional apresentou melhor acuracia total na detecgdo de disfun¢do autondmica do
que os indices no dominio do tempo, calculada pela area sob a curva ROC. Com excegdo
de P,, os demais indices do mapa de retorno tridimensional correlacionaram-se com os
indices no dominio do tempo (todos p<0,01). Os indices do mapa de retorno
tridimensional apresentaram reprodutibilidade adequada em dois dias consecutivos
(coeficientes de correlagdo intra-classe entre 0,69 a 0,82; p<0,01). Em comparagdo ao
placebo, o bloqueio simpatico com propranolol aumentou P; ¢ MN e o bloqueio
parassimpatico e o duplo-bloqueio diminuiram P, P; e MN (ANOVA p<0,05). Em relagdo
aos achados de variabilidade da pressdo arterial, tanto a média, como os valores de P; e P3



das pressdes arteriais sistolica, diastolica e média foram semelhantes nos ratos integros e
nos ratos desnervados. O desvio padrdo, P, e MN foram maiores nos ratos desnervados,
quando comparados aos ratos integros (teste t p<0,05). O indice global MN revelou maior
variabilidade da pressdo arterial sistolica, quando comparada a diastolica (teste t pareado
p<0,05).

Conclusdes - Os indices do mapa de retorno tridimensional de frequéncia cardiaca
detectam disfun¢@o autondmica em pacientes diabéticos, sdo reprodutiveis, correlacionam-
se com os indices no dominio do tempo e quantificam a modulagdo parassimpatica e
simpatica sobre o nd sinusal. Os indices do mapa de retorno tridimensional de pressdo
arterial detectam diferengas no comportamento da pressdo arterial, secundarias a
eliminag@o dos pressorreceptores e quimiorreceptores arteriais, 0s quais parecem modular
as pressoes arteriais sistolica e diastolica de forma distinta.



ABSTRACT

Introduction - Heart rate and blood pressure variability are usually studied by linear
methods in time- and in frequency-domain. Recently, non-linear methods return maps have
also been successfully used in cardiology.

Objectives - To evaluate the performance of a modified return map, called three-
dimensional return map, (1) to detect different levels of autonomic dysfunction, (2) to
evaluate the reproducibility of the method, (3) to detect parassimpathetic and sympathetic
modulation to the sinus node and (4) to detect the influence of baroreceptors and
chemoreceptors over blood pressure variability.

Material and methods - For heart rate studies three-dimensional return map was built
from the RR intervals of the electrocardiogram plotting RR,, versus [(RRu1)-(RR,)] versus
density. Quantification indices were created: P, - inversely proportional to the slope of the
maximum density; P, - maximal longitudinal length; P; - maximal transversal length; MN -
the product of P;P,P510”. Twenty-two diabetic patients, 10 with autonomic neuropathy
and 12 without autonomic neuropathy, according to 5 cardiovascular autonomic tests, and
12 normal individuals were studied. Reproducibility was evaluated in 9 diabetic patients
and 10 normal individuals during two consecutive days. Correlation of three-dimensional
return map indices to time domain indices root mean square successive difference
(RMSSD), standard deviation of RR intervals (SDNN) and standard deviation of the mean
RR interval calculated in 5 min segments (SDANNi) were calculated. In six healthy
subjects we studied the effect of partial and total pharmacological blockade with
propranolol and atropine on three-dimensional return map, during a 1-hour protocol which
included 40 minutes of rest and 20 minutes of exercise. In rats, we studied the effect of
sinoaortic denervation on arterial blood pressure (AP) variability using a three-dimensional
return map constructed as AP, x [(APn:1)-(AP,)] x density. Of the ten Wistar rats studied,
five were submitted to sinoaortic denervation. To collaborate in data interpretation phase-
plane plots (AP, x dAP,/dt) were constructed. Blood pressure standard deviation was also
calculated.

Results: Three-dimensional return map indices detected differences between patients with
autonomic dysfunction and normal controls. P; and MN differentiated each one of the 3
groups studied (ANOVA p<0,05). Overall accuracy of most three-dimensional return map
indices to detect autonomic dysfunction, estimated by the area under the ROC curve, was
significantly better than traditional time-domain indices. All three-dimensional return map
indices but P, were correlated to time-domain indices (all p<0.01). Three-dimensional
return map indices also showed adequate reproducibility in two different recording days
(intra-class correlation coefficient of 0.69 to 0.82; p<0.01). Compared to placebo, both P;
and MN were increased after sympathetic blockade with propranolol, while all indices
except P1 were modified after parasympathetic blockade (p<0.05). Considering our blood
pressure variability results, denervated and non-denervated rats had similar values of mean
systolic, diastolic and mean arterial pressure as well as P; and P;. Denervated rats
presented higher values of standard deviation, P, and MN, comparing to non-denervated
rats (t test p<0.05). Global index MN showed higher values for systolic blood pressure,
comparing to diastolic ( paired t test p<0.05).



Conclusions — Heart rate three-dimensional return map indices detected autonomic
dysfunction in diabetic patients, reproducible, correlated to time-domain indices and are
able to quantify parassympathetic and sympathetic modulation to the sinus node. Blood
pressure three-dimensional return map indices detected differences in blood pressure
behavior secondary to baroreceptor and chemoreceptor elimination, suggesting that
baroreceptors and chemoreceptors modulate systolic and diastolic blood pressure in
different ways.
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CAPITULO I

INTRODUCAO

REGULACAO CARDIOVASCULAR

O funcionamento dos sistemas biologicos ¢ o resultado da interagdo entre diversos
mecanismos regulatorios, que comandam um numero quase infindavel de variaveis. Como,
na sua grande maioria, estes mecanismos s3o inacessiveis aos pesquisadores, o
conhecimento sobre estes sistemas baseia-se, em grande parte, na anélise do comportamento
das suas variaveis. No caso do sistema cardiovascular, o estudo do comportamento das
variaveis pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca tem permitido o acesso a alguns dos
mecanismos regulatorios (1). Apesar dos métodos de analise atualmente empregados
fornecerem apenas uma visfo limitada de um sistema que € muito complexo, a informagio
obtida a partir do estudo das oscilagdes da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca
batimento a batimento (2, 3, 4) mostrou ter comprovada relevancia clinica (5, 6, 7). Em
fun¢do disso, nos ultimos anos, observa-se um interesse crescente no desenvolvimento de
novos métodos que possam descrever o comportamento das oscilagdes cardiovasculares, de
forma mais abrangente.

A regulagdo do sistema cardiovascular € tradicionalmente descrita como sendo
homeostatica, com o objetivo de manter a pressdo arterial estavel. Sempre que ocorre
alguma perturbacdo, sdo ativados mecanismos que procuram trazer o sistema para um
determinado valor médio preferencial de pressdo arterial, usualmente chamado de ponto de

ajuste da pressdo arterial. Os principais reguladores da pressdo arterial batimento a



batimento sdo 0s mecanismos neuro-humorais. Os pressorreceptores arteriais, o0s
quimiorreceptores arteriais e 0s receptores cardiopulmonares, modulados por centros
integrativos do tronco cerebral, atuam sobre o débito cardiaco e a resisténcia vascular
periférica, assegurando uma pressdo de perfusdo adequada para os diferentes tecidos, com
especial atengdo para os tecidos cerebrais. Dentre os fatores neuro-humorais, a ac@o
exercida pelos pressorreceptores arteriais ¢ considerada a principal responsavel pela
regulacdo instantanea da pressdo arterial.

Os pressorreceptores sdo mecanoreceptores localizados na crossa da aorta e no seio
carotideo, sensiveis a deformagdo da parede arterial determinada pela onda de pulso. Sao
terminagGes de fibras aferentes nervosas densamente ramificadas. Elas ddo origem ao nervo
depressor aortico ¢ ao nervo sinusal, que se unem respectivamente ao vago € ao
glossofaringeo. No nivel central, estas fibras se projetam para centros integrativos,
representados pelo nicleo do trato solitario e partes rostral e caudal do bulbo ventromedial.
Os neurdnios secundarios do nacleo do trato solitario excitam os neuronios pré-ganglionares
do parassimpatico, no niacleo dorsal motor do vago. Seus eferentes vagais projetam-se
diretamente aos neurOnios pos-ganglionares intramurais, situados no coragdo e outros
orgdos. Outros interneurdnios do nucleo do trato solitario projetam-se ao centro vasomotor
no bulbo ventrolateral, que atua no controle tonico da pressio arterial. Os interneurdnios do
nucleo do trato solitario, uma vez excitados pelos pressorreceptores, inibem o tono
simpatico. O tono simpatico é capaz de alterar a freqiéncia cardiaca, a contratilidade
miocéardica, a atividade dos vasos de resisténcia e de capacitdncia, além de induzir a
liberag@o de catecolaminas e de renina.

Sucintamente, 0 mecanismo se processa da seguinte forma. Em decorréncia de uma



queda da pressdo arterial, ocorre menor deformagdo dos mecanorreceptores aorticos e
carotideos, resultando em menor estimulagdo dos interneurdnios do nucleo do trato
solitario, promovendo menor estimulagdo vagal e liberagdo da estimulagdo simpatica (8).
Isto aumenta a liberago de adrenalina e noradrenalina pela medula adrenal, bem como de
vasopressina pela neuro-hipofise. A diminui¢do da pressdo de perfusdo renal, resultante da
queda da pressido, somada ao aumento da atividade simpatica, aumentam a liberacdo de
renina. Desta seqiéncia de eventos, resultam o aumento da freqiiéncia cardiaca, da
contratilidade miocardica, da resisténcia vascular periférica, do retorno venoso, do débito
cardiaco e da volemia central, fazendo com que os niveis pressoricos retornem ao seu ponto
de ajuste. Em caso de aumento da pressdo arterial, o mecanismo se processa de forma
oposta. Uma maior deformagdo dos pressorreceptores promove elevagdo do tono vagal e
inibi¢do do tono simpatico. Isto resulta em diminuigdo da freqiiéncia cardiaca, do volume
sistolico, da liberagdo de catecolaminas e de renina, da resisténcia vascular periférica, do
retorno venoso e do débito cardiaco, reduzindo os niveis pressoricos de volta ao seu ponto
de ajuste.

Os quimiorreceptores sdo grupamentos celulares localizados nos corpuasculos
aorticos e carotideos, com terminais nervosos, cujas fibras aferentes juntam-se ao vago e ao
glossofaringeo até o nacleo do trato solitario. Eles apresentam a capacidade de detectar
alteracdes na pressdo parcial, tanto de oxigénio como de gas carbonico, bem como em
flutuagdes do pH sanguineo. A atividade destes receptores aumenta com a diminui¢io da
pressdo parcial de oxigénio, com o aumento da pressdo parcial de gas carbonico e redugio
do pH. Eles estimulam reflexamente os centros respiratorios, produzindo taquipnéia, e os

centros cardiovasculares, produzindo bradicardia e hipertensdo. Este aumento da pressdo
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arterial resulta de vasoconstrigdo simpatica, com aumento da resisténcia vascular periférica e
da secre¢ao da medula adrenal (9).

O controle circulatorio dependente da atividade barorreflexa ¢ tradicionalmente
estudado pela analise simultdnea da resposta da pressdo arterial e da freqiiéncia cardiaca a
manobras que desestabilizam o sistema. Estas manobras podem se dar através da
administragdo de drogas vasoativas (10), ou da manipula¢do da regido carotidea (pressdo ou
suc¢do) por colar cervical (11). A atividade barorreflexa ¢ expressa como a inclinagdo da
reta de regressdo linear entre o intervalo de pulso e a pressdo arterial, calculada a partir da

execucdo da manobra (12).

Desnervacgao sinoadrtica

A eliminagio dos pressorreceptores e quimioreceptores arteriais, através do modelo
experimental de desnervagio sinoaértica, descrito por Krieger (13), permite estudar a agio
dos pressorreceptores sobre a modulagdo da pressdo arterial, da freqiiéncia cardiaca e da
atividade nervosa simpatica renal. Ao empregar este modelo para o estudo do controle da
pressdo arterial pela atividade barorreflexa, ¢ fundamental certificar-se de que a desnervagédo
tenha sido feita de forma completa. As alteragdes na regulagdo cardiovascular, apds a
desnervagdo sinoaortica, dependem do grau de desnervagio obtido, sendo necessario testar
a sensibilidade barorreflexa dos animais desnervados para assegurar o sucesso do
procedimento (14).

ApoOs a desnervagdo, os pressorreceptores deixam de estimular o sistema nervoso

parassimpatico e liberam a atividade tonica inibitéria sobre o centro vasomotor medular,



levando ao surgimento de um quadro de hiperatividade simpatica. A sintese de dopamina,
noradrenalina e adrenalina pela medula adrenal estd ativada nos primeiros 3 dias pos-
desnervagdo, diminuindo apos 21 dias (15).

Em ratos, a liberagdo do simpatico promove, ja nas primeiras 6 horas, aumento
progressivo da pressdo arterial, da freqiéncia cardiaca e da atividade nervosa simpatica
renal. O aumento da pressdo arterial é consequiéncia de aumento da resisténcia vascular
periférica, pela liberagdo de catecolaminas, que pode ser evitada pela associagdo de
demedulagdo adrenal mais uso de guanetidina, ou revertida pelo bloqueio autonémico
completo (16). Os niveis pressoricos, aumentados na fase aguda, retornam aos valores de
controle apos 20 dias, com redugdo da hiperatividade simpatica (17, 18).

A hiperatividade do sistema renina-angiotensina também colabora no aumento da
pressdo arterial apos desnervagdo, por efeito vasoconstritor direto, de forma indireta por
estimulac@o simpatica central e periférica, ou por estimular a secregdo de vasopressina. Os
niveis vasopressina também aumentam em decorréncia da eliminac¢@o da influéncia inibitoria
tonica secundaria a desnervagdo sinoaodrtica (19).

A eliminagio dos pressorreceptores promove um grande aumento na variabilidade da
pressdo arterial batimento a batimento, evidenciado pelo aumento no desvio padrdo da
pressdo arterial média. Apesar de diversos mecanismos serem responsabilizados pelo
aumento da variabilidade da pressdo arterial na desnervagdo sinoadrtica, este
comportamento ainda esta longe de ser completamente compreendido. Até o momento, a
hiperatividade simpatica resultante da desnervagdo sinoadrtica tem sido apontada como a
principal responsavel por este comportamento (20). A atividade nervosa simpatica renal esta

aumentada na fase mais precoce da desnervagdo sinoadrtica (21), reduzindo-se na fase mais



tardia. Ha evidéncias de que a maior variabilidade, no rato desnervado, possa ser
conseqiiéncia da perda de sincronia entre a atividade simpatica renal e a pressdo arterial
(22).

As respostas pressoricas exageradas a estimulos comportamentais (23, 24), ou a
inspiragdes profundas (25, 26) podem gerar alteragdes abruptas da press@o arterial no rato
desnervado. O somatoério destas respostas, ao longo do tempo, pode determinar o aumento
na média e na variabilidade da pressdo arterial (13, 27).

Através de bloqueio farmacologico, foi possivel demonstrar que o aumento na
atividade do sistema renina-angiotensina e da vasopressina, desencadeado pela retirada dos
pressorreceptores, também colabora para a variabilidade da pressdo arterial (28, 29),
atuando de forma direta sobre a modulagio dos leitos vasculares periféricos (30).

Outra explicagdio para o aumento da variabilidade da pressdo arterial apds a
eliminagdo dos quimiorreceptores e dos pressorreceptores € que, em situagdo fisiologica,
eles influenciam a pressdo arterial de forma oposta. Como a eliminagdo dos
quimiorreceptores promove hipotensdo ¢ a auséncia dos pressorreceptores promove
hipertensdo, o resultado final pode ser um aumento da variabilidade da pressdo arterial (31).
Na fase aguda (24 horas) da desnervagido sinoadrtica, os efeitos da desnervagio dos
pressorreceptores promovem aumento da atividade simpéatica e da pressdo arterial. Na fase
cronica (20 dias), a normaliza¢do da pressdo arterial e da atividade simpatica renal refletem
um balango entre os efeitos opostos da desnervagdo dos pressorreceptores e dos

quimiorreceptores (22).
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METODOS DE ANALISE DAS OSCILACOES CARDIOVASCULARES BATIMENTO
A BATIMENTO

A acdo dos mecanismos de controle cardiovascular, apesar de manter a estabilidade
média do sistema, ndo impede que ocorram flutuagdes da freqiiéncia cardiaca e da pressdo
arterial batimento a batimento. Através do estudo destas oscilagdes, ¢ possivel conhecer
melhor os mecanismos de regulagdo do sistema cardiovascular. Os métodos utilizados para
avaliar o comportamento destas oscilagdes podem ser no dominio da freqiiéncia ou no

dominio do tempo.

Dominio da fregiiéncia

Os métodos no dominio da freqiiéncia conseguem individualizar e quantificar os
diferentes componentes de freqiiéncia de uma oscilagdo complexa. A andlise espectral € o
método no dominio da freqiiéncia mais utilizado, tendo se tornado um valioso instrumento
na avaliagdo do sistema cardiovascular. A poténcia espectral encontrada para uma dada
freqiiéncia representa a contribui¢do daquela freqiiéncia, em particular, para a variabilidade
total da variavel em estudo.

No estudo da variabilidade da freqiiéncia cardiaca e da pressdo arterial, usualmente
este método identifica oscilagdes em 3 bandas de freqiéncia. Essas oscilagdes podem ser
classificadas como sendo de alta freqiiéncia, entre 0,2 a 0,4 Hz, de média freqiiéncia, ao
redor de 0,1 Hz, e de baixa freqiiéncia, entre 0,02 a 0,07 Hz (32).

As oscilagdes de alta freqiéncia coincidem com a freqiiéncia respiratoria, podendo

ser identificadas tanto em séries temporais de frequiéncia cardiaca, como de pressdo arterial,
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mas por mecanismos distintos. A oscilagdo da freqiiéncia cardiaca secundaria a respiragdo,
conhecida como arritmia sinusal respiratoria, € um fendmeno mediado pelo vago, através de
estimulos diretos dos centros respiratorios cerebrais, mas que depende também de reflexos
cardiopulmonares. Este ¢ um dos mecanismos propostos para a modulagdo da freqiiéncia
cardiaca pela respiragdo: 1) variagOes ciclicas da pressdo intra-adrtica, produzidas pela
respiragdo, alteram mecanicamente o retorno venoso € as circulagdes pulmonar e aortica,
que, por agdo central, repercutem sobre a freqiiéncia cardiaca via pressorreceptores arteriais
ou receptores atriais; 2) receptores pulmonares e da parede toracica, sensiveis a freqiiéncia
respiratoria e ao volume de ar corrente, diminuem a amplitude das oscilagdes da freqiiéncia
cardiaca, com o aumento da freqii€ncia respiratoria e aumentam a amplitude das oscilagdes
da freqiéncia cardiaca, com o aumento do volume de ar corrente; 3) os neurdnios
respiratorios medulares exercem modulagdo direta sobre os neurénios cardiomotores (32,
33). O papel da modulacio central parece ser fundamental. Mesmo sem a presenga dos
movimentos respiratorios e das flutuagBes da pressdo arterial, ndo ¢ possivel eliminar
completamente a arritmia sinusal respiratéria, se persitir a atividade inspiratoria central. Por
outro lado, a arritmia sinusal respiratoria desaparece com a depressdo do centro respiratorio
(33).

Ao contréario da frequiéncia cardiaca, a modulagdio autondmica nio exerce um papel
relevante sobre o efeito da respiragdo sobre os componentes de alta frequiéncia da pressdo
arterial. Em ratos, a poténcia desses componentes permanece inalterada com bloqueio
simpatico e pode até aumentar com o bloqueio vagal com atropina (34). As oscilagGes de
alta freqiiéncia sobre a pressdo arterial sdo conseqiiéncia dos efeitos mecanicos da

respiragdo sobre os gradientes pressoricos, repercutindo sobre o tamanho e a fungio do
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coragdo e dos grandes vasos (1).

As oscilagdes de média e baixa frequéncia estdo associadas as flutuagdes do toénus
vasomotor e a resisténcia vascular periférica. No caso especifico da pressdo arterial, os
componentes de freqiiéncia ao redor de 0,1 Hz correspondem as oscilagdes na pressdo
arterial sistémica com 6 a 9 ciclos por minuto, conhecidas como ondas de Mayer. Estas
oscilagdes também se manifestam no comportamento da freqiiéncia cardiaca, em decorréncia
de mecanismos periféricos ou centrais. Segundo Akselrod et al. (32), essas oscilages
poderiam ser explicadas pelo envolvimento dos pressoreceptores no controle da resisténcia
vascular periférica, a qual responde com um retardo temporal ao redor de 3 segundos (0,05
Hz). Defendendo um mecanismo central, Preiss et al. sugerem que a modulagfo ritmica da
atividade neuronal simpatica, responsavel pelas ondas de Mayer, é dependente de um
oscilador no sistema nervoso central, que poderia ser modulado, em parte, pelos
pressoreceptores (35).

Os mecanismos regulatorios, responsaveis pelos componentes de freqiéncia entre
0,025 e 0,07 Hz, parecem estar associados ao sistema renina-angiontensina, a fatores

endoteliais, termorregulag@o e outros ainda nio bem esclarecidos (32).

Representagdo autonémica dos componentes de freqiiéncia da andlise espectral

O estudo das oscilagdes da pressdo arterial e da freqiéncia cardiaca ganhou grande
impulso nos ultimos anos, como forma de representar indiretamente a participagdo do
sistema nervoso autonomo sobre a regulagdo cardiovascular. Foram desenvolvidos estudos

em animais e em humanos, tentando correlacionar cada uma das bandas de frequéncia da
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andlise espectral com os ramos do sistema nervoso auténomo.

Andlise espectral da pressdo arterial

Apesar de informar sobre o comportamento da pressdo arterial batimento a
batimento, a representagdo autonémica da analise espectral da pressdo arterial ainda ¢ muito
controversa. Em relagdo aos componentes de alta freqiiéncia, parece ndo haver muita
duvida. Apesar de ocorrerem oscilagdes resultantes dos movimentos respiratorios, elas ndo
dependem da modulagdo autonémica, como acontece com a freqii€ncia cardiaca (36, 37).
Portanto, ndo é possivel avaliar nenhum ramo do sistema nervoso auténomo a partir deles.
Ja os componentes de baixa freqiiéncia dependem em cerca de 80% da regulac@o vascular
exercida pelo sistema nervoso simpatico (38), correlacionando-se inversamente com a
atividade barorreflexa (39). Eles estdo elevados durante situa¢des que exacerbam a atividade
simpatica e (40, 41) diminuidos apds a redugdo da atividade simpatica (32, 42, 34). Apesar
destas evidéncias, ainda nd3o foi demonstrado que exista uma correlagdo entre os

componentes de baixa freqiiéncia e o nivel médio de modulagio simpatica (38, 1).

Andlise espectral da fregiiéncia cardiaca

Em relagdo a freqiéncia cardiaca, sabe-se que os componentes de alta freqiiéncia
podem ser usados como expressdo isolada da modulagio vagal sobre o no sinusal. Estes
componentes sdo praticamente eliminados por intervengdes que diminuem a atividade vagal

e (3, 43, 41) sdo aumentados por intervengdes que exacerbam o tono vagal, como a
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administrag@o de escopolamina (44). Contudo, eles ndo representam a média da atividade
vagal no periodo estudado, mas o resultado das flutuagoes da modulagdo vagal (45). Sem
que haja modulagio pelo sistema nervoso central proporcionando flutuagdes adaptativas no
tono vagal, isoladamente, a estimulacdo direta e constante do nervo vago ndo consegue
produzir aumento nos componentes de alta freqiiéncia da analise espectral.

Os componentes de baixa freqii€ncia sdo influenciados tanto pela modulagio
simpatica como pela modulagdo vagal (3). Foi demonstrado que estes componentes
aumentam durante algumas intervengdes em laboratorio, que sabidamente aumentam a
atividade simpatica (41). Nessas circunstancias, o método tem sido empregado com sucesso.
As evidéncias em relagdo a participagdo simpatica na génese destes componentes, quando
sdo avaliados durante o repouso (46, 1, 47, 48, 49) ainda s3o controversas (5).

A eficiéncia da analise espectral, tanto de pressio como de freqii€ncia cardiaca, é
especialmente dependente da estacionaridade do sinal analisado e da auséncia de artefatos
(50). A presenca de batimentos ectopicos e artefatos obscurecem a atividade normal do no
sinusal, fazendo com que os batimentos imediatamente antes e imediatamente depois da
ectopia sejam excluidos da analise espectral (51). A presenga de um uUnico batimento
ectopico pode contaminar o espectro de frequéncia, dificultando a interpretagdo (52).
Quando o namero de ectopias ou de artefatos € excessivo, ndo € possivel obter uma analise
confiavel da série temporal. E mais dificil a interpretagio dos dados nas analises de 24 h,
quando ha muito mais probabilidade de contaminagio do espectro de frequéncia e perda de
estacionaridade (53). Mesmo assim, independente da qualidade da série temporal, a analise
espectral ndo oferece informagdes confidveis sobre a modulagdo de cada um dos ramos

autondmicos, quando os periodos de analise sdo prolongados (5). Além da eventual
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contaminagdo por artefatos, o controle da respiragdo pode ser crucial para a avaliagdo dos
componentes de baixa freqiiéncia. Uma freqiiéncia respiratoria inferior a 9 ciclos por minuto
desloca para a esquerda o componente de alta freqi€ncia, impossibilitando a correta
interpretagdo dos resultados. Este tipo de controle ¢ muito dificil de fazer por periodos

longos de tempo.

Métodos no dominio do tempo

Outra forma de avaliar o comportamento das oscilagdes cardiovasculares € calcular a
dispersdo em torno da média da pressdo arterial ou da freqii€ncia cardiaca. Por levarem em
consideracdo o fator tempo e ndo o fator freqiiéncia, como na analise espectral, os indices
derivados deste tipo de abordagem sdo conhecidos como indices no dominio do tempo.
Apesar de traduzirem de forma muita simplificada o complexo comportamento do sistema
cardiovascular, estes indices fornecem informagdes relevantes.

Antes da era dos computadores, Ewing et al. padronizaram um conjunto de testes
para avaliar a integridade do sistema nervoso auténomo, baseados nas respostas da
frequiéncia cardiaca e da pressdo arterial a estimulos padronizados (54). De uma forma geral,
os testes que avaliam a varia¢do da freqiiéncia cardiaca referem-se a integridade do sistema
nervoso parassimpatico € os que avaliam a variagdo da pressdo arterial, ao sistema nervoso
simpatico (55). Apesar de serem muito usados na pratica clinica e em laboratoério, ainda ha
duvidas quanto a escolha do melhor teste (56, 57, 58). Além disto, eles apresentam
problemas de padronizagdo (59), a sensibilidade e a reprodutibilidade sdo baixas (60), existe
a necessidade de cooperagdo por parte do paciente (61) e eles fornecem informagdo

exclusivamente sobre um periodo restrito de tempo (62).



Ap0s o advento dos computadores, inimeros indices comecaram a ser calculados,
utilizando periodos mais longos de tempo (5). Dentre os novos indices disponiveis, o desvio
padrio é o mais simples de calcular em uma série temporal de pressdo arterial ou de
freqiiéncia cardiaca.

O desvio padrdo da pressdo arterial batimento a batimento ¢ empregado para
quantificar a integridade dos sistemas de controle da pressdo arterial (31). Quando os
mecanismos de controle estdo integros, ocorrem menos oscilagdes da pressdo arterial (14),
com valores menores de desvio padrdo. Um desvio padrio da pressio arterial elevado indica
comprometimento na homeostase cardiovascular. O calculo do desvio padrdo, contudo, ndo
permite indehtiﬁcar quais mecanismos encontram-se comprometidos. Apesar de ser muito
usado em modelo animal, o desvio padrio da pressdo arterial ndo costuma ser utilizado na
préatica clinica.

Ao contrario da pressdo arterial, o estudo da variabilidade da freqiiéncia cardiaca
através dos indices no dominio do tempo ¢ amplamente utilizado na pratica clinica. Os
diferentes métodos sdo calculados utilizando-se apenas os intervalos RR normais,
desprezando-se os artefatos e as ectopias. Os indices mais popularizados até o momento,
com as suas abreviagdes conhecidas internacionalmente, sdo os seguintes:

. desvio padrdo de todos intervalos RR normais (SDNN);

. média dos desvios padrdo dos intervalos RR normais calculados em intervalos de 5
minutos (SDNNi);

. desvio padrdo das médias dos intervalos RR normais calculadas em intervalos de 5
minutos (SDANNiI);

. raiz quadrada da média das diferencas sucessivas entre intervalos RR normais
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adjacentes, também chamada de raiz quadrada média das diferengas sucessivas (RMSSD);

. percentagem das diferencas entre intervalos RR normais adjacentes que excedem a
50 milissegundos (PNNS50).

O significado fisiologico destes indices, quando calculados por periodos longos de
tempo, tem sido estudado basicamente através da correlagdo com os achados da analise
espectral (63, 64, 65, 66). De uma forma geral, todos eles correlacionam-se com o0s
componentes de alta freqiéncia, mas ndo permitem distinguir quando as alteragGes da
variabilidade da freqiiéncia cardiaca sdo devidas a um aumento do tdnus simpatico ou a uma
retirada do tonus vagal. Entre eles, RMSSD e PNN50 sdo os que apresentam melhor
correlagdo com os componentes entre 0,15 e 0,4 Hz do espectro de freqiiéncia, traduzindo
melhor a modulagdo vagal (67, 65, 44) SDNN e SDANNI correlacionam-se bem com os
componentes do espectro de frequéncia abaixo de 0,0033 Hz, que seriam responsaveis pelo
controle da frequéncia cardiaca durante as flutuagdes muito lentas, ligadas ao ritmo
circadiano, durante os periodos de atividade e nas mudangas de postura (64). SDNNi se
correlaciona com os componentes entre 0,0033 e 0,04 Hz do espectro de frequéncia e ¢
menos afetado pela atividade e por mudangas de postura (63).

Do ponto de vista clinico, o estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca no
dominio do tempo obteve grande impulso a partir dos resultados obtidos por Kleiger et al.
(68) e confirmados por varios outros autores (69, 70), demonstrando que pacientes pos-
infarto do miocérdio com diminui¢do da variabilidade da frequéncia cardiaca apresentavam
maior mortalidade. Um dos mecanismos propostos para o aumento da mortalidade nos
pacientes com variabilidade diminuida ¢ a diminui¢@o do limiar para o desencadeamento de

arritmias graves, secundaria a redugdo do tono vagal (71).
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Diversos métodos sdo usados para estratificar risco pos-infarto do miocardio, como
a quantificagdo da densidade de arritmias ventriculares no eletrocardiograma de 24 horas, a
pesquisa de potenciais tardios no eletrocardiograma de alta resolugdo e a fragdo de ejecdo
ventricular. A variabilidade da freqiiéncia cardiaca, nesse contexto, € superior aos demais
métodos, quando se trata de identificar risco de morte por evento arritmico. Ela apresenta
valor preditivo independente, inclusive superior ao da fragdo de ejecdo (72). Para estratificar
mortalidade global, o desempenho da variabilidade da freqiiéncia cardiaca assemelha-se ao
da fragdo de ejecdo (73).

Além do infarto agudo do miocardio, a variabilidade da freqiiéncia cardiaca ja foi
estudada em dezenas de situagOes clinicas que comprometem a modulagdo autondmica
(74). Nos pacientes com insuficiéncia cardiaca, a variabilidade da frequéncia cardiaca
também pode estar reduzida (75). Em grande parte, esta redug@o € conseqiiéncia da ativagio
neuro-humoral, caracteristica deste sindrome, com aumento da atividade simpatica e
diminui¢do da atividade vagal (76, 77). Além do comprometimento autondmico, a distensdo
do no sinoatrial também contribui para a reducdo observada (78). Recentemente, Nolan et
al. estudaram prospectivamente pacientes com diferentes graus de insuficiéncia cardiaca,
através de indices no dominio do tempo. Os pacientes com redu¢do de SDNN apresentaram
maior taxa de mortalidade anual, quando comparados aos pacientes com variabilidade da
freqiiéncia cardiaca normal (6). Nesse estudo, apesar dos pacientes com insuficiéncia
cardiaca apresentarem reducgdo dos indices de representagdo vagal (RMSSD e PNNS50),
estes indices ndo foram capazes de estratificar risco. Segundo os autores, o melhor
desempenho de SDNN deve-se ao fato de ele ser afetado ndo s6 pelas anormalidades na

modulagdo autondmica, mas também pelas alterages na atividade do sistema renina-
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angiontensina, dos quimiorreceptores, por mudangas no padrio respiratorio e pela
inatividade fisica. Estes resultados reforcam a utilidade clinica da avaliagdo da variabilidade
da freqiiéncia cardiaca na insuficiéncia cardiaca, mas revelam a dificuldade de interpretagio
dos diferentes métodos em relagdo aos possiveis mecanismos envolvidos.

No diabete melito, o comprometimento autondmico ¢ uma complica¢@o frequente,
que acomete ambos os ramos do sistema nervoso auténomo (79), manifestando-se, entre
outras formas, pela diminui¢do da variabilidade da freqiiéncia cardiaca (80) e esta associado
com o aumento da mortalidade nesses pacientes (81, 82, 83), o que justifica os esfor¢os para
a sua detecgdo precoce. Tradicionalmente, o diagnostico de neuropatia autondmica no
diabete melitd ¢ feito através dos testes autonOmicos pradonizados por Ewing et al. (54),
mas os novos métodos computadorizados sdo cada vez mais empregados, tanto com analise
de periodos longos (67, 84), como em periodos mais curtos de tempo (85, 86, 61, 87, 88,
89). Os indices no dominio do tempo de 24h, mais representativos da atividade vagal, como
os componentes espectrais de baixa e alta freqiiéncia, estdo diminuidos nos pacientes

diabéticos portadores de neuropatia autondmica (55).

Avaliacio dinamica da atividade barorreflexa

Habitualmente, a avaliagdo da atividade barorreflexa de seres humanos ¢ realizada
em laboratorio, sob condigdes muito controladas, distintas daquelas encontradas na vida
real. Com o advento de tecnologia que permite gravar a pressdo arterial por periodos
prolongados, foram desenvolvidos métodos no dominio do tempo e da freqiiéncia, com

capacidade de avaliar a atividade barorreflexa durante as atividades habituais.
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A analise no dominio do tempo utiliza os registros simultaneos da pressdo arterial e
da frequéncia cardiaca para identificar seqiiéncias de trés ou mais batimentos consecutivos,
caracterizados por aumento progressivo da pressdo arterial sistolica e aumento progressivo
do intervalo de pulso, ou redugdo progressiva na pressdo arterial sistélica e redugio
progressiva do intervalo de pulso. Da mesma forma que em laboratério, a atividade
barorreflexa ¢ expressa pela inclinacdo da regressao linear entre as mudangas na pressdao
arterial sistolica e na freqii€ncia cardiaca. Por esse tipo de abordagem, foi possivel constatar
que a atividade barorreflexa néio se mantém estavel durante as 24 horas do dia, diminuindo
durante a vigilia e aumentando durante os periodos de sono. Em individuos hipertensos (90),
e em idosos (91) ocorre diminuigdo do numero de seqiiéncias de hipertensdo/bradicardia e
hipotensdo/taquicardia, bem como menor inclinagio da regressdo linear. Em animais, a
desnervagdo sinoadrtica praticamente elimina essas seqiéncias, indicando que a atividade
barorreflexa ¢ responsavel por grande parte deste comportamento (92, 93). Informagio
similar pode ser obtida no dominio da freqiiéncia, através do calculo do coeficiente de
coeréncia ou da fungdo de transferéncia entre a poténcia espectral da pressdo arterial e da
frequiéncia cardiaca de periodos prolongados (94).

A analise dindmica da atividade barorreflexa ¢ um método complexo, que exige
muito pos-processamento dos dados adquiridos e € afetado por perdas de estacionaridade.
As informagdes obtidas referem-se somente & modulagdo da freqiiéncia cardiaca exercida

pela pressdo arterial, mas ndo permitem avaliar aspectos da modulagio pressorica (94).
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Meétodos nao-lineares

Nos tltimos anos, o crescente interesse pelo comportamento dos sistemas dinamicos
ndo-lineares, em diversas areas da ciéncia, comegou a influenciar também o estudo da
regulagdo cardiovascular. A ndo-linearidade esta presente em todos os sistemas vivos,
produzindo comportamentos irregulares, que ndo sfo identificados corretamente pelas
técnicas estatisticas convencionais. Com uma abordagem dindmica ndo-linear, pode ser
possivel inferir sobre a estrutura do sistema, a partir do comportamento de apenas uma
variavel, desde que a série temporal seja medida com precisdo suficiente, com freqiiéncia de
amostragem édequada e por um periodo suficientemente longo (95). Diversas ferramentas
especificas para o estudo dos sistemas dindmicos nfo-lineares (96, 97) ja foram utilizadas
para estudar as oscilagdes do sistema cardiovascular. Tanto as oscilagdes da pressdo arterial
(98), como as da freqiiéncia cardiaca (99, 100), apresentam comportamehto dindmico ndo-
linear, evidenciado, entre outras coisas, pela presenca de caos deterministico (101),
sugerindo que o uso de métodos lineares, como a analise espectral e os métodos no dominio
do tempo, seja insuficiente para descrever a dindmica do sistema cardiovascular (102, 103,
104). De uma forma geral, os métodos de analise ndo-linear podem quantificar determinadas
caracteristicas de um sistema, ou entdo, facilitar a visualizagdo do seu comportamento.
Dentre os métodos quantitativos, alguns tém sido utilizados com mais freqiéncia no estudo
do sistema cardiovascular, como a dimensdo de correlagdo, que estima o grau de
complexidade do sistema (95), a entropia aproximada, que refere-se & imprevisibilidade dos
proximos eventos (97), o coeficiente de Lyapunov, que descreve o comportamento do grau

de incerteza do sistema no tempo (96) e a analise do comportamento 1/f da andlise espectral
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da freqiiéncia cardiaca, que refere-se ao comportamento assintotico da densidade da
poténcia espectral em fungo da freqiéncia (52), permitindo quantificar o componente
fractal da série temporal (105, 106, 107, 108, 109). Apesar de serem métodos promissores
para a avaliagdo do funcionamento cardiovascular, sio considerados matematicamente
complexos, dependem de rigorismo na aquisi¢do dos dados e nem sempre sdo adaptaveis as
condi¢Ges da pesquisa biomédica (5). Dentre os métodos que facilitam a visualizagdo da
estrutura do sistema, os mais simples de serem aplicados sio o mapa de retorno e o grafico
de fase. O mapa de retorno representa a relagdio de um determinado evento na série
temporal representado no eixo do x, com o proximo evento, representado no eixo do y.
Tratando-se de um sistema dindmico complexo, esta forma de representa¢do reduz a
complexidade do comportamento do sistema, preservando as suas prépriedades dindmicas
fundamentais mais estaveis (95). O grafico de fase € uma variante do mapa de retorno, onde,
no eixo do y, € representado ndo o proximo evento, mas a taxa de variagdo da variavel no
tempo. Este método representa o comportamento do sistema através de uma trajetoria que
retrata a evolugdo temporal do sistema (96).

O mapa de retorno, ao contrario do grafico de fase, ja foi utilizado para avaliar
padrdes de comportamento da variabilidade da frequiéncia cardiaca em diferentes situagdes
clinicas, como a insuficiéncia cardiaca (110, 111, 112, 113), o infarto do miocardio (114,
115), arritmias cardiacas (116, 117) e durante o sono (118, 119, 120). Quando o mapa de
retorno ¢ empregado para avaliar séries temporais longas, como € o caso dos registros
eletrocardiograficos de 24 horas, ocorre grande sobreposi¢do de pontos, impedindo a
visualizagdo do comportamento do sistema no interior da distribui¢do. Outra limitagdo do

método ¢ o fato da andlise ser frequentemente subjetiva, impedindo a quantificagdo dos
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resultados.

Devido ao grande interesse existente em compreender o funcionamento do sistema
cardiovascular ¢ a necessidade de contornar as limitagdes dos métodos ja existentes,
optamos por desenvolver um novo método denominado mapa de retorno tridimensional.
Este método ¢ uma modificagio do mapa de retorno classico, construido para evitar
sobreposicdo de pontos e permitir quantificagdo dos padrGes de comportamento da
freqii€ncia cardiaca e da pressdo arterial. Para estudar a freqiéncia cardiaca, o mapa de
retorno tridimensional foi construido como RR, versus [(RR,:1)-(RR,)] versus densidade e

para a pressdo arterial como PA, x [(PA,1)-(PA,)] x densidade.
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CAPITULO II

OBJETIVOS

1 - Testar a hipotese de que os indices do mapa de retorno tridimensional sdo
sensiveis e especificos para detectar diferentes niveis de disfungdo autonémica em pacientes

portadores de diabete melito.

2 - Testar a hipotese de que os indices do mapa de retorno tridimensional so
reprodutiveis quando avaliam a variabilidade da freqiiéncia cardiaca em individuos normais e

em pacientes portadores de diabete melito com diagnostico de neuropatia autondmica.

3 - Testar a hipotese de que os indices do mapa de retorno tridimensional permitem
identificar, de forma independente, a modulag@o do tonus simpatico e parassimpatico sobre

o nd sinusal.

4 - Testar a hipotese de que o mapa de retorno tridimensional é capaz de
detectar diferengas no comportamento da variabilidade das pressdes arteriais
sistolica, diastdlica e média, secundarias & eliminagdo dos pressorreceptores e

quimiorreceptores arteriais.

5 - Testar a hipotese de que o mapa de retorno tridimensional ¢ capaz de detectar
diferengas entre a modulagdo da pressdo arterial sistolica em relagdo a diastolica exercida

pelos pressorreceptores e quimiorreceptores arteriais.
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CAPITULO 111

MAPA DE RETORNO TRIDIMENSIONAL: UMA NOVA FERRAMENTA
PARA AVALIACAO DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

INTRODUCAO

Intimeros métodos tém sido propostos para estudar as oscilagdes da frequéncia
cardiaca nos dominios do tempo e da freqiiéncia. A maioria desses métodos ¢ capaz de
detectar a modulagdo autondmica sobre o né sinusal, mas pode ndo detectar adequadamente
a modulacido simpatica (121). Recentemente, foi proposto o uso de mapas de retorno
bidimensionais, também chamados por alguns de mapas de Poincaré, como uma forma
alternativa de avaliar a variabilidade da freqﬁéncia.cardiaca. Eles sdo construidos plotando
cada intervalo RR (RRn) versus o intervalo RR seguinte (RRn+1). Este método foi capaz de
detectar diferentes padrdes de variabilidade da freqiéncia cardiaca em pacientes com
insuficiéncia cardiaca (110) e anormalidades na dindmica da freqiiéncia cardiaca,
antecedendo episodios de taquiarritmias ventriculares (117). Apesar dos mapas de retorno
poderem apresentar a variabilidade da freqii€ncia cardiaca de uma forma elucidativa, ocorre
sobreposi¢do de pontos quando longos periodos de tempo sdo analisados, o que pode
ocultar informagGes potencialmente importantes no interior da distribui¢do de pontos. Além
disto, a maior parte das informagdes derivadas desta metodologia € qualitativa, baseada
somente na morfologia geral da distribuigio de pontos. Poucas tentativas foram feitas no
sentido de criar indices objetivos de quantificagdo (117, 113, 122). Para superar essas

limitagdes, desenvolvemos um mapa de retorno tridimensional onde plotamos RR, versus
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[(RR41)-(RR,)] versus o numero de contagens. Para quantificar de forma objetiva as
imagens geradas por este método, foram desenvolvidos indices, que levam em considera¢do
os aspectos morfologicos da distribuigdo resultante. Os objetivos deste estudo foram avaliar
o desempenho dos indices derivados do mapa de retorno tridimensional no diagnostico de
neuropatia autonémica diabética e analisar as influéncias simpatica e parassimpatica sobre o

mapa de retorno tridimensional, em um grupo de individuos saudaveis, utilizando bloqueio

farmacologico.

MATERIAL E METODOS

ESTUDO DE NEUROPATIA AUTONOMICA DIABETICA

Participaram do estudo 22 pacientes portadores de diabete melito tipo 2, de acordo
com os critérios do National Diabetes Data Group (123), que consultavam o ambulatério de
Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A presenga de neuropatia
autondmica foi avaliada pelos testes cardiovasculares de avaliagdo autondmica descritos por
Ewing et al. (54) e padronizados no Servigo Endocrinologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (124): 1) resposta da freqiiéncia cardiaca a inspiragdo profunda (valor normal
> 6), 2) resposta da freqiiéncia cardiaca a manobra de Valsalva ( normal > 1,2); resposta da
freqiéncia cardiaca ao ortostatismo (normal 1,06); 4) resposta da pressdo arterial ao
ortostatismo (normal < 25 mm Hg), e resposta da pressdo arterial a preensio manual
sustentada (normal > 10 mm Hg). O diagnostico de neuropatia autondmica foi estabelecido

pela presenca de mais de um teste autondmico cardiovascular alterado. Um grupo controle
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foi composto por 12 voluntarios assintomaticos, sem historia de doenga cardiovascular ou
pulmonar, exame fisico e eletrocardiograma de repouso normais. Tanto os pacientes como
os individuos normais n3o estavam praticando atividade fisica regular e estavam todos em
ritmo sinusal. N&o foram incluidos no estudo fumantes, individuos com hipertensdo arterial
(pressdo arterial sistolica > 139 mm Hg, ou pressdo arterial diastolica > 89 mm Hg) e
usuarios regulares de alcool.

Em todos os individuos foi registrado o eletrocardiograma de 24 horas durante as
atividades didrias normais, tendo sido evitado exercicio fisico ou uso de drogas que
pudessem interferir com a fung¢fo autondmica. O eletrocardiograma foi gravado
continuamenté por gravador CardioCorder modelo 459 (Del Mar Avionics, Irvine) e as fitas
foram analisadas no analisador Del Mar 750A Innovator (Del Mar Avionics, Irvine) pela
técnica semi-automatica. Este analisador permite detectar os batimentos normais, os
artefatos e as ectopias, criando uma série temporal de intervalos RR normais, com resolug¢do
de 2,4 milissegundos (125, 121). Para avaliar a reprodutibilidade do método os registros
eletrocardiograficos foram repetidos em 2 dias consecutivos, em 9 pacientes com neuropatia

autonOmica e em 10 individuos normais.

ESTUDO DE BLOQUEIO FARMACOLOGICO

Esse estudo foi conduzido em 6 individuos saudaveis, fisicamente ativos (idade
média 23 + [DP] 3 anos, peso 74 + 8 kg e altura 173 + 6 cfn), seguindo um protocolo que
incorporou periodos de predomindncia vagal e simpatica, em repouso e durante exercicio.

Os dados referentes aos indices da variabilidade da freqiiéncia cardiaca nos dominios do
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tempo e da freqiiéncia usando este protocolo foram previamente relatados (121). Cada
participante foi submetido a um teste de esfor¢co em cicloergdmetro, com cargas
progressivas de trabalho, para determinar a capacidade maxima de exercicio. Os individuos
entdo retornaram ao laboratorio em 4 dias ndo consecutivos, no mesmo horario, para
realizar os estudos da variabilidade da freqiiéncia cardiaca. Em cada um dos dias os
individuos foram submetidos a distintas interven¢des farmacoldgicas por via intravenosa,
cuja ordem de administracdo foi determinada de forma aleatéria. Foram administrados
placebo, propranolol, atropina e propranolol mais atropina. O propranolol foi administrado
em dose Unica de 0,2 mg/kg. Apds 35 minutos, foi administrada uma dose adicional de um
terco da dose Vinicial, para assegurar 3-bloqueio completo durante o protocolo de exercicio
(126). A atropina foi administrada na dose inicial de 0,04 mg/kg. Durante o protocolo, era
administrada uma dose adicional de 4 mg, caso a freqiiéncia cardiaca diminuisse 10% em
relag@o a freqiiéncia cardiaca maxima obtida durante o inicio da infusdo (127). Para o duplo
bloqueio autonémico, ambas as drogas foram administradas simultaneamente por injegio
lenta. Apoés a infusdo intravenosa, os individuos repousaram por 40 minutos em posigdo
supina, em uma sala tranqiila. Na seqiéncia, exercitaram-se por 20 minutos em
cicloergdmetro, na carga correspondente a 70 % da carga maxima de trabalho. Durante os
60 minutos do protocolo o eletrocardiograma foi continuamente gravado, usando o mesmo
sistema de gravagdo e de analise descrito anteriormente. Ambos os protocolos foram
aprovados pela Comissdo de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e os
individuos foram informados dos objetivos dos estudos, dos riscos, das possiveis
complicagdes e dos desconfortos a que estariam sujeitos. Para participarem, 0s mesmos

assinaram um termo de consentimento. Os termos de consentimento referentes aos dois
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estudos deste capitulo estdao descritos nos anexos 1 e 2 (Anexo).

INDICES DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA NO DOMINIO DO
TEMPO

Os arquivos contendo os intervalos RR normais foram processados em um
computador para calcular os seguintes indices da variabilidade da freqiiéncia cardiaca no
dominio do tempo, de acordo com recomendagdes internacionais (5). desvio padrde de
todos os intervalo RR (SDNN); desvio padrio da média dos intervalos RR normais

calculados em segmentos de 5 minutos (SDANNI); e raiz quadrada da média das diferengas

sucessivas entre intervalos RR normais (RMSSD).

MAPA DE RETORNO TRIDIMENSIONAL

Os mapas de retorno tridimensionais foram construidos plotando RR, versus
[(RRy:1)-(RR,)] versus o numero de contagens. Todos os intervalos RR normais que
ocorreram durante o periodo de tempo analisado sdo plotados no eixo do x, contra a
diferenca entre intervalos RR adjacentes, no eixo do y, com uma resolugio de 7,2
milissegundos. Sempre que ocorreu sobreposigdo de pontos, o nimero de pontos
sobrepostos foi expresso no eixo do z, normalizado pela densidade maxima de pontos. Foi
desenvolvido um conjunto de indices para quantificar as imagens tidimensionais (Figura IIT
— 1), denominados de Py, P,, P; e MN. P; ¢ inversamente proporcional a inclina¢do entre
10% e 90% da méxima densidade de pontos, calculada no plano que intercepta a

distribui¢do na sua maxima concentragido de pontos, perpendicular a RR,. P, foi expresso
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Figura III — 1 — Defini¢do dos indices do mapa de retorno tridimensional. Parte superior: distribuigdo em
3 dimensdes de 24 h construida como RR,, x [(RR,+1)-(RR,)] x contagens; o plano representado intercepta
a distribuicdo na maxima densidade; Cont. representa o nimero de vezes cada evento ¢ repetido, gerando
sobreposigdo de pontos. Meio: visdo da distribui¢do de 24 h ao longo do eixo RR,; P, ¢ inversamente
proporcional a inclinagdo média da distribuigdo (6 = inclinagdo média), calculada na maxima densidade,
ao longo do plano descrito acima. Parte inferior: curvas de nivel: P, ¢ a dispersdo longitudinal maxima e
P;a dispersio transversal maxima. MN ¢ o produto de P;.P,.Ps. 107 ms = milissegundos.



como o produto de 100 menos o dobro da inclinagdo. Para calcular P, e Ps, as imagens
tridimensionais foram representadas em 10 curvas de nivel igualmente espagadas, entre a
maxima concentragdo de pontos e a minima densidade de 10 contagens, que define o
contorno externo das curvas de nivel. P, ¢ o maximo comprimento longitudinal e P; a
maxima largura transversal. MN € um indice geral calculado pelo produto de PP, P5107.

Para representar os indices do mapa de retorno tridimensional foi utilizada uma escala

arbitraria.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados com distribuigdo normal foram expressos como média + erro padrdo e os
dados sem distribui¢do normal foram expressos como média geométrica e intervalos de
confianga de 95%. Para a comparagdo entre as condi¢des de bloqueio farmacolégico, foi
usada analise de varidncia de uma via para medidas repetidas. Foi usado o teste exato de
Fischer para comparar as caracteristicas clinicas dos pacientes. As diferengas entre grupos
foram avaliadas por analise de varidncia de uma via. Para comparagdes multiplas foi
utilizado o método de Student-Newman-Keuls. Considerando os testes autonémicos
cardiovasculares como o padrdo-ouro para a presenca de neuropatia autonémica, foi
calculada a acuréacia total para os indices no dominio do tempo e para cada um dos indices
derivados do mapa de retorno tridimensional, medindo-se a area sob a curva ROC
(estatistica “c”). Por nfo apresentarem distribuigdo normal, para serem analisados, os indices

no dominio do tempo sofreram transformagdo logaritmica. A associagdo entre os indices no
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dominio do tempo e os indices do mapa de retorno tridimensional foi avaliada usando o
coeficiente de correlagio de Pearson. Foi usada a corre¢do de Bonferroni para avaliar a
significincia estatistica das correlagdes, sendo considerada significativa uma probabilidade
minima de 0,001. Para estudar a reprodutibilidade dos indices da variabilidade da freqiiéncia
cardiaca, foi calculado o coeficiente de correlagdo intraclasse. A significancia estatistica foi

considerada para um valor de p< 0,05.

RESULTADOS

ESTUDO DE NEUROPATIA AUTONOMICA DIABETICA

As caracteristicas dos pacientes diabéticos e controles estdo descritas na Tabela I —
1. Os pacientes e os controles apresentaram idade, sexo e niveis de pressdo arterial
semelhantes. Os niveis de glicose de jejum e de frutosamina apresentados pelos pacientes
diabéticos com neuropatia autonémica ndo foram significativamente diferentes dos pacientes
diabéticos sem neuropatia autonémica.

Tabela III - 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes diabéticos e dos controles*

Pacientes diabéticos Controles
Com neuropatia ~ Sem neuropatia
, n=10 n=12 n=12
Idade (anos) 62 +7 60+8 60+8
Sexo masculino 6 (67%) 5 (42%) 6 (50%)
Pressao arterial sistolica (mmHg) 13211 133+ 11 124 £ 11
Pressdo arterial diastolica (mmHg) 77 £10 79 +8 76 +7
indice de massa corporal (kg/m°) 26+3 28 +3 26 +3
Glicemia de jejum (mg/dl) 216 + 121 185+ 63 -
Hemoglobina glicosilada %) 88+2 85+2 -
Frutosamina (mmol/l) 41+09 3,5403 -

*Valores sdo média * desvio-padrdo ou niimero (porcentagem).
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As Figuras III — 2 e III - 3 apresentam os resultados de 24 horas dos indices no
dominio do tempo e dos indices do mapa de retorno tridimensional dos pacientes diabéticos
e dos controles. Dos indices da variabilidade da freqiiéncia cardiaca no dominio do tempo
que foram avaliados, apenas RMSSD detectou diferengas significativas entre os dois grupos
de pacientes diabéticos. SDANNi e SDNN ndo foram capazes de detectar diferengas entre
os grupos. Por outro lado, todos os quatro indices derivados do mapa de retorno
tridimensional foram capazes de diferenciar pacientes com disfun¢do autondmica, daqueles
com fung¢do autondmica preservada (Figura III — 3). Por exemplo, P; ¢ MN detectaram
diferengas entre cada um dos 3 grupos estudados. P, foi significativamente menor nos
pacientes coﬁ neuropatia autondmica, comparado aos pacientes diabéticos sem neuropatia
autondmica e os controles. Finalmente, os controles apresentaram valores significativamente
maiores de P;, quando comparados aos pacientes diabéticos com e sem neuropatia
autondmica. Na Figura III — 4 estdo apresentados exemplos representativos dos mapas de
retorno tridimensionais de um individuo normal, de um paciente diabético sem neuropatia
autondmica e de um paciente diabético com neuropatia autondmica.

Foi muito boa a acuracia total na detec¢do de disfungio autondmica, para todos os
indices derivados do mapa de retorno tridimensional, calculada pela &rea sob a curva ROC
(estatistica “c”): 0,94, 0,82, 0,80 e 0,96 para Py, P,, P; ¢ MN, resﬁectivamente. A acuracia
de P; e de MN foi significativamente melhor do que a dos indices no dominio do tempo.
RMSSD apresentou uma area sob a curva ROC (0,90) similar a P, e a P5, enquanto SDNN
apresentou uma area sob a curva (0,78) similar a P,. SDANNI apresentou uma area sob a
curva (0,76) significativamente menor quando comparada a todos os indices derivados do

mapa de retorno tridimensional.
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Figura III — 2 - Dados individuais (®) e médias (-) para os indices no dominio do tempo em
pacientes com diabete melito com neuropatia autonémica (DM + N), pacientes com diabete
melito sem neuropatia autondémica (DM) e controles (Controls). Mean R-R: média de todos os
intervalos RR normais em 24 horas. Demais abreviaturas definidas no texto.
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Figura III -3 - Dados individuais (®) ¢ médias (-) para os indices derivados do mapa de
retorno tridimensional em pacientes com diabete melito com neuropatia autondmica (DM + N),
pacientes com diabete melito sem neuropatia autondmica (DM) e controles (Controls).
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Figura III — 4 — Exemplos representativos do mapa de retorno tridimensional de 24 h em um paciente
diabético com neuropatia autonoma (1); um paciente diabético sem neuropatia auténoma (2); ¢ um
individuo normal (3). Apresenta¢do em 3 dimensdes (a) ¢ em curvas de nivel (b).
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Na Tabela I1I - 2 estdo apresentados os coeficientes de correlagdo entre os indices
no dominio do tempo e os indices derivados do mapa de retorno tridimensional,
considerando todos os pacientes diabéticos e os controles. Nao foi encontrada nenhuma
correlagdio entre P; e os indices no dominio do tempo. P, correlacionou-se
significativamente com todo os indices no dominio do tempo. P; ¢ MN correlacionaram-se

com RMSSD (todos p<0,01).

REPRODUTIBILIDADE

Para os 19 individuos nos quais o eletrocardiograma foi gravado por dois dias
consecutivos, os indices derivados do mapa de retorno tridimensional no primeiro dia
apresentaram os seguintes coeficientes de correlagio intraclasse, em relagdo aos obtidos no
segundo dia: P, — 0,81; P, — 0,78; P; — 0,69 ¢ MN - 0,82 (todos p<0,01). Resultados
similares foram observados para os indices no dominio do tempo: SDNN — 0,90; SDANNi —

0,90; e RMSSD - 0,81 (todos p<0,01).

Tabela III - 2. Coeficientes de correlagdo (Pearson) entre os indices no dominio do tempo e
os indices derivados do mapa de retorno tridimensional. Indices no dominio do tempo foram
transformados logaritmicamente.

Pl P2 P3 MN
Log SDANNi 0,18 0,90* 0,39 0,38
Log SDNN 0,23 0,94* 0,48 0,47
LogRMSSD 0,52 0,76* 0,71* 0,77*

*p < 0,001
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ESTUDO COM BLOQUEIO FARMACOLOGICO

A Figura 1II - 5 apresenta exemplos representativos do mapa de retorno
tridimensional de um mesmo individuo submetido a cada uma das 4 intervengdes
(placebo, propranolol, atropina, duplo-bloqueio). A Figura Il — 6 apresenta os resultados
dos efeitos do bloqueio farmacologico com propranolol e atropina. Durante o bloqueio
simpatico com propranolol, houve aumento significativo em P; e MN, quando comparado
com placebo. Ndo houve diferengas em P, e P3 com o bloqueio simpatico. Com excegdo de
Py, os demais indices derivados do mapa de retorno tridimensional diminuiram com o
bloqueio parassimpatico e efeitos semelhantes foram observados ap6s duplo bloqueio
(Figura IIT - 6). Os efeitos do bloqueio farmacologico em indices no dominio do tempo
foram apresentados previamente (121). Salientamos que nenhum dos indices no dominio do
tempo foram modificados significativamente durante o bloqueio simpatico com propranolol,

mas sofreram clara influéncia do bloqueio parassimpatico.

DISCUSSAO

Neste estudo, foi demonstrado que o mapa de retorno tridimensional é um método
que apresenta acuracia para avaliar o sistema nervoso auténomo. Este método foi capaz de
detectar a modulagdo parassimpética e simpatica sobre o nd sinusal, identificou pacientes
diabéticos com neuropatia autondmica, correlacionou-se com os indices comprovadamente
de representagdo vagal e apresentou reprodutibilidade apropriada. Ele ¢ uma modificagio do
mapa de retorno classico (110), desenvolvido para evitar sobreposi¢do de pontos e permitir

uma adequada quantificagio da variabilidade da freqiiéncia cardiaca. Apesar dos mapas de
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Figura III — 5 — Mapa de retorno tridimensional de 60 min (40 min de repouso + 20 min de exercicio): 1)
sob efeito de placebo; 2) propranolol; 3) atropina; 4) duplo-bloqueio. Apresentagdo em 3 dimensdes "a
esquerda e em curvas de nivel "a direita. HR = freqiiéncia cardiaca; bpm = batimentos por minuto; R-R =

intervalos RR; ms = milissegundos.
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Figura III - 6 - Dados individuais dos indices derivados do mapa de retomo tridimensional em 6
individuos ap6s a administragdo de placebo (PL), propranolol (PR), atropina (ATR), e duplo
bloqueio (DB) com propranolol e atropina. AU = unidades arbitrarias; * = estatisticamente diferente
de placebo (ANOVA para medidas repetidas e Student-Newman-Keuls para comparagGes
multiplas).
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retorno bidimensionais ja terem sido capazes de diferenciar distintos padrdes de variabilidade
da freqiiéncia cardiaca, a analise ndo ¢ feita através de indices objetivos e, devido a forma
como eles sdo construidos, podem ocultar informagdes potencialmente relevantes. Baseados
nisso, na constru¢do do mapa de retorno tridimensional, modificamos o mapa de retorno
bidimensional em dois aspectos. Primeiro, cada intervalo RR ndo foi plotado contra o
proximo intervalo RR mas contra a diferenga entre intervalos RR sucessivos [RR; x (RRy1)-
(RR,)]. Segundo, a sobreposi¢io de pontos foi plotada na terceira dimensdo, como o €ixo z.
Finalmente, a distribui¢do de pontos pode ser quantificada por 3 indices especificos € um

indice geral.

MAPA DE RETORNO TRIDIMENSIONAL VERSUS BIDIMENSIONAL

Os mapas de retorno bidimensionais foram usados com sucesso para descrever
padrGes de comportamento das oscilagdes dos intervalos RR (110). Algumas tentativas ja
foram feitas no sentido de quantificar a variabilidade da freqii€ncia cardiaca expressa por
esse método, medindo os eixos longitudinal e transversal da distribui¢do de pontos. Alguns
autores fizeram medidas manuais, apOs imprimir os mapas de retorno em papel (113), o que
pode prejudicar os resultados, dando margem para uma maior variabilidade
interobservadores. Outros determinaram a borda externa da distribui¢éo de pontos ajustando
uma elipse, cujo centro coincidia com o ponto central da distribui¢do (117). Considerando
que os componentes ndo lineares da variabilidade da freqiiéncia cardiaca podem gerar
distribui¢cdes assimétricas (104), muitos pontos podem ser excluidos por esta abordagem,

especialmente na regido de frequéncias cardiacas mais baixas, reduzindo as medidas
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dependentes da variabilidade batimento a batimento. Em nosso estudo, o contorno externo
das curvas de nivel do mapa de retorno tridimensional foi estabelecido automaticamente, a
partir do nimero minimo de 10 contagens. Eventos que ocorreram menos do que 10 vezes
durante o periodo de analise foram excluidos. Com esta abordagem, mesmo que a
distribuicdo apresentasse marcada assimetria, porém de forma consistente, o contorno
assimétrico ndo era excluido da analise.

Quando os mapas de retorno sdo construidos utilizando-se RR, versus Rry.i, a
largura da distribui¢do pode subestimar a variabilidade batimento a batimento, porque as
contribui¢des geradas pelos aumentos e diminui¢des da freqiéncia cardiaca ndo sdo
ortogonais ao eixo principal da distribuicdo. Esta subestimagdo pode ser evitada utilizando a
primeira derivada do intervalo RR [(RR,:1)-(RR,)] como um dos eixos. Portanto Ps, a
méxima largura da distribui¢o, parece representar melhor a verdadeira variabilidade
batimento a batimento maxima, especialmente na presenga de dispersdo e assimetria
pronunciadas. Finalmente, os mapas de retorno bidimensionais, construidos a partir de
periodos longos de tempo, resultam em sobreposi¢do excessiva de pontos no interior da
distribuigdo, ocultando informagdo referente a densidade de ocupagdo. Com a abordagem
tridimensional, € possivel conhecer a concentragdo de pontos dentro da distribuigdo,
permitindo avaliar a importéncia relativa de cada um dos aspectos morfologicos gerados

pelo mapa de retorno.

DETECCAO DA MODULACAQ SIMPATICA E PARASSIMPATICA SOBRE O NO
SINUSAL

Os inidices da variabilidade da freqiiéncia cardiaca ja foram amplamente utilizados
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para detectar a modulagdo parassimpatica sobre o no sinusal, mas estes indices podem nio
detectar corretamente a modulagdo simpatica (121, 128). Ja foram feitas algumas tentativas
para estudar a modulag¢do autonémica da freqiiéncia cardiaca a partir de mapas de retorno.
Tulppo et al. (129) avaliaram, em repouso e durante cargas progressivas de exercicio, o
efeito do bloqueio parassimpatico com atropina sobre a variabilidade da frequéncia cardiaca,
utilizando o mapa de retorno bidimensional. A variabilidade da frequéncia cardiaca expressa
pelo mapa de retorno foi quantificada pelo calculo do desvio padrdo dos pontos sobre os
eixos longitudinal e transversal da distribuicdo de pontos, os quais correspondiam aos eixos
de uma elipse previamente ajustada a distribui¢do de pontos. Com essa abordagem, os
autores puderam identificar a modulag@o parassimpatica, mas o estudo ndo incluiu bloqueio
simpatico. Qutros estudos analisaram o efeito do betabloqueio sobre mapas de retorno
bidimensionais de 24 horas. Keeley et al. (114) ndo encontraram diferengas nos mapas apos
a administragdo de metoprolol. Oﬁtros investigadores encontraram apenas um aumento no
maximo eixo transversal apos o betabloqueio (113, 130), que corresponde a regido de
freqii€ncias cardiacas mais baixas, modulada pelo vago (118). Este comportamento sugere
que o mapa de retorno bidimensional provavelmente detectou o aumento na modulagio
vagal, resultante da redugio na atividade simpatica obtida pelo betabloqueio, mas ndo
necessariamente a modulagdo simpatica em si. Na verdade, espera-se que a modulagio
simpatica deva manifestar-se na outra extremidade da distribui¢@o, que corresponde a regido
de freqiiéncias cardiacas mais rapidas.

No presente estudo, o protocolo utilizado foi elaborado para incluir, de forma
inequivoca, tanto periodos de predominéncia vagal como simpatica (131), longos o bastante

para permitir a constru¢do do mapa de retorno tridimensional, mas com uma duragdo segura
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de 60 minutos, para viabilizar o emprego de bloqueio autonémico farmacologico. Com esse
protocolo, observamos que o indice P,, que representa o maior eixo longitudinal, e o indice
P3, que representa o maior eixo transversal, estavam reduzidos durante a administra¢@o de
atropina e durante o duplo-bloqueio, mas ndo foram afetados pela infusdo isolada de
propranolol. Isto sugere que P, e P; representam a modulagdo vagal sobre o n6 sinusal.
Além disso, o indice P;, que sempre ¢ medido durante as freqliéncias cardiacas mais altas,
correspondendo ao periodo de exercicio, aumentou significativamente durante a
administragdo de propranolol, indicando sua capacidade em detectar a modulag@o simpatica.
Finalmente, o indice MN, composto pelo produto de P;P,P;10”, aumentou com a infusio
de propranoldl, e diminuiu com a infusdo de atropina e propranolol mais atropina, sugerindo
que talvez possa refletir tanto a modula¢do simpatica, como parassimpéatica, sobre o nd

sinusal.

CORRELACAO COM 0OS INDICES NO DOMINIO DO TEMPO

Os indices derivados do mapa de retorno tridimensional representam a variabilidade
da freqiéncia cardiaca em 3 aspectos: grau de concentragio de pontos durante as
freqiiéncias cardiacas mais altas (P;), faixa dindmica de modulag¢do da freqiiéncia cardiaca
(Py), e variabilidade batimento a batimento durante as freqiiéncias cardiacas mais baixas (P3).
Como a atividade simpatica predomina durante as freqiiéncias cardiacas mais altas (118), o
indice P, parece ser influenciado pelo sistema nervoso simpatico. Py ndo correlacionou-se
com nenhum indice no dominio do tempo, possivelmente porque nenhum deles ¢é

significativamente influenciado pela modulagdo simpatica. O indice P, € influenciado por
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perdas de estacionaridade da série temporal, representando a capacidade de resposta do no
sinusal a varios estimulos, aumentando e reduzindo a freqiiéncia cardiaca em resposta a
modulagio simpatica e vagal. Este indice correlacionou-se fortemente com os indices de
longo prazo SDANNi e SDNN. O indice P; representa a diferenga maxima entre intervalos
RR adjacentes e correlacionou-se com o indice de curto prazo RMSSD, que ¢ considerado
um indice puramente vagal. Nossos achados para P, e P; estdo de acordo com outros
estudos que correlacionaram os eixos longitudinal e transversal do mapa de retorno
bidimensional respectivamente com indices no dominio do tempo de longo e curto prazo
(114, 115). O indice MN parece ser fortemente influenciado pela atividade parassimpatica,

correlacionando-se somente com RMSSD.

DETECCAQ DE NEUROPATIA AUTONOMICA EM PACIENTES DIABETICOS

Apesar de diversos testes terem sido padronizados para avaliar a presenca de
neuropatia autondmica cardiovascular, ainda nio ha um consenso sobre qual teste ¢ o mais
apropriado (132). Neste estudo, foram escolhidos como padrdo-ouro um conjunto de 5
testes de fungdo autondmica, por apresentarem sensibilidade e especifidade apropriadas, de
acordo com as recomendag¢des da American Diabetes Association e da American Academy
of Neurology (55). Dos indices no dominio do tempo estudados, apenas RMSSD,
considerado puramente vagal (5), foi capaz de detectar pacientes com neuropatia
autondmica comprovada, mas ndo diferenciou os pacientes diabéticos sem neuropatia
autondmica dos controles. Os outros dois indices de longo prazo, SDNN e SDANN;i, ndo

foram significativamente diferentes nos 3 grupos estudados. Em outros estudos (84, 133), os
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indices no dominio do tempo foram utilizados com sucesso, para detectar disfun¢do
autonomica em pacientes diabéticos. Essa discrepancia em relagdo aos resultados deste
estudo pode ser explicada, em parte, pela idade mais avangada na nossa amostra. Como a
variabilidade da frequéncia cardiaca diminui com a idade (134), o efeito da disfuncdo
autonomica sobre esses indices pode ter sido menos evidente.

Em relacdo a abordagem ndo-linear utilizada neste estudo, todos os indices derivados
do mapa de retorno tridimensional foram capazes de diferenciar os pacientes diabéticos com
neuropatia autonomica dos controles. P; e MN também detectaram diferentes graus de
disfun¢@o autondmica, separando os pacientes diabéticos com neuropatia autondmica dos
sem neuropatia autondmica, sugerindo que esses novos indices podem ser mais sensiveis na
detecgdo de disfung¢@o autondmica do que os indices no dominio do tempo. Isto talvez possa
ser explicado pela capacidade de P; em detectar a modulagdo simpatica sobre o no sinusal.
Usando uma abordagem diferente, Hnatkova et al. (122) também calcularam uma fungéo de
densidade na maxima concentracdo de pontos em um mapa de retorno bidimensional
classico. A informagdo referente & densidade da distribui¢do foi mais sensivel do que os
indices no dominio do tempo para identificar pacientes pos-infarto do miocardio com risco
de desenvolver eventos arritmicos.

Portanto, nossos dados indicam que os indices derivados do mapa de retorno
tridimensional sdo reprodutiveis, quantificam a modulagdo, tanto parassimpatica como

simpatica, sobre o no sinusal e identificam disfungdo autondmica em pacientes diabéticos.
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CAPITULO IV

IMPACTO DA DESNERVACAO SINOAORTICA SOBRE A VARIABILIDADE
DA PRESSAOQ ARTERIAL AVALIADA PELO MAPA DE RETORNO
TRIDIMENSIONAL

INTRODUCAO

O estudo das oscilagdes da pressdo arterial batimento a batimento, através de
métodos nos dominios do tempo e da freqiiéncia, tem permitido vislumbrar parte dos
processos modulatorios responsaveis pela homeostase pressorica (1). Estudos em
animais, utilizando desnervacdo sinoaortica, apontam a atividade barorreflexa como
sendo a responsavel por diversos aspectos da régulagﬁo da pressdo arterial (38).
Contudo, devido a natureza complexa do controle cardiovascular, envolvendo
receptores periféricos, centros integrativos no sistema nervoso central e efetores
autondomicos, ainda € escasso o conhecimento sobre a regula¢do instantinea da
pressdo arterial. Recentemente, a andlise do comportamento das oscilagdes da
pressdo arterial, através de métodos empregados no estudo do comportamento
dindmico ndo-linear, revelou aspectos da regulagdo cardiovascular inacessiveis pelos
métodos tradicionais (135). Entre os métodos de abordagem ndo-linear de séries
temporais em modelos biologicos, o mapa de retorno é um método de facil execucéo,
que representa a relagdo de um determinado evento com o proximo, permitindo com
isso visualizar, de forma qualitativa, as propriedades dinamicas fundamentais do
sistema (95). Habitualmente ele ¢ construido representando o primeiro evento da

série temporal no eixo do x e o proximo evento no eixo do y, e assim
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sucessivamente, por toda a série temporal. Recentemente, utilizamos um mapa de
retorno tridimensional, para estudar o comportamento da pressdo arterial (PA)
batimento a batimento, construido como PA, x [(PA.)-(PA,)] x densidade (136).
Para avaliar o comportamento da pressdo arterial de forma quantitativa, sdo
utilizados indices de quantificagdo baseados nos aspectos morfologicos da
distribui¢do resultante. Neste estudo, avaliamos o papel da atividade barorreflexa
sobre o comportamento das oscilagdes das pressdes arteriais sistolica, diastolica e
média, através do mapa de retorno tridimensional, em ratos integros e ratos

submetidos a desnervagdo sinoaortica.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 10 ratos Wistar, machos, pesando entre 250-300 gramas,
provenientes do Biotério do Instituto de Biociéncias-UFRGS, os quais foram alimentados
“ad libidum”, com livre acesso a 4gua. A temperatura era mantida em torno de 20 a 25° e o
ciclo claro-escuro por 12 horas. Cinco ratos foram submetidos a desnervagéo sinoaortica e o
restante foi mantido integro. Em todos os animais foi obtido o registro direto da pressdo
arterial porv 30 minutos. Nos ratos submetidos a desnervagdo sinoaortica, o registro da

pressdo arterial foi feito 20 dias apos o procedimento.

CATETERIZACAO DE VASOS

Para a obten¢do do registro da pressdo arterial, a artéria femoral foi canulada no dia
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anterior. O procedimento baseou-se na descrigio de Waynforth et al. (137). Os animais
foram anestesiados com éter etilico. Foram inseridos catéieres confeccionados com tubos de
Tygon PE-50, de aproximadamente 12 cm, conectados a tubos de polietileno PE-10, de
aproximadamente 5 cm (Clay Adams, USA) na aorta abdominal, através de acesso pela
artéria femoral. Os catéteres foram exteriorizados no dorso do animal. Para evitar
obstrugdes, ao final do procedimento as cinulas eram preenchidas com heparina sodica
(Liquemine - Roche, 5000 Ul), diluida em solugdo fisiolégica de cloreto de sodio 0.9%, na

propor¢do de 1 para 100.

REGISTRO DA PRESSAOQ ARTERIAL

Foram realizados registros de pressdo arterial pela manhd ou a tarde, por cerca de 30
minutos, com os animais acordados. Antes do registro de pressdo, cada animal permanecia
proximo ao local de registro, em sua caixa sem a respectiva tampa, coberto com uma
compressa limpa, por um periodo de tempo suficiente para uma adequada ambientagdo.
Apos conexdo da canula arterial a uma extensdo, a qual estava conectada ao transdutor de
pressio (P23Db, Gould-Statham, Oxnard, CA, USA), iniciava-se o registro de pressdo
batimento-a-batimento. O transdutor de pressdo era acoplado a um condicionador de sinais
Hewlett Packard (HP 8805C), o qual era ligado por um seletor de canais a placa analogico-
digital CODAS (AT/MCA CODAS-DATAQ Instruments, Inc., Akron, Ohio, USA) em
computador modelo PC 486 (66 Mhz e 8 Mb RAM). A freqiiéncia de amostragem utilizada
foi de 1 Khz. O programa utilizado (CODAS) permitiu trabalhar diretamente com a onda de

pulso. Os dados obtidos foram gravados em disco rigido. O mesmo programa permitiu
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calcular, para cada onda de pulso, valores de pico (sistole), vale (diastole) e o periodo de
tempo entre um pico e outro, os quais geraram uma planilha que foi analisada em programa
Excel 5.0 para Windows. Desta analise, obteve-se valores das pressdes arteriais sistolica,
diastolica e média e foi calculado o desvio padrdo. A freqiiéncia cardiaca foi calculada a

partir dos periodos de tempo transcorridos entre os picos de pressdo.

DESNERVACAO SINOAORTICA

A desnervagdo sinoaodrtica foi realizada de acordo com o método descrito por
Krieger (13). Este consiste em uma incisdo mediana na regido cervical anterior, separagdo
dos musculos pré-traqueais e localizagfo bilateral do feixe vasculo nervoso, constituido pela
artéria cardtida, nervo vago e tronco simpatico. As fibras pressorreceptoras aorticas que
trafegam junto ao tronco simpatico ou como nervo isolado sdo seccionadas. O outro
contingente de fibras aorticas, que pode situar-se junto ao nervo laringeo inferior, €
interrompido quando secciona-se o laringeo superior, ou entdo como fibras isoladas junto ao
laringeo inferior. Em um plano superior, a bifurcacdo da carotida comum ¢ localizada,
exposta e dissecada completamente nos dois lados. S3o seccionadas as fibras carotideas e
destruido o corpusculo carotideo. Logo apds, o nervo laringeo superior ¢ seccionado
bilateralmente.

Para confirmar o sucesso da desnervacgao sinoaortica, foi testada a integridade dos
pressorreceptores (138), através da observagdo da resposta da freqiiéncia cardiaca a uma
infusdo de fenilefrina suficiente para elevar a pressdo arterial média em 40 mmHg. Foram

considerados desnervados os ratos que apresentaram diminui¢do da frequiéncia cardiaca



49

inferior a 20 batimentos (14, 28, 139).
Os estudos em ratos foram conduzidos de acordo com as normas vigentes no pais,

seguindo os conceitos de ética e bem-estar sugeridos pela comunidade cientifica

internacional (140).

MAPA DE RETORNO TRIDIMENSIONAL

O mapa de retorno tridimensional de pressdo arterial foi construido conforme
descrito no Capitulo III, apenas substituindo os intervalos RR por valores de pressdo arterial
( sistolica, diastélica e média ), ou seja, PA, x [(PA ,1)-(PA,)] x densidade (Figura IV - 1).
A delimitagdo do contorno externo das curvas de nivel foi semelhante ao empregado no
estudo com bloqueio farmacologico, que é baseado na ocorréncia de no minimo 3

contagens. Nenhuma modificagdo foi feita no calculo dos indices de quantificacdo (Figura

IV-1).

GRAFICOS DE FASE

Para auxiliar na interpretagdo do comportamento da pressdo arterial, revelado pelas
imagens do mapa de retorno tridimensional, foram construidos graficos de fase das séries
temporais de pressdo arterial média. Foram construidos, para cada rato, graficos de fase
seqiienciais, contendo 700 eventos cada um, e um grafico de fase unico, contendo 11000
eventos. Esse ultimo, englobando praticamente todo o periodo de analise. No eixo do x,

foram representados os valores de pressdo arterial e, no eixo do y, a taxa de variagdo desta
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P, o declividade na maxima concentracio

P, dispersio longitudinal maxima

P, dispersio transversal miaxima
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Figura IV — 1 — Defini¢3o dos indices do mapa de retomo tridimensional. Parte superior: distribuigdo em
3 dimensdes de 30 minutos construida como PAM, x [(PAM,.)-(PAM,)] x contagens; o plano
representado intercepta a distribuicdo na maxima densidade; PAM representa a pressdo arterial média;
Cont. representa o nimero de vezes cada evento é repetido, gerando sobreposi¢do de pontos. Meio: visdo
da distribuig¢do de 30 minutos ao longo do eixo PAMn; P, ¢ inversamente proporcional a inclinagdo média
da distribuigdo (0 = inclinagdo média), calculada na maxima densidade, ao longo do plano descrito acima.
Parte inferior: curvas de nivel: P, ¢ a dispersdo longitudinal maxima e P; a dispersio transversal maxima.
MN ¢ o produto de P,.P,.P;.10°. mmHg = milimetros de mercario. Pmed = média da pressdo arterial
meédia. SD = desvio-padrao da pressio arterial média.
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variavel no tempo ( dpam/dt). No grafico de fase, a representa¢do da seqiiéncia de eventos e
da sua taxa de variagdo geram uma trajetoria que retrata a evolu¢do temporal do sistema.
Para facilitar a visualiza¢do, as trajetorias resultantes foram interpoladas usando “spline”

cubico.

ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados estdo expressos como médias = erro padrio da média. As
comparagdes entre ratos integros e ratos com desnervagio sinoaértica, em relagdo a todos
os resultados obtidos, foram feitas através de teste t de Student para amostras
independentes. As comparagGes entre as pressdes sistolica e diastolica foram feitas através
de teste t de Student para amostras pareadas. O nivel de significancia de 5% foi escolhido

previamente para todos os testes realizados.

RESULTADOS

A analise dos tragados de pressdo arterial revelou um comportamento distinto entre
os 2 grupos de ratos estudados. Todos os ratos integros apresentaram poucas flutuagdes no
periodo estudado, ao passo que todos os ratos desnervados apresentaram maior flutuagio da
pressdo arterial (Figura IV - 2). Em 4 ratos desnervados, foi possivel identificar que as
flutuagdes da pressdo ndo foram continuas. Eles apresentaram periodos de estabilidade
semelhantes aos dos ratos integros, interrompidos por redugdes abruptas e fugazes da

pressdo arterial. Este comportamento ndo foi identificado no rato desnervado niimero 2, no
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Figura IV — 2 — Séries temporais de pressdo arterial média de 5 ratos intergros (a esquerda) e de 5 ratos
submetidos a desnervacdo sinoadrtica (a direita). t = tempo; mmHg = milimetros de mercurio.
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qual a pressdo arterial apresentou grandes flutuagdes tanto positivas como negativas durante

todo o periodo estudado. Apesar das diferengas de comportamento observadas nos

tracados, ndo houve diferenca significativa entre as médias da pressdo arterial sistolica,

diastolica e média de ratos integros, quando comparadas as médias de ratos com

desnervagdo sinoaortica ( Tabela IV - 1).

Tabela IV - 1. Médias e variabilidades das pressdes sistolica, diastolica e média em ratos
integros e ratos com desnervagdo sinoadrtica.

i Desnervacio p
Integros sinoadrtica
Meédias
PAS (mmHg) 126,8 + 4,1 132 +59 0,5
PAD (mmHg) 88,4 +2 92,2452 0,5
PAM (mmHg) 106,3 +2.7 1103 +£54 0,5
Variabilidade da PAS
DP (mmHg) 6,1 +0,4 15,1425 0,007
P, (UA) 68,8 + 4,7 712+1,6 0,6
P, (mmHg) 30+ 1,4 67,6 +9 0,003
P; (mmHg) 69 + 4,3 62+1,2 0,1
MN (UA) 144 + 18,1 206 +37,1 0,006
Variabilidade da PAD
DP (mmHg) 55+04 148 +2.6 0,007
P, (UA) 58,4+37 648+19 0,2
P, (mmHg) 292 +1,7 684+85 0,002
P; (mmHg) 63 +4,9 58 +3.4 0,4
MN (UA) 109 +£15,21 260 +42. 4 0,01
Variabilidade da PAM
DP (mmHg) 5,604 155+27 0,006
P, (UA) 544+ 1 59,64 +2.4 0,08
P, (mmHg) 31,4+ 1,9 69,2 + 7,8 0,002
P; (mmHg) 57+5,1 47+25 0,1
MN (UA) 97,7+ 11,1 199 + 34,4 0,023

PAS - pressdo arterial sistolica; PAD - pressdo arterial diastolica; PAM - pressio
arterial média; DP - desvio padrdo, mmHg - milimetros de mercurio, UA - unidades

arbitrarias
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VARIABILIDADE DA PRESSAO ARTERIAL

Os desvios padrao das pressdes arteriais sistolica, diastolica e média foram
significativamente maiores nos ratos com desnervagio sinoaortica quando comparados aos
ratos integros ( Tabela IV - 1 ). A variabilidade da pressdo arterial, expressa pelo mapa de
retorno tridimensional, foi maior nos ratos submetidos a desnervagdo sinoaortica, como
mostram os exemplos representativos do mapa de retorno tridimensional de um rato integro
e de um rato desnervado, apresentados na figura Figura IV - 3. Os indices derivados do
Mapa de Retorno Tridimensional, calculados para as pressGes arteriais média, sistdlica e
diastolica, com excegdo do P3, apresentaram uma tendéncia a serem maiores nos ratos com
desnervagdo sinoadrtica, sendo que P2 e MN foram significativamente maiores ( Tabela IV -
1)

Na comparacdo do desvio padrdo da pressdo arterial sistolica (6,1 + 1,0 mm Hg) em
relacdo a diastolica (5,5 + 0,8 mm Hg) de ratos integros, ndo foi observada nenhuma
diferenga significativa. Da mesma forma, os valores de Py, P, e P3;, da pressdo arterial
sistolica, foram semelhantes aos da diastélica. O indice global MN, por sua vez, revelou
maior variabilidade da pressdo arterial sistolica, comparada a diastélica (Figura IV - 4). Nos
ratos com desnervagio sinoaortica, ndo observamos nenhuma diferenca na variabilidade da
pressdo sistolica em relag@o a diastolica, tanto para o desvio padrdo, como para os indices

do mapa de retorno tridimensional (Figura IV - 4).

GRAFICOS DE FASE

A anélise qualitativa do comportamento da pressdo arterial, através de graficos de
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Figura IV — 4 - Comparagio entre a variabilidade da pressdo arterial sistolica versus a pressdo
arterial diastolica de ratos integros (superior) e de ratos com desnervagdo sinoaodrtica (inferior).
Teste t pareado. * P < 0,05. mmHg = milimetros de mercirio (P; e P3). UA = unidades arbitrarias
(P1 (& MN)
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fase sequenciais por periodos equivalentes a 700 batimentos cardiacos, revelou
comportamentos distintos entre os ratos integros (Figura IV - 5) e os com desnervagio
sinoaortica (Figura IV - 6). A estabilidade encontrada no tragado de pressdo arterial de
todos os ratos integros (Figura IV - 2), sem aumentos ou redugdes abruptas dos valores
pressoricos, se traduziu.por graficos de fase com trajetorias oscilando em torno de um
determinado valor de pressdo arterial em todos os periodos analisados. No grupo de ratos
com desnervagdo sinoadrtica, foi possivel identificar dois comportamentos distintos. Em 4
ratos, os tragados de pressdo arterial apresentaram periodos de estabilidade muito
semelhantes aos dos ratos integros, intercalados por reducdes abruptas e fugazes da pressdo
arterial (Figura IV - 3). A andlise dos periodos de estabilidade geraram graficos de fase
semelhantes aos dos ratos integros (Figura IV - 7). Os periodos contendo redugdes
abruptas e fugazes da pressdo arterial traduziram-se por graficos de fase com predominio de
trajetérias em determinados valores pressoricos, que eventualmente aumentaram sua
amplitude e se deslocaram para a esquerda, para entdo retornarem a posi¢do inicial.
Observamos também que, nos ratos com desnervagdo sinoaortica, a posi¢do das trajetorias
em torno do ponto de ajuste da pressdo arterial variou com o tempo, tanto para a esquerda
como para a direita. Em um dos ratos com desnervagdo sinoadrtica, ndo foi possivel
identificar periodos de estabilidade no tragado, que apresentou tanto redug¢des como
elevagdes da pressdo arterial. Apesar disso, os graficos de fase foram capazes de revelar
curtos periodos de estabilidade, representados por trajetorias oscilando em torno do ponto
de ajuste. Neste animal, o aumento da amplitude das trajetorias gerou deslocamentos tanto

para a esquerda como para a direita do ponto de ajuste.
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Figura IV — 6 — Séries temporais de pressdo arterial média (PAM), em um rato submetido a
desnervagdo sinoadrtica, com os respectivos graficos de fase, construidos como PAM x taxa de
variagdo da PAM no tempo (dPAM/dt). Partes superior e média: tragados contendo 700 eventos.
Parte inferior: tragado contendo 11000 eventos. t = tempo; mmHg = milimetros de mercurio.
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Figura IV — 7 — Séries temporais de pressdo arterial média (PAM), em um rato submetido a
desnervag¢do sinoadrtica, com os respectivos graficos de fase, construidos como PAM x taxa de
varia¢do da PAM no tempo (dPAM/dt). Cada um dos 3 tragados contém 700 eventos. t = tempo;
mmHg = milimetros de mercurio.
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DISCUSSAQO

DESNERVACAO SINOAORTICA

Neste estudo, a eliminagdo dos pressorreceptores foi realizada com sucesso,
evidenciado pelo eliminacdo da sensibilidade barorreflexa, testada pela infusio de drogas
pressoras e hipotensoras. Os ratos foram estudados na fase crénica da desnervagdo
sinoaortica, quando apresentavam niveis pressoricos semelhantes aos dos ratos integros. Os
ratos com desnervagio sinoaortica apresentaram maior variabilidade da pressdo arterial em
relagdo aos ratos integros, correspondendo a valores elevados de desvio padrio das pressdes

arteriais sistolica, diastolica e média.

MAPA DE RETORNO TRIDIMENSIONAL

O uso do mapa de retorno tridimensional para avaliar a variabilidade da pressio
arterial de ratos integros e de ratos com desnervag@o sinoaortica revelou comportamentos
distintos para os 2 grupos. Nos ratos integros, a distribui¢io de pontos mostrou pequena
dispersdo tanto no eixo transversal como longitudinal, com grande concentra¢do de pontos
em torno de um determinado valor de pressdo arterial (Figura IV - 4). Aparentemente, esta
concentragdo em torno de um valor pressorico parece corresponder ao ponto de ajuste da
pressdo arterial.

Nos ratos com desnervagdo sinoadrtica, a maior variabilidade da pressdo arterial

traduziu-se por aumento acentuado do eixo longitudinal do mapa de retorno tridimensional,
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representado por P, (Figura IV - 4 ). O aumento de P, indica que a desnervagao sinoadrtica
aumentou a faixa dindmica de variagdo da pressdo arterial no periodo estudado. Tanto a
inclinagdo média da distribuigdo, medida na regido de maior concentragdo de pontos,
representada por P;, como a maxima dispersdo lateral, representada por P3, foram
semelhantes nos 2 grupos.

Para entender melhor o comportamento da variabilidade da pressdo arterial expressa
pelo mapa de retorno tridimensional, analisamos, de forma seqiencial, os tracados de
pressdo arterial através de graficos de fase. Esse método permitiu avaliar qualitativamente o
comportamento da variabilidade da pressdo arterial, acrescentando a analise a variavel
tempo (96). Nos ratos integros, os graficos de fase apenas reforgaram o que ja havia sido
demonstrado pelo mapa de retorno tridimensional, ou seja, durante todo o periodo o sistema
permaneceu estavel, oscilando em torno de um determinado valor pressorico (Figura IV -
6). Nos ratos com desnervagio sinoaortica, foi possivel identificar outros comportamentos
(Figura IV - 7). Nesses ratos, a pressdo arterial ndo oscilou em torno de apenas um ponto de
ajuste, mas em torno de diversos “pontos de ajuste”. Enquanto oscilava em torno de um
determinado ponto de ajuste, a pressdo arterial apresentou, intermitentemente,
deslocamentos das trajetorias no eixo longitudinal. O aumento de P, nos ratos com
desnervagdo sinoadrtica parece ser o somatorio dos constantes deslocamentos das
trajetorias, afastando-se dos diversos “pontos de ajuste”. Curiosamente, o comportamento
durante periodos de estabilidade pressorica foi muito semelhante nos 2 grupos estudados,
indicando que, nos ratos com desnervagdo sinoadrtica, a variabilidade da pressdo arterial
ndo estd constantemente aumentada. Apesar da grande variabilidade da pressdo arterial

encontrada nos ratos com desnervagao sinoadrtica, o mapa de retorno tridimensional
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revelou que a pressdo arterial tendeu a agrupar-se em torno de um ponto de ajuste, situado a
direita da distribuicdo de pontos, traduzido pela localizagdo de P;, e a deslocar-se
preferencialmente deste ponto de ajuste para a esquerda.

A analise conjunta dos tragados de pressio arterial e dos graficos de fase sugere que
as alteragOes pressoricas abruptas, decorrentes das mudangas de comportamento, possam
ser as principais responsaveis pela variabilidade da pressdo arterial dos ratos com
desnervagio sinoadrtica (24). Em nosso estudo, da mesma forma que relatado por Buchholz
et al. (27), observamos que os ratos com desnervagdo sinoadrtica apresentaram maior
tendéncia para redugdes do que para elevagdes da pressio arterial. Contudo, sempre que
ocorreram mudangas abruptas, a pressdo arterial tendeu a retornar a um comportamento

estavel, muito semelhante ao dos ratos integros.

VARIABILIDADE DA PRESSAOQ ARTERIAL SISTOLICA VERSUS DIASTOLICA

Ao comparar o comportamento dos indices do mapa de retorno tridimensional,
calculados para as pressdes sistolica e diastolica de ratos integros, observamos que a pressio
sistolica apresentou maior variabilidade do que a diastolica, traduzida por valores
significativamente maiores do indice global MN. Os ratos com desnervagdo sinoadrtica
apresentaram valores mais elevados da variabilidade da pressdo arterial, tanto sistolica
quanto diastolica, quando comparados aos ratos integros, mas desapareceu a diferenga
existente entre elas. Nota-se que a perda do controle pressorico pelos pressorreceptores
aumentou proporcionalmente mais a variabilidade da pressdo arterial diastolica do que a

sistolica. Estes resultados talvez possam ser explicados pelo efeito exercido pelos



64

pressorreceptores sobre o acoplamento entre as pressdes sistolica e diastolica. Di Rienzo et
al. estudaram, através da analise de coeréncia, o efeito da desnervag@o sinoaortica sobre este
acoplamento. Os autores encontraram um aumento no grau de acoplamento, apos a retirada
dos pressorreceptores, indicando que estes atuam limitando o acoplamento entre as pressdes
sistolica e diastolica (141).

Os desvios padrdo das pressdes arteriais sistolica e diastolica foram semelhantes nos
dois grupos estudados, sugerindo que o desvio padrdo ndo foi capaz de detectar parte da
modulagdo responsavel pela variabilidade da pressdo arterial, detectada pela abordagem nao-
linear, através do mapa de retorno tridimensional. Isto talvez possa ser explicado, em parte,
pelas caracteristicas ndo-lineares da modulagdo da pressdo arterial, demonstradas por
diversos autores, que estudaram a modulagio da pressdo arterial usando ferramentas
especificas de estudo dos sistemas dindmicos ndo-lineares (101, 98, 102, 142). Através do
calculo do coeficiente de Lyapunov e da dimensdo de correlagio de séries temporais de
pressdo arterial de cdes integros e de cdes submetidos a desnervagdo sinoaodrtica, a agao dos
pressorreceptores mostrou ser responsavel pelo nivel de complexidade e de caos nos
mecanismos de controle da pressdo arterial. As séries temporais de cies desnervados
apresentaram menor grau de complexidade do que a de cles integros, apesar da
variabilidade da pressdo arterial ser maior nos cies com desnervagdo sinoaortica (135).

Outra evidéncia de ndo-linearidade da variabilidade da pressdo arterial deve-se ao
comportamento dos mecanismos de ajuste desencadeados por quedas ou elevagdes da
pressdo arterial. A modulagdo exercida pelos pressorreceptores apresenta comportamento
sigmoidal, modulando a pressdo arterial de forma mais eficiente em torno dos valores

pressoricos médios e diminuindo a eficiéncia quando os valores sdo extremos, tanto
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superiores como inferiores (1).

Outra razdo para o desvio padrdo ndo detectar aspectos da variabilidade da pressdo
arterial pode estar associada a aspectos puramente matematicos. O desvio padrdo descreve a
variabilidade da pressdo arterial como dispersdo em torno de uma pressdo média, mas para
isto pressupde que os dados analisados apresentam distribui¢io normal. Os histogramas de
frequiéncia da distribuigdo da pressdo arterial média dos ratos integros aproximou-se de uma
distribui¢do normal, mas a distribuicdo de alguns ratos com desnervagdo sinoadrtica
claramente n3o apresentou caracteristicas de normalidade, como ja descrito por outros
autores (27).

E importante ressaltar que a anélise do comportamento da variabilidade da pressdo
arterial através do mapa de retorno tridimensional e de graficos de fase ndo permite tirar
conclusdes sobre o grau de complexidade da modulagdo pressorica. Apesar de termos
encontrado periodos de estabilidade nos ratos com desnervagdo sinoaortica, muito
semelhantes aos dos ratos integros, isoladamente, isto ndo nos autoriza a afirmar que o
comportamento em torno dos “pontos de ajuste” de ambos apresenta realmente as mesmas
caracteristicas. Para tanto, o comportamento em torno dos “pontos de ajuste” deveria ser
avaliado através do calculo das divergéncias entre as trajetorias através do tempo,
utilizando-se o coeficiente de Lyapunov (143).

Os nossos dados indicam que os indices derivados do mapa de retorno tridimensional
sdo influenciados pela modulagio da pressdo arterial pelos pressorreceptores e
quimiorreceptores arteriais, os quais parecem atuar de forma distinta sobre as pressdes

sistolica e diastolica.
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CAPITULO V

DISCUSSAO GERAL

A analise do comportamento das oscilages batimento a batimento da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial representa uma janela pela qual € possivel vislumbrar alguns
dos mecanismos que regulam o sistema cardiovascular. Devido a grande complexidade
inerente aos sistemas biologicos, a representagdo destes fendmenos torna-se uma tarefa
dificil. Além da utilizagdo de métodos lineares, recentemente, abordagens ndo-lineares,
como o mapa de retorno, também comegaram integrar o arsenal de recursos disponiveis para
estudar o comportamento das oscilagdes batimento a batimento da freqiiéncia cardiaca e da
pressdo arterial. A escolha do mapa de retorno, como forma de avaliar a regulagdo
cardiovascular, € conseqiiéncia da sua capacidade de identificar padrdes de comportamento
em sistemas complexos.

O mapa de retorno tridimensional foi desenvolvido como uma tentativa de descrever
melhor o comportamento desse sistema e para permitir a quantificagdo dos resultados
obtidos. As principais diferengas deste método, em relacdo ao mapa de retorno classico, sdo
as seguintes: 1) utilizagdo da primeira derivada no eixo do y; 2) densidade expressa na
terceira dimensdo; 3) contorno externo definido automaticamente pelo nimero minimo de

contagens; 4) quantificagdo por indices objetivos.
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MAPA DE RETORNO TRIDIMENSIONAL DA FREQUENCIA CARDIACA

A contribui¢do do mapa de retorno tridimensional da freqiéncia cardiaca ao arsenal
de métodos ja disponiveis parece ser a sua capacidade de avaliar a modulagdo simpatica
sobre o no sinusal. A excegdo de alguns métodos de andlise da variabilidade da freqiiéncia
cardiaca, que sdo marcadamente representativos da modulagdo vagal, como RMSSD,
PNNS50 e os componentes de alta freqiiéncia da analise espectral, quase todos os demais, de
alguma forma, sdo capazes de avaliar a modulagdo vagal sobre o no6 sinusal. Por outro lado,
mesmo durante periodos de definida atividade simpatica, esses indices ndo s@o capazes de
representar a modulagdo simpatica (115).

Em nosso estudo de bloqueio farmacolégico durante os periodos de exercicio
moderado, a variabilidade da freqii€ncia cardiaca estava muito reduzida, em conseqii€ncia da
grande retirada vagal. Nessas condigOes, a modulagido autondmica da freqiiéncia cardiaca,
aparentemente fica restrita a influéncia simpatica. Apesar disso, a infusdo de propranolol
aumentou a variabilidade da freqiiéncia cardiaca, traduzida pelo aumento de P;. Isso ndo
permite afirmar que esse indice represente diretamente a atividade simpética, mas € provavel
que o comportamento das oscilagdes da freqii€ncia cardiaca, traduzido por Py, ndo acessivel
pelas abordagens lineares habituais, seja reflexo de mecanismos ndo-lineares subjacentes,
modulados pelo sistema nervoso simpatico.

A participagio da modulagio autonémica no comportamento ndo-linear da
freqiiéncia cardiaca ja foi abordada por outros autores. Hagerman et al. utilizaram o
Coeficiente de Lyapunov para estudar o comportamento cadtico da variabilidade da

freqiéncia cardiaca em repouso, sob bloqueio autondmico parcial e total e durante exercicio
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(144). A eliminagdo da modulagio autondmica, através do duplo bloqueio, e a redugdo do
tono vagal com aumento da atividade simpatica durante o exercicio, ndo eliminaram o
comportamento caotico do sistema, traduzido por valores do Coeficiente de Lyapunov ainda
acima de zero. Os achados sugerem que o vago e o simpatico modulam parte do
comportamento ndo-linear do sistema, mas ndo sdo os Unicos responsaveis por ele. Neste
estudo, os indices nos dominios do tempo e da freqiiéncia apresentaram respostas distintas
das apresentadas pelo Coeficiente de Lyapunov, sugerindo que os métodos lineares e ndo-
lineares sdo complementares, descrevendo aspectos distintos do sistema. Tulppo et al. (145)
descreveram padrdes de comportamento ndo-linear nas oscilagtes da freqiiéncia cardiaca,
em individuos submetidos a ativagdo simpato-vagal, por infusio de doses progressivas
noradrenalina. Utilizando um mapa de retorno bidimensional, observaram a formag@o de
estruturas complexas, com formato de parabola, revelando um padrao sugestivo de dindmica
estocastica, ou de comportamento cadtico deterministico. Este comportamento das
oscilagdes da freqiiéncia cardiaca ndo pode ser detectado através da analise espectral.

A andlise da disfungio autondmica em pacientes portadores de diabete melito por
métodos ndo-lineares j4 foi estudada por outros autores. Mestivier et al. (146) encontraram
forte correlag@o entre os testes autondmicos tradicionais padronizados por Ewing et al. (54)
e o mapa de recorréncia da freqiiéncia cardiaca. Este método permite descrever o
comportamento de uma série temporal através do nimero de vezes que determinadas
seqiiéncias de eventos se repetem no tempo. Os autores sugerem que no diabete melito, a
dindmica da freqiiéncia cardiaca é menos complexa, fazendo com que o sistema tenha menos
facilidade de adaptar-se as perturbagdes. Ducher et al. (147) encontraram menor dimensio

fractal da frequéncia cardiaca em pacientes diabéticos, em relagdo aos individuos saudaveis.

[
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Os autores acreditam que o comportamento da dimensio fractal nos pacientes diabéticos
seja secundaria ao envolvimento vagal precoce. Contudo, o método n@o foi superior aos
métodos lineares utilizados no estudo.

No nosso estudo de disfungdo autondémica, os indices do mapa de retorno
tridimensional apresentaram melhor acuracia do que os demais indices estudados. Entre eles,
P; apresentou os melhores resultados, apesar de ndo correlacionar-se com nenhum dos
indices lineares. E possivel que o bom desempenho desse indice ¢ a sua independéncia em
relagio aos demais indices lineares utilizados seja decorrente das suas caracteristicas ndo-
lineares e pelo fato dele poder estar representando a modulagdo simpatica. Contudo, ndo
podemos aﬁfmar que os resultados obtidos durante o nosso estudo de bloqueio
farmacologico possam ser transpostos para as analises de 24 horas. P; foi capaz de avaliar a
modulag@o simpéatica durante uma intensidade de exercicio maior do que a encontrada em
registros de 24 horas, com os individuos nas suas atividades habituais.

Em estudos preliminares, encontramos evidéncias indiretas da influéncia simpatica
sobre P;, calculado a partir de registros de 24 horas (148). Foi avaliado o efeito de uma
sessdo de exercicio em cicloergometro durante 1 hora sobre os indices do mapa de retorno
tridimensional de 24 horas. O eletrocardiograma foi gravado por 2 dias consecutivos, sendo
que, em um deles, o exercicio era realizado no inicio da gravagdo. No dia em que foi
realizada a sessdo de exercicio, foram observados valores de P; menores do que os
observados no dia sem exercicio. Os indices P, e P; nfo apresentaram diferencgas. Os
resultados sugerem que a ativagdo simpatica decorrente da atividade fisica possa ter
influenciado o comportamento da variabilidade da freqiiéncia cardiaca no restante do dia,

responsavel pela diminui¢do de P,. Estudos com bloqueio simpatico prolongado durante as
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atividades habituais permitirdo esclarecer o papel do mapa de retorno na avaliagdo da
modulagio simpéatica de 24 horas.

Além de detectar diferentes niveis de disfun¢do autondmica em pacientes diabéticos,
o mapa de retorno tridimensional também foi capaz de detectar diferengas entre individuos
normais e maratonistas de elite (149), os quais constumam apresentar grande predominéncia
da modulagdo vagal. Em pacientes chagasicos ainda sem evidéncia de cardiopatia,
observamos redug¢@o isolada de P3, sugerindo a presenga de comprometimento vagal precoce
(150). E na fase mais tardia da doenga, ja com presencga de alteragdes eletrocardiograficas
em repouso, encontramos aumento paradoxal da variabilidade da freqiiéncia cardiaca,
quando comparada a dos pacientes chagasicos sem cardiopatia, evidenciado por aumento de
P, (151). Estes achados provavelmente sio conseqiéncia de disfun¢do do no sinusal,

presente em muitos dos pacientes estudados.

MAPA DE RETORNO TRIDIMENSIONAL DA PRESSAO ARTERIAL

O comportamento das oscilagdes da press@o arterial, avaliado pelos indices do mapa
de retorno tridimensional, revelou que os pressoreceptores e quimiorreceptores arteriais sao
responsaveis por manter uma estreita faixa dindmica de variagdo da pressio arterial,
representada por P, e que os indices P; e P; aparentemente sdo pouco influenciados pela
atividade barorreflexa.

P; ¢é baseado na inclinagdo média da distribuicdo de pontos, calculada na regido de
maior densidade, que provavelmente corresponde ao ponto de ajuste da pressdo arterial.

Como a desnervagao sinoaértica promoveu grande dispersao longitudinal, era esperado que
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ocorresse menor concentragdo de pontos em torno do ponto de ajuste, fazendo com que P;
aumentasse. Contudo, analisando o comportamento da pressdo arterial através dos graficos
de fase, apesar das Orbitas se deslocarem longitudinalmente, foi possivel identificar uma
tendéncia do sistema de, periodicamente, retornar a um determinado ponto de ajuste.

Apesar de, neste estudo, nfo termos analisado a variabilidade da pressdo arterial
através de andlise espectral, algumas consideragdes podem ser feitas para tentar explicar os
mecanismos responsaveis pelo comportamento dos indices P, e P;. P, € baseado nas maiores
e menores pressdes arteriais que ocorreram pelo menos 3 vezes durante o periodo analisado,
refletindo apenas oscilagdes lentas da pressdo arterial, podendo corresponder aos
componentes de baixa freqii€ncia da analise espectral (0,005 a 0,05 Hz). Nos ratos com
desnervagdo sinoadrtica, a poténcia espectral dos componentes de baixa frequéncia ¢ de 10 a
100 vezes maior do que no ratos integros (139), sendo este aumento, em grande parte,
devido ao aumento da atividade simpatica (38). Como a variabilidade da pressdo arterial nos
ratos com desnervagdo sinoaortica, analisada através do mapa de retorno tridimensional,
manifestou-se por aumento isolado de P,, é possivel que ele e os componentes de baixa
freqiiéncia estejam refletindo o mesmo fendmeno, ndo podendo ser descartada a
possibilidade de P, também representar a modulagdo simpatica sobre a variabilidade da
préssﬁo arterial.

P; ¢ baseado na méaxima dispersao transversal da distribui¢do de pontos, refletindo as
maiores flutuagGes instantdneas da pressdo arterial no periodo estudado. As flutuagdes
instantaneas da pressdo arterial s3o responsaveis pelos componentes de alta freqiiéncia da
analise espectral, afetadas em grande parte pelos efeitos mecéanicos da respiragéd, com

pouca influéncia autondmica (41, 152). No rato, elas correspondem a oscilagdes em torno



72

de 2 Hz, (42) as quais ndo sdo afetadas significativamente pela desnervagdo sinoaortica (38).
Em nosso estudo, também ndo encontramos diferengas nos valores de Ps; nos dois grupos
estudados. Acreditamos que este indice possa estar correlacionado com os componentes de
alta freqiiéncia da analise espectral, sendo dependente da respiragéo.

Outros estudos ja utilizaram o mapa de retorno tridimensional de pressdo arterial.
Schaan et al., empregaram o mapa de retorno tridimensional de pressdo arterial para estudar
ratos com diabete melito induzido por estreptozotocina (136). Os animais foram tratados
com insulina, 7, 14, 30 e 120 dias ap6s a administra¢do da estreptozotocina. Aos 7 dias,
observou-se diminui¢do dos indices P;, P, e MN nos ratos diabéticos, quando comparados
aos controles, sem alteragdo dos valores de P;. Esta menor variabilidade da pressao arterial
foi acompanhada de aumento da variabilidade da freqiiéncia cardiaca, calculada pelo desvio
padréo dos intervalos RR, sugerindo uma inesperada melhora da modulagio autondmica nas
fases iniciais da doenga.

Lacchini et al. (153) utilizaram o mapa de retorno tridimensional para estudar a
variabilidade da pressdo arterial em ratos submetidos a sobrecarga salina e a bloqueio do
oxido nitrico. A sobrecarga salina promoveu aumento na variabilidade da pressdo arterial,
representado por valores de P; e P, superiores aos dos controles. Apos bloqueio do 6xido
nitrico, a variabilidade da pressdo arterial retornou aos valores de controle, sugerindo que o
aumento na produgdo do oxido nitrico tem um papel importante na adaptagdo a sobrecarga
salina.

Estudos adicionais em ratos desnervados, envolvendo bloqueio autonémico parcial e
total, com controle da ventilagdo, talvez possam esclarecer a influéncia da modulagio

autondmica e da ventilagdo sobre o comportamento dos indices do mapa de retorno



tridimensional. Estudos em seres humanos ainda ndo foram realizados, mas com a atual
disponibilidade de equipamentos de monitorizagdo prolongada da pressdo arterial (154,

155), no futuro, podera ser avaliada a aplicabilidade clinica do método.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES

1 - Os indices do mapa de retorno tridimensional sdo sensiveis e especificos para
detectar diferentes niveis de disfungdo autonémica, em pacientes portadores de diabete

melito.

2 - Os indices do mapa de retorno tridimensional sdo reprodutiveis, quando avaliam a
variabilidade da freqiiéncia cardiaca em individuos normais e em pacientes portadores de

diabete melito com diagnostico de neuropatia autondmica.

3 - Os indices do mapa de retorno tridimensional sdo capazes de quantificar, de

forma independente, as modulagdes parassimpatica e simpatica sobre o né sinusal.

4 - Os indices do mapa de retorno tridimensional sdo capazes de detectar diferencas
no comportamento da variabilidade das pressGes arteriais sistolica, diastdlica e média,

secundarias a eliminagdo dos pressorreceptores € quimiorreceptores arteriais.

5 - Os indices do mapa de retorno tridimensional sdo capazes de detectar diferengas
entre o comportamento da variabilidade da pressdo arterial sistolica, quando comparado ao
comportamento da variabilidade da pressdo arterial diastolica em ratos integros. Sugerindo
que os pressorreceptores e quimiorreceptores arteriais modulam de forma distinta as

pressoes arteriais sistolica e diastolica.
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Anexo 1 — Termo de Consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO (Convite para juntar-se ao estudo da variabilidade da

freqiiéncia cardiaca em individuos com diabete melito e normais).

Este estudo, que esta sendo realizado no Servigo de Cardiologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, visa entender melhor o funcionamento do sistema cardiovascular. O padréo da
variabilidade do batimento cardiaco tem sido muito estudado como uma forma de avaliar o
grau de comprometimento do sistema nervoso autonomo em individuos com diabete melito,
pois os testes existentes até entdo ndo sdo praticos e as vezes de dificil reprodugdo. Assim,
esta pesquisa se propde a avaliar a freqiiéncia cardiaca através da gravagdo do
eletrocardiograma durante 24 horas do dia em indiQiduos com diabete melito e em pessoas
normais. O sistema de gravacdo Holter de 24 horas ¢ feito com a instalagdo de cinco
eletrodos conectados a um gravador de bolso. Este aparetho funciona com uma pilha, ndo
existindo o risco de choque elétrico ou queimadura. A colocagio e retirada do aparelho sido
realizadas pelos pesquisadores. O estudo ndo compreende quaisquer exames extras ou uso

de medicamentos.

Se vocé tiver qualquer duvida antes de decidir em participar ou ndo do estudo, sinta-se a

vontade para fazé-lo.

Ass Ass
Participante Responsavel/orientador
Prof. Dr. Jorge Pinto Ribeiro
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Anexo 2 — Termo de Consentimento

Termo de Consentimento

Este estudo, que sera realizado no Servigo de Cardiologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, visa entender melhor o funcionamento do sistema cardiovascular. Este trabalho faz
parte de uma linha de pesquisa que se propde a avaliar o padrdo dos batimentos cardiacos
em diversas situagdes, em individuos normais e com patologias. A frequéncia cardiaca de
diversos individuos ja foi analisada com este método. O trabalho sera realizado em
individuos normais e segue os seguintes passos:

1° dia) visita ao laboratorio e realizacdo de teste de esfor¢o em bicicleta ergométrica;

2°, 3°, 4° e 5° dia) acesso, com uma agulha ﬁna,’ a uma veia do antebrago, gravagio do
eletrocardiograma, injecdo de agua destilada ou propranolol ou atropina ou propranolol e
atropina de forma aleatoria. Apdés 10 minutos da infusdo das drogas, sera realizado um
protocolo de exercicio e repouso igual para os quatro dias. Serdo 40 minutos de repouso
seguidos de 20 minutos de exercicio, com gravagdo do eletrocardiograma durante esse
periodo. A gravacgdo ¢ feita com a instalagao de cinco eletrodos conectados a um gravador
de bolso. Esse aparelho funciona com uma pilha de 9v, ndo existindo o risco de choque
elétrico ou queimadura. A colocagdo e retirada do aparelho sdo realizados pelos

pesquisadores. O estudo ndo compreende quaisquer exames extras.

As drogas utilizadas podem desencadear rea¢des ndo desejadas, mesmo em individuos

normais. O propranolol pode causar crise de asma (chiado no peito), baixar a freqiéncia do
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coracdo e a pressdo, levando a tontura, mal estar, nausea. A atropina pode levar a secura na
boca, aumento da frequéncia do coragao, visdo borrada, palpitacao, alteragio da fala, dor de
cabega, constipacio, retencio urinaria. E importante ressaltar que estes efeitos geralmente
sdo leves e infreqiientemente ocorrem. Para ambas as drogas existem antidotos (drogas que
revertem o efeito) e estardo disponiveis, se for necessario utiliza-las. Se ocorrer algum efeito
adverso, dano, trauma durante o momento da realizagdo do protocolo do estudo, os

participantes serdo idenizados pelos pesquisadores e receberdo total orienta¢do e apoio.

Os dados da pesquisa serdo utilizados apenas pelos pesquisadores, mantendo-se
confidenciais os achados, sendo utilizados apenas em publicagdes cientificas sem

identificagdo dos participantes.

Se vocé tiver qualquer duvida antes de decidir participar ou ndo do estudo, sinta-se a

vontade para fazé-lo. Vocé pode decidir parar com o estudo em qualquer momento.

Eu, , fui informado da natureza, dos objetivos, metodologia e dos riscos do

estudo e concordo em participar do mesmo voluntariamente.

Porto Alegre, de de 1996.

Ass Ass
Participante Responsavel/orientador
Prof. Dr. Jorge Pinto Ribeiro
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