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Resumo

A andlise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca tem vindo a ser cada vez
mais utilizada enquanto ferramenta, ainda que indireta, de acesso a atividade e
funcionamento do Sistema Nervoso Auténomo. Por outro lado, as doencgas do
foro metabdlico tém vindo a aumentar consideravelmente a sua incidéncia, em
todo o mundo.

Vdrios estudos tém surgido, defendendo que a patologia metabdlica, como
a Obesidade, o Sindrome Metabdlico e a Diabetes tipo 2, implica alteragdes auto-
némicas, nomeadamente a hiper ativag¢do da via simpdtica do Sistema Nervoso
Auténomo. Neste sentido, sugere-se a existéncia de neuropatia autonémica asso-
ciada a distirbios metabdlicos.

Estudos recentes sugerem que o bloqueio cirtirgico do Nervo do Seio Caro-
tideo, nervo sensitivo do Corpo Carotideo, retrocede os sintomas associados a
patologia metabdlica, nomeadamente, a resisténcia a insulina e a intolerancia a

glicose.

Neste projeto, analisaram-se séries temporais de intervalos RR em modelos
animais de ratos sauddveis, em ratos com patologia metabdlica e em ratos sujei-
tos a bloqueio cirargico do Nervo do Seio Carotideo. A resposta autonémica na
patologia metabdlica foi estudada em condigdo de repouso e de estimulo meta-
bélico e ndo metabdlico. A andlise das séries temporais de intervalos RR repre-
senta a andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca.

Foram observadas altera¢des autonémicas resultantes de patologia metabd-
lica. Observou-se que a patologia metabdlica tem implicagdes ao nivel da res-



posta do Sistema Nervoso Auténomo a uma condicao de estimulo, quer seja me-
tabdlico ou ndo metabdlico. Corroborou-se o previamente descrito, tendo-se no-
tado que a denervacdo do Nervo do Seio Carotideo aproxima a atividade auto-
ndémica de animais pré-diabéticos a animais sauddveis.

Deste modo, ainda que com uma amostra reduzida, os resultados sugerem
que a denervacdo do Nervo do Seio Carotideo podera ser uma terapéutica ino-
vadora na resisténcia a insulina, enquanto forma de retroceder os impactos na
atividade autonémica desta patologia.

Palavras-chave: Sistema nervoso auténomo; Variabilidade da frequéncia
cardiaca; Resisténcia a insulina; Diabetes tipo 2; Corpo carotideo; Nervo do seio
carotideo




Abstract

Heart Rate Variability analysis has been increasingly used as a tool, alt-
hough an indirect one, to access to the activity of the Autonomic Nervous System.
On the other hand, metabolic diseases have been increasing worldwide.

Several studies have emerged arguing that metabolic pathology, such as
Obesity, Metabolic Syndrome and Type 2 Diabetes, implies autonomic changes,
namely the hyper activation of the sympathetic pathway of the Autonomic Nerv-
ous System. That way, the existence of autonomic neuropathy associated with
metabolic disorders is suggested.

Recent studies suggest that surgical blockade of the carotid sinus nerve, the
sensory nerve of the carotid body, reverses the symptoms associated with meta-
bolic pathology explicitly insulin resistance and glucose intolerance.

In this project, RR interval time series were analyzed in healthy rat animal
models, in metabolic pathology rats and in rats subjected to surgical carotid sinus
denervation. The autonomic response in metabolic pathology was studied in
resting and stimulating metabolic and non-metabolic condition. The RR interval
time series analysis represents the analysis of heart rate variability.

Autonomic changes resulting from metabolic pathology have been ob-
served. It was observed that metabolic disorders have implications in the auto-
nomic response to a stimulus condition, whether metabolic or non-metabolic. It
was corroborated the statements previously described, the denervation of the Ca-
rotid Sinus Nerve approximates the autonomic activity of pre-diabetic animals
to healthy animals.



Thus, although with a reduced sample, the results suggest that the dener-
vation of the Carotid Sinus Nerve may be an innovative therapy for insulin re-
sistance as a way of reversing the impacts on the autonomic activity of this pa-
thology.

Keywords: Autonomic nervous system; Heart rate variability; Insulin re-
sistance; Type 2 diabetes; Carotid body; Carotid Sinus Nerve
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INTRODUCAO

A incidéncia e prevaléncia de disttrbios metabdlicos, como a Obesidade ou a
Diabetes Tipo 2, tem vindo a aumentar drasticamente e estima-se que este au-
mento continue nos préximos anos [1], [2].

A Obesidade tem sido entendida como um fator importante na fisiopatologia
da desregulagdo homeostética da glicose pelo sistema nervoso periférico.

Foi previamente descrito, pelo grupo de investigacdo da professora Silvia
Conde, no Centro de Investigacdo de Doengas Crénicas (CEDOC), o impacto de
diferentes dietas hipercaléricas na patogénese de distiirbios metabdlicos. O
grupo descreveu que a administragdo de dietas hipercaldricas a ratos Wistar pro-
voca alteragdes na massa corporal, aumento da pressdo arterial e resisténcia a
insulina, de uma forma similar ao que sucede em humanos e estes resultados
estdo de acordo com o previamente descrito por outros autores [3].

De facto, é consensual que o consumo de dietas hipercaldricas estd envolvido
na patogénese de distirbios metabdlicos. Todas as dietas hipercaléricas estuda-
das e consideradas no presente projeto induzem o desenvolvimento de resistén-
cia insulinica, hipertensdo arterial e Obesidade, em modelos animais. Algumas
das dietas induzem, ainda, uma progressao para o desenvolvimento de Diabetes
tipo 2 e hipertrigliceridémia [4].

O grupo da professora Silvia descreveu, ainda, que a administragdo de dietas
hipercaldricas a ratos Wistar provoca aumento da atividade simpdtica [3].

O sistema nervoso simpdtico (SNS) é extremamente relevante no controlo cir-
culatério e metabdlico e uma estimulagdo da atividade simpatica implica a inibi-
¢do de segregacdo de insulina [5].

Virias hipéteses tém surgido, na comunidade cientifica, procurando descre-
ver a relagdo entre a patogénese de sindromes metabdlicos e altera¢des na ativi-
dade do SNS, em particular, e do sistema nervoso auténomo (SNA), no geral.
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Admite-se, atualmente, que o aumento dos niveis de insulina é um meca-
nismo compensatério de uma reducdo da captagao de glicose, causado pela ati-
vacao do SNS [5].

O corpo carotideo (CC) é descrito como um quimiorrecetor periférico locali-
zado bilateralmente no pescogo. Quando ativado, este 6rgdo liberta neurotrans-
missores que aumentam a atividade nas terminagdes sensitivas do nervo do seio
carotideo (NSC). Esta atividade resulta na ativagdo do SNS.

O grupo da professora Silvia descreveu que o CC, para além de ser um sensor
de gases no sangue, é também um sensor metabdlico, respondendo a insulina,
bem como que a atividade deste 6rgdo se encontra aumentada em modelos ani-
mais pré-diabéticos e com Sindrome Metabdlico.

O grupo demonstrou, ainda, que a denervac¢do do NSC beneficia a homeosta-
sia da glicose em animais resistentes a insulina e intolerantes a glicose [6], preve-
nindo e revertendo a resisténcia a insulina e a intolerancia a glicose em modelos
animais de Sindrome Metabdlico e Diabetes tipo 2.

Acredita-se, entdo, ser conseguido o restauro da atividade do SNS, tipica-
mente exacerbada na patologia metabdlica, pela denervagdo do NSC. Em animais
sujeitos a esta cirurgia, foi descrita a restauragdo da sinalizac¢do insulinica em te-
cidos insulinicamente sensiveis, bem como o aumento da captagdo de glicose
pelo figado [6].

No presente projeto sdo analisadas altera¢des autonémicas induzidas por pa-
tologia metabdlica, através da andlise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca
(VEC), em ratos Wistar. Mais particularmente, sio comparados os efeitos, a nivel
da atividade do SNA, da exposicdo a diferentes dietas hipercaldricas percursoras
de distdarbios metabdlicos. E analisada a VFC em situagdes de estimulo, procu-
rando verificar a resposta autonémica em animais com e sem patologia metab6-
lica. Por fim, avalia-se o impacto da ressegao cirtrgica do NSC na VFC e, conse-
quentemente, no SNA.

1.1. Contextualizagao

As doengas metabdlicas tém vindo a ganhar, ao longo dos tdltimos anos, um
crescente destaque, consequéncia do aumento continuo da sua incidéncia. Doen-
cas como a Obesidade, Diabetes tipo 2 e Sindrome Metabdlico tém aumentado
significativamente a sua prevaléncia.

Em 2016, mundialmente, 1.9 mil milhdes, ou seja, cerca de 39% dos adultos,
apresentavam excesso de peso e 650 milhdes, 13%, estavam diagnosticados como
obesos [1]. Estima-se que, em 2030, 51% da populagdo sofrerd de obesidade [7].
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Por sua vez, a Diabetes afeta, atualmente, 425 milhées de adultos, ou seja, 8,8%
da populacdo adulta mundial e estima-se que, em 2045, 629 milhGes de pessoas
serdo diabéticas, mundialmente [2]. A Diabetes tipo 2 é o tipo mais comum de
Diabetes, representando 90 a 95% dos diagndsticos desta patologia [1], [2].

De uma forma sucinta, a Diabetes é caracterizada por uma deficitdria pro-
dugédo de insulina e pela incapacidade do corpo de responder adequadamente a
insulina, uma condi¢do denominada de resisténcia a insulina.

O Sindrome Metabdlico é diagnosticado quando o paciente apresenta trés
ou mais perturba¢des metabdlicas simultaneamente, das quais: aumento do pe-
rimetro abdominal, nivel de triglicéridos elevado, pressdo arterial alta, hipergli-
cemia em jejum e baixa concentracdo de colesterol HDL [9]. Estas caracteristicas
sdo averiguadas por comparagdo aos valores de referéncia.

A Obesidade é descrita como a acumulagdo anormal ou excessiva de gor-
dura, o que pode prejudicar a sadde [1].

O crescente aumento destes distiirbios metabdlicos e as suas implicages na
satde e estilo de vida dos doentes representa um problema com consequéncias
econdmicas e sociais, tornando essencial a compreensdo dos mecanismos biol6-
gicos e a identificagdo de estratégias de prevencéo e tratamento para estas pato-
logias.

Em estudos recentes, no dmbito da patogénese destas patologias, foi suge-
rido que o CC, nos mamiferos, para além de desempenhar um papel sensitivo na
regulacdo da homeostasia, desempenha, também, fun¢des sensitivas metabdlicas
[10], [11]. Foi descrito que a hiperestimulagdo crénica do CC estd envolvida na
etiologia da resisténcia a insulina e que a ressegdo cirtirgica do NSC evita o de-
senvolvimento de alteragdes metabdlicas [12], [5].

O estudo do circuito neural associado a resisténcia insulinica mediada pelo
CC depende do estudo das vias eferentes envolvidas nesse processo. Sendo o
SNS o efetor natural da ativagdo do CC, a compreensao da interagdo entre o SNS
e a acdo da insulina pode representar um passo fundamental. E aceite que a hi-
perestimula¢do do CC, por niveis elevados de insulina, implica a excitagdo do
NSC, desencadeando um efeito excitatério do SNS. As patologias de alteracao de
metabolismo, como a resisténcia a insulina, caracterizam-se por uma hiperativa—
¢do do SNS [5].

Sabe-se que uma anadlise detalhada da VFC permite averiguar sobre o SNA,

em geral, e 0 sistema nervoso simpadtico e o sistema nervoso parassimpdtico
(SNP), em particular [13].
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Os estudos em curso, atualmente, sobre estas patologias, centram-se ndo sé
na compreensdao dos mecanismos de metabolismo da glicose, mas também nas
consequentes perturbacdes a nivel cardiovascular.

Estd estudado que a Diabetes, a Obesidade e o Sindrome Metabdlico sao
relevantes fatores de risco para as doengas cardiovasculares, sendo esta a maior
causa de morte em pessoas com estas patologias [7], [8], [9].

Portadores de patologias metabdlicas tém uma maior tendéncia para o de-
senvolvimento de doencgas cardiovasculares, como hipertenséo, aterosclerose e
paragem cardiaca [15], [9].

Em suma, a Obesidade é um dos fatores associados ao Sindrome Metab6-
lico. O Sindrome Metabdlico e a Obesidade aumentam o risco de desenvolvi-

mento de Diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e distirbios associados ao
SNA [7], [8].

1.2. Objetivos especificos do projeto

O presente projeto pretende confirmar a forma como o SNA ¢ influenciado
pela patologia de resisténcia a insulina e compreender as implica¢des a nivel car-
diovascular da resse¢do do NSC, procurando esclarecer se esta intervengao cirtr-
gica é capaz de retroceder os efeitos da patologia.

Foi descrito que a hiperestimulagio crénica do CC estd envolvida na etiolo-
gia da resisténcia a insulina induzida por dieta hipercaldrica e que a ressecgdo
cirdrgica do NSC evita o desenvolvimento de alteragdes metabdlicas [5].

Assim, acredita-se que o bloqueio cirtrgico do NSC possa prevenir possi-
veis complicagdes de origem nervosa, como cardiacas ou vasculares, em doentes
diabéticos, representando uma terapéutica inovadora para estas situagdes clini-
cas.

Animais roedores, como os ratos, tém uma grande semelhanga com huma-
nos, a nivel da fisiologia de 6rgdos, metabolismo e composicdo bioquimica do
sangue. Assim, modelos destes animais tém vindo a ser utilizados para o estudo
experimental de patologias metabdlicas [4].

Pretende-se determinar o balang¢o vago-simpatico, ou SNS-SNP, em ratos
sem patologia, em ratos diabéticos tipo 2 e em ratos sem patologia e diabéticos
tipo 2 com denervagdo do NSC, através da andlise da VFC. A andlise da VFC
permite avaliar o equilibrio entre os componentes simpdticos e parassimpaticos
do sistema nervoso auténomo [16]. Esta andlise deverd ser o mais detalhada pos-
sivel, para garantir resultados fidedignos. Assim, serdo considerados diferentes
dominios de estudo da VFC.

4
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Numa primeira instancia, torna-se relevante avaliar a influéncia de diferen-
tes dietas hipercaldricas na VFC e, assim, aferir sobre como o SNA ¢ afetado por
cada uma das dietas hipercaldricas em estudo. Numa segunda instancia, verificar
o efeito de diferentes estimulos sobre a VFC e, portanto, sobre o SNA. Torna-se,
entdo, importante averiguar a forma como a resposta aos estimulos varia em fun-
cdo da presenga ou ndo de patologia de resisténcia a insulina. Deste modo, sera
efetuada uma andlise comparativa entre a resposta a estimulos em roedores sau-
daveis e em roedores resistentes a insulina.

Uma andlise comparativa da VFC em modelos animais patolégicos com e
sem submissdo a ressecdo cirtirgica do NSC permite verificar variacdes a nivel
cardiaco desta resse¢do, bem como averiguar acerca da atividade do SNA, mais
concretamente da via simpdtica, a qual se encontra hiperestimulada em condi-
¢Oes de patologia metabdlica. Uma compreensao da atividade destes sistemas em
modelos animais diabéticos submetidos a bloqueio cirtrgico do NSC apresenta-
se, entdo, como um grande contributo para o progresso da medicina nesta pato-
logia.

Sucintamente, o objetivo geral desta dissertagdo € avaliar, comparativa-
mente, a atividade do SNA em modelos animais de ratos com e sem patologia
metabdlica, bem como em ratos, com e sem patologia, sujeitos a ressegao cirtr-
gica do NSC, avaliando a fiabilidade deste procedimento enquanto terapéutica.
Os objetivos especificos sdo analisar o impacto, no SNA, de diferentes dietas hi-
percaldricas potenciadoras de distiirbios metabdlicos e analisar a resposta auto-
nomica, a um estimulo metabdlico e a um estimulo ndo metabdlico, em animais
com e sem patologia, procurando diferenciar, tendo por base a atividade do SNA
entre um animal saudédvel e um animal patoldgico. A andlise da atividade do
SNA é conseguida por andlise da VFC.
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Para a compreensdo global dos objetivos deste projeto, alguns conceitos,
que serdo abordados nesta dissertacdo, devem ser esclarecidos.

A andlise da VEC é reflexo da atividade do SN A, tornando-se essencial fazer
referéncia aos conteudos tedricos inerentes ao sistema nervoso auténomo e ao
sistema cardiovascular.

Uma breve introducdo aos métodos de andlise de VFC sera apresentada,
bem como uma referéncia teérica ao CC, a sua anatomia, fisiologia e funciona-
mento. A fisiopatologia da resisténcia insulinica serd, também, abordada.

Estas nogdes permitem estabelecer uma relagdo entre a VFC e a resisténcia
insulinica.

2.1. Sistema nervoso autonomo

O sistema nervoso divide-se em sistema nervoso central (SNC) e sistema
nervoso periférico, no qual se inclui 0 SNA, de acordo com as suas caracteristicas
anatémicas e fisiolégicas.

O SNC recebe e integra informacdo, armazena informagao sob a forma de
memdria e inicia reagdes, ao nivel do encéfalo. O sistema nervoso periférico inclui
0s nervos cranianos e raquidianos, desempenhando funcdes sensoriais, sensiti-
vas e motoras [17]. O SNA é um dos sistemas integrantes do sistema nervoso
periférico.

O SNA é responsdvel pela maioria dos reflexos fisiolégicos, tendo influén-
cia sobre vdrios 6rgdos e sistemas, dos quais sdo exemplos a atividade cardiaca,
o controlo da pressdo arterial, a regulacdo da temperatura corporal, entre outros
[17]. A principal fun¢do do SNA € garantir a homeostasia, ou seja, a manutencao
das condigOes estdveis do organismo, independentemente do ambiente externo.
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Este subsistema do sistema nervoso, o SNA, é ativado, maioritariamente,
por centros sensitivos localizados na medula espinal, tronco cerebral e hipoté-
lamo [17]. A ativagdo destes centros recetores desencadeia respostas reflexas in-
conscientes nos respetivos érgaos efetores.

Os sinais autonémicos sdo transmitidos por duas grandes vias, o sistema
nervoso simpdtico (SNS) e o sistema nervoso parassimpdtico (SNP) até aos res-
petivos 6rgaos efetores [17]. Alguns autores consideram, ainda, uma terceira via,
o sistema nervoso entérico, o qual serd responsdvel pelo controlo do sistema gas-
trointestinal [18].

As formas de atuagdo do SNS e do SNP sdo paralelas e, classicamente, opos-
tas. O SNS assume um papel, essencialmente, excitatério, respondendo em situ-
agOes de stress, por exemplo, através do aumento do ritmo cardiaco. Por oposigéo,
o SNP atua, principalmente, numa forma inibitéria, reduzindo a atividade cardi-
aca [17], [16], [18]. A rdpida resposta do SNS faz com que esta seja frequente-
mente denominada como uma resposta de fight and flight e a resposta SNP rest
and digest.

O sistema nervoso controla a circulagdo sanguinea e a atividade cardiaca,
maioritariamente através do SNA. O SNS é o subsistema que maior influéncia
tem sobre a regulacdo da circulagdo, regulando a pressdo sanguinea, sendo o
principal agente no controlo circulatério e metabdlico [5], enquanto que o SNP
atua, essencialmente, a nivel da atividade cardfaca [17]. A Figura 1 ilustra o papel
destas duas vias do SNA nos vdrios 6rgaos.

A transmissdo de informagdo ao longo das vias simpadtica e parassimpdtica do
SNA, bem como de todo o sistema nervoso, dd-se através de fenémenos eletro-
quimicos, sendo mediada por neurotransmissores. Os neurotransmissores sao
moléculas reconhecidas pelas células-alvo que medeiam a excitagdo, por meio de
alteragdes de permeabilidade, com consequente alteragdo de carga elétrica no
meio intracelular das células excitaveis.

Os principais neurotransmissores mediadores da informagdo simpdtica sdo a
epinefrina, ou adrenalina, e a norepinefrina, ou noradrenalina. Por outro lado, o
neurotransmissor mais relevante na transmissao de informagao parassimpdtica é
a acetilcolina [20].
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Figura 1. — Diagrama ilustrativo do papel, sobre os vdrios 6rgaos, das duas vias do sistema ner-
voso auténomo: simpatica e parassimpatica.
Adaptado de [20].

2.2. Sistema cardiovascular

O sistema cardiovascular representa o conjunto do coracdo e dos vasos san-
guineos, que no seu coletivo sdo responsdveis pela vascularizagdo, fornecendo os
nutrientes necessdrios aos vdrios tecidos, por via da circulagdo sanguinea [21].

A contractilidade do coragdo, propriedade que lhe confere a sua caracteristica
de bombeador do sangue, dd-se gracas a transmissdo de impulsos elétricos, por
geracdo de potenciais de agdo, ao longo das células com capacidade excitatéria
presentes no coracdo. Estes impulsos tém origem, geralmente, no nodo sinoatrial
ou no nodo atrioventricular, células autoexcitdveis, transmitindo-se ao longo das
camaras do coracdo através das fibras de Purkinje [17], [22]. A Figura 2 representa
o percurso da transmissdao do impulso nervoso ao longo do musculo cardiaco,
bem como a disposi¢do das cdmaras cardiacas.



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA E ENQUADRAMENTO TEORICO

/ Artéria Aorta

‘ Nodo
Nodo atrioventricular
sinoatrial \— . 5
/; W ™ Fibras de Purkinje:
ramo esquerdo
Vias
internodais Fibras de Purkinje:
/ ramo direito
Auricula Ventriculo Auricula Ventriculo
l direita direito esquerda esquerdo |

CAMARAS CARDIACAS

Figura 2. -Ilustragdo da transmissdo do impulso elétrico ao longo das células excitdveis do cora-
¢do dos mamiferos e representagdo das quatro cimaras cardiacas.
Adaptado de [17] e [22].

Os potenciais de agdo sdo originados por alteragdes de carga elétrica, conse-
quéncia de correntes elétricas estabelecidas por diferencas de concentragdes entre
os meios interno e externo das membranas das células excitdveis, gerando impul-
sos elétricos (despolarizagdo). A transmissdo destes impulsos as células cardiacas
com capacidade contrdctil promove a contractilidade do coracdo, dando origem
aos batimentos cardiacos.

A contragdo cardiaca ocorre de forma faseada entre as camaras constituintes
do coracdo, originando um sinal elétrico que pode ser medido diretamente, com
utilizacdo de elétrodos, eletrocardiografia, ou estimado por derivacdo da curva
de pressdo arterial média. A pressdo arterial mede, de uma forma indireta, a forca
que o coragdo exerce sobre as paredes das artérias ao bombear o sangue, por me-
digdo da pressdo nas artérias e extrapolagdo da pressdo no interior deste érgao.
A pressao arterial representa um método de inferir sobre a atividade cardiaca
[17].

O sinal eletrocardiografico é o sinal elétrico obtido pela monitorizacdo da
atividade elétrica cardiaca e é um sinal conhecido e amplamente estudado, carac-
terizado por uma sequéncia especifica de ondas.

A atividade elétrica do coracdo encontra-se representada na Figura 3. Cada
batimento cardiaco corresponde a um sinal elétrico conhecido. Este sinal é carac-
terizado por uma sequéncia de ondas com amplitudes distintas.

10
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Figura 3. — Representacédo do sinal elétrico oriundo da atividade cardiaca: dois batimentos cardi-
acos consecutivos.
Adaptado de [23].

A onda P ocorre aquando da contragdo das auriculas. O complexo QRS repre-
senta a despolarizacdo e consequente contracao dos ventriculos. Em simultaneo,
dé-se a repolarizacdo das auriculas, sinal de menor amplitude, ocultado pela ele-
vada amplitude do QRS. Por fim, num batimento cardiaco, dé-se a repolariza¢io
dos ventriculos, assinalada pela onda T [17].

Alteragdes do batimento cardiaco podem ser resultado de complicagdes asso-
ciadas a Diabetes [23].

Os batimentos cardiacos ndo se ddao de forma estritamente regular em inter-
valos de tempo uniformes, ocorrendo alteragdes na frequéncia cardiaca (FC), co-
nhecidas como variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC). Estas flutuagdes re-
presentam a capacidade de adaptabilidade por parte do sistema cardiovascular,
sendo indicadoras de uma boa condic¢do de satde [16].

Variabilidade da Frequéncia Cardiaca:

Enquanto a FC mede o ntimero de batimentos cardiacos num dado periodo
de tempo, tipicamente, de um minuto, pela contagem de ondas R consecutivas, a
VEC representa as oscilagdes no intervalo RR de batimentos cardiacos consecuti-
vos [19].

Estas varia¢Oes descritas pela VFC estdo associadas a agdo do SNA sobre o
sistema cardiovascular, nomeadamente, sobre o nodo sinoatrial. A VFC é comu-
mente utilizada para estudos e avaliacdo da atividade do SNA em investigacdo
cardiovascular [24].

A partir dos intervalos RR é possivel construir tacogramas de frequéncias,
graficos que ilustram as altera¢ées na FC, ou seja, a VFC. Na Figura 4 apresenta-
se um exemplo de um tacograma de um rato saudavel.

11
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Figura 4. — Representagdo da VFC para um rato Wistar sauddvel: tacograma de frequéncias (in-
tervalo temporal RR ao longo de vdrios batimentos cardiacos).

A VEC é o resultado de vdrios fatores de cariz fisiolégico que regulam a
FC. Uma baixa da VFC pode ser sinal de patologia ou de deficiente adaptagdo ou
funcionamento do SNA [19].

Tipicamente, a atividade da via simpatica do SNA tende a aumentar a FC
e a diminuir a VFC. Por outro lado, o SNP tem tendéncia a diminuir a FC e a
aumentar a VFC [24].

2.3. Relagao entre o sistema nervoso autonomo e
o sistema cardiovascular

A VFC mede varia¢des no intervalo entre batimentos cardiacos consecuti-
vos. Estas oscilagbes sdo resultado de interagdes complexas e ndo-lineares. A VFC
é uma medida da func¢do cardio-neuroldgica, representando as intera¢ées entre o
cérebro e o coracdo, bem como o funcionamento do SNA.

E certo que muita instabilidade no sinal de VFC indique prejuizo para o
funcionamento fisiolégico, mas uma baixa variacdo serd, também, sinal de pato-
logia.

A atividade do coragdo, bombeamento do sangue, é controlada pelos ner-
vos simpdticos e parassimpdticos (nervo vago), os quais irrigam abundantemente
0 coragdo, como se pode observar na Figura 5.

12
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A estimulagdo simpdtica aumenta o ritmo cardiaco e a forca de contracdo
do coragdo, aumentando, consequentemente, o volume de sangue bombeado e a
sua pressdo de ejecdo. Por outro lado, a estimulacdo parassimpdtica implica uma
diminui¢do do ritmo cardiaco e da forga de contracdo. De notar que a irrigagao
parassimpadtica, a qual ocorre via nervo vago, tem maior destaque ao nivel das
auriculas do que dos ventriculos, justificando que a diminui¢do da forca de con-
tragdo registada, por estimulagdo parassimpdtica, ndo seja tdo significativa [17].

Inervagio simpatica

Inervagao
parassimpatica

Nervo vago

Nodo _,, Nodo
sinoatrial - - atrioventricular

Figura 5. — Inervacdo simpdtica e parassimpadtica (ou vagal) do coragéo.
Adaptado de [17].

A propagacao dos impulsos elétricos no coragdo é controlada pelo SNA, pelas
vias simpdtica e parassimpdtica, através de neurotransmissores. A atividade do
SNP ¢ tipicamente mediada pela libertacdo de acetilcolina pelo nervo vago. Por
outro lado, a atividade do SNS é mediada pela libertagdo de adrenalina.

A atividade do SNA pode ser monitorizada através da andlise da VFC e/ou
da concentragdo de noradrenalina no plasma.

A regulagdo do ritmo cardiaco por meio do SNA é resultado da atuacao do
sistema nervoso sobre o nodo sinoatrial, regulando o ritmo cardiaco, com altera-
¢do da frequéncia cardiaca e da forga contréctil do coragéo.

13
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2.3.1. Barorreflexo

O barorreflexo é um reflexo mediado pelos sensores de pressdo sanguinea,
os barorrecetores, presentes nas artérias aorta e carétida. O seu papel é a regula-
¢do da pressdo sanguinea.

Os barorrecetores sdo sensiveis as alteragdes morfolégicas da artéria, como
o seu alongamento quando aumenta a pressao sanguinea.

Quando a pressdao sanguinea aumenta, o barorreflexo causa, imediata-
mente, a reducdo do ritmo cardiaco. Por outro lado, se a pressdo sanguinea dimi-
nui, o barorreflexo provoca o aumento do ritmo cardiaco. Estas respostas imedi-
atas sdo mediadas pelo SNA, pelas vias simpatica e parassimpdtica [25], [26].

O barorreflexo transforma a variabilidade da pressdo sanguinea em varia-
bilidade da frequéncia cardfaca [26]. Este é um exemplo de um reflexo neuro-
cardiaco, ilustrando a relagdo direta entre o SNA e o sistema cardiovascular.

2.4. Métodos de analise da VFC

A andlise de dados de VFC pode ser feita com recurso a dois grandes tipos
de modelos: modelos lineares e modelos néo lineares, no dominio do tempo e da
frequéncia [19], [23], [27], [28]. Os modelos ndo-lineares tém por base a Teoria do
Caos [29] e assumem a ndo-linearidade dos sistemas.

Os parametros para medicdo e andlise da VFC foram estabelecidos, em
1996, pela Task Force of the European Society of Cardiology e pela North Ame-
rican Society of pacing and Electrophysiology [59].

2.4.1. Métodos lineares no dominio do tempo

No dominio do tempo, os modelos utilizados sdo relativamente simples e
obtém-se pela interpretagdo direta dos intervalos RR, com resultados em unida-
des de tempo (tipicamente, em milissegundos).

Sao utilizados, classicamente, os parametros de seguida enumerados [16],
[23], [27], [28], [18]:

= Meédia — média dos intervalos RR — média aritmética dos intervalos de
tempo entre dois batimentos cardiacos consecutivos, intervalos RR;

= SDNN - desvio padrao de todos os intervalos RR consecutivos, denomi-
nados agora NN intervalos, referindo-se a batimentos cardiacos normais,
ou seja, com origem no nodo sinoatrial (normal-normal intervalo). Este
parametro reflete a variagdo global dos intervalos RR;

14
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* SDNNi - média dos desvios padrao de todos os intervalos NN de 5 minu-
tos, de um registo de 24 horas;

* SDANN —desvio padrdo das médias dos intervalos NN ao longo de 5 mi-
nutos, de um registo de 24 horas;

* rMSSD -raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre inter-
valos N-N consecutivos;

= SDSD - desvio padrao das diferengas entre intervalos N-N adjacentes;

* NNb50-ntimero de intervalos RR consecutivos que diferem mais de 50 ms;

* pNNB5O - percentagem de intervalos RR consecutivos que diferem mais de
50 ms, em unidades percentuais.

Os indicadores SDNN, SDNNi e SDANN sao resultado de registos de longa
duragédo, englobando efeitos de origem simpatica e parassimpatica, ou vagal, nao
permitindo inferir se os efeitos se devem a efeitos simpaticos ou vagais. Por outro
lado, os parametros rMSSD e NN50, ou pNN50, transmitem informacgao de ori-
gem simpadtica, ao representarem valores referentes a batimentos consecutivos,
[19]. SDNN reflete, globalmente, variabilidade total, enquanto que rMSSD infere
acerca de variagOes de alta frequéncia do ritmo cardiaco. Ambos refletem flutua-
¢Oes na atividade do SNA e a média dos intervalos RR pode ser considerada
como medida da soma da atividade do SNS e do SNP [31].

Os parametros em epigrafe sdo, em particular, para uma aplica¢do em hu-
manos. Para uma andlise da VFC em roedores vertebrados, algumas adaptagdes
devem ser executadas, adequando a andlise as caracteristicas especificas dos ani-
mais.

Os indices NN50 e pNN50 perdem significado quando aplicados a roedo-
res, pelas diferengas nos valores de FC e intervalos RR tipicos nestes animais.
Assim, da mesma forma que o limite de 50 milissegundos é definido para o ho-
mem, partindo do seu valor médio de RR (cerca de 10% da média do intervalo
RR estabelecido como padrao), para ratos deve ser considerado um limite menor.
Alguns autores consideram, também, o limite de 20 milissegundos em humanos.
Assim, em modelos animais de roedores, este limite de 20 milissegundos pode
ser considerado, mas alguns autores defendem que o valor 6timo, que permite
uma informagao mais detalhada e rigorosa, serd 6 milissegundos, ao ser o valor
que melhor refletird a atividade parassimpética [16].

No contexto deste projeto, serdo, entdo, considerados os seguintes paradme-
tros de anélise da VEC:

* NN20-ntimero de intervalos RR consecutivos que diferem mais de 20 ms;

15



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA E ENQUADRAMENTO TEORICO

* pNN20 - percentagem de intervalos RR consecutivos que diferem mais de
20 ms;

* NN6 —ntimero de intervalos RR consecutivos que diferem mais de 6 ms;

* pNNG6 — percentagem de intervalos RR consecutivos que diferem mais de
6 ms.

Um elevado e aproximadamente irregular valor de VFC implicarda um
maior valor do parametro SDNN [30].

Além dos métodos estatisticos apresentados, pode-se recorrer a métodos
geométricos para a andlise no dominio do tempo. O método geométrico mais uti-
lizado em contexto de VFC é o indice triangular, a saber [16], [23], [27], [28], [18]:

= fndice triangular da VFC — uma vez construido o histograma de densidade
dos intervalos RR (comprimento do intervalo — eixo xx — em funcdo da
frequéncia com que cada ocorre — eixo yy), a unido das colunas do histo-
grama forma uma figura triangular, onde a largura da base do triangulo
corresponde a VFC. O nimero total de intervalos RR a dividir pela dura-
¢do mais comum do intervalo é o valor do indice triangular (Ti). Conside-
rando o comprimento da série temporal de intervalos RR como N, tem-se:
N

Ti =
max(histograma(RR)) (2.1)

= Interpolacdo triangular (TINN) - é calculado pelo valor da largura da li-
nha que representa a base do tridngulo. De acordo com a geometria da
figura triangular, pode-se calcular a TINN pela razdo entre a drea do tri-
angulo e a sua altura, multiplicada por dois. Considerando o comprimento
da série temporal de intervalos RR como N e tendo em conta a dimensao
de cada bin do histograma construido, tem-se:

N X dimens&o bin

2.2
max (histograma(RR)) x2 22)

TINN =

Na Figura 6 estd representada a forma como este método se aplica ao his-
tograma de intervalos RR.
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Figura 6. — Histograma de densidade dos intervalos RR e ilustragdo da andlise da variabilidade
da frequéncia cardfaca (VFC), tendo por base o método do Indice triangular da VFC.
Adaptado de [18].

2.4.2. Métodos lineares no dominio da frequéncia

Os métodos de andlise no dominio da frequéncia correspondem a uma ana-
lise da densidade do espetro de poténcia [27], [28], [32].

A andlise total do espetro de poténcia é conseguida por uma andlise deta-
lhada de vdrias regides de frequéncias. Em humanos, na literatura, considera-se
recorrentemente que a gama de frequéncias inferiores a 0,003 hertz representa as
frequéncias ultrabaixas; de 0,003 a 0,04 Hz as frequéncias muito baixas; de 0,04 a
0,15 Hz as baixas frequéncias; de 0,15 a 0,4 Hz as altas frequéncias.

Para andlise da VFC em animais roedores, sdo consideradas como padrao
as seguintes componentes de frequéncia [16]:

e Baixas frequéncias (LF) — entre 0,15 e 1,5 Hz — a poténcia das baixas fre-
quéncias é modulada pelo SNS e pelo SNP [33]. Um aumento das baixas
frequéncias é tipicamente considerado consequéncia da atividade simpa-
tica [34] e, como tal, alguns autores consideram a atividade simpadtica pre-
dominante nas LF [18];

o Altas frequéncias (HF) — entre 1,5 e 5 Hz — a poténcia das altas frequéncias
é tipicamente modelada pelo SNP, mas contém uma forte componente de
origem respiratdria, representando a influéncia da frequéncia de respira-
cdo [33].
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Num estudo deste ambito é tipicamente calculado, também, o valor de po-
wer spectral density (PSD), o qual é um estimador da poténcia espetral total [27],
[28], [32]. Este parametro indica a densidade de poténcia total do espetro neste
caso, corresponderd a poténcia de densidade nas LF e HF. Assim, o parametro
PSD calcula a densidade de poténcia das frequéncias de 0,15 a 5 Hz. As frequén-
cias abaixo deste limiar sdo desprezadas pela sua insignificancia para o contexto.

E consensual na comunidade cientifica que a poténcia das HF representa o
controlo cardiaco vagal e que a poténcia das LF reflete a regulagdo simpdtica do
ritmo cardiaco [19].

A razdo entre a poténcia espetral das baixas e das altas frequéncias (LF/HF)
reflete a relacdo entre o SNS e o SNP, podendo ser utilizada como parametro de
medida do equilibrio simpatico-vagal [35]. Um valor elevado deste rdcio indica
uma prevaléncia da atividade do SNS, enquanto que o predominio da atividade
do SNP resultard em valores mais baixos [18].

No seguimento de uma andlise no dominio das frequéncias, a Transformada
de Fourier (FFT) é o algoritmo mais utilizado, pela sua facilidade de aplicagdo. A
FFT permite obter uma estimativa da poténcia espetral e é aplicdvel em zonas
estaciondrias do sinal [19]. £ obtida pela integracéo do espetro ao longo das vé-
rias componentes de frequéncia. Os intervalos RR obtidos sdo transformados em
bandas com frequéncias espetrais distintas [34].

Outras transformadas podem ser consideradas, para a obtengdo de uma ané-
lise tempo-frequéncia, como é o caso da transformada discreta de wavelets ou a
transformada de Hilbert-Huang. Estas transformadas seguem as mesmas consi-
deragdes que a transformada de Fourier, mas com uma representacdo do sinal
sob formas distintas, sendo que a andlise de Fourier considera qualquer sinal
como a soma de fungdes sinusoidais.

A transformada de Fourier apenas pode ser aplicada a sinais estaciondrios e
ndo informa sobre a duragao e localizagdo temporal, fornecendo apenas informa-
cdo sobre as componentes de frequéncia e as respetivas amplitudes. A transfor-
mada de wavelets ou a transformada de Hilbert-Huang permitem esta andlise,
construindo espetros de frequéncia em fun¢do do tempo [36].

2.4.3. Métodos nao lineares

Os métodos ndo-lineares tém vindo a ganhar cada vez mais interesse e
relevancia, por se acreditar que a regulagéo fisioldgica associada a FC depende
da interligacdo de vdrios sistemas de uma forma dindmica, ndo linear [29], [37],
[38].
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Os parametros mais utilizados para uma andlise nao linear da VFC sdo:

A. Grafico de Poincaré — representacdo gréfica a duas dimensdes dos
intervalos RR em funcdo do intervalo RR seguinte. O gréfico de Poincaré é resul-
tado de uma andlise de cada intervalo RR;,,; como fung¢ao do intervalo RR; ante-
rior. Tipicamente, apresenta uma forma semelhante a uma elipse. Sdo considera-
dos dois parametros para a andlise deste tipo de graficos: SD1 descreve o eixo
mais curto da elipse e SD2 o eixo mais longo. Este eixo mais longo da elipse (SD2)
é contruido sobre a reta de equagdo y = x. SD12 representa a razdo entre SD1 e
SD2.

Na Figura 7 é apresentado um exemplo de representacdo de intervalos RR
sob a forma de gréfico de Poincaré.

2.0

(s)

~ SD1=46 ms
SD2 =137 ms

intervalo R-R .,

0.5

0.5 2.0
intervalo R-R ,

(s)

Figura 7. — Representagdo de um Gréfico de Poincaré, com apresentagdo de exemplos de valores
dos pardmetros para andlise (SD1 e SD2).
Adaptado de [37].

Por forma a tornar mais percetivel a abordagem ao estudo da VFC pelo gra-
tico de Poincaré, considere-se a série temporal de intervalos RR, x,,, em milisse-
gundos. Denote-se os varios termos da série por: xg, X1, X5, X3, X4, ... . A apresenta-
cdo destes dados sob a forma de grafico de Poincaré resultard num gréfico dos

pontos (xg,x1), (x1,x2), (X3,x3), ... e a forma deste grafico serd reflexo da varia-
bilidade da série temporal.

Para uma interpretagdo do gréfico de Poincaré pode-se recorrer a uma ana-
lise qualitativa ou quantitativa.

Os parametros tipicamente utilizados para caracterizacdo do gréfico de
Poincaré sao SD1 e SD2. Estes valores sdo obtidos considerando uma elipse ajus-
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tada a forma do grafico. SD1 corresponde, entdo, ao eixo curto desta elipse, en-
quanto que SD2 mede o eixo longo. Assim, SD1 representa uma variabilidade
instantanea, batimento a batimento, e SD2 uma variabilidade descontinua [37].
O récio SD1/SD2 representa a aleatoriedade da série temporal da VFC [39].

Cada gréfico de Poincaré deve ser classificado de acordo com a respetiva
forma e parametros geométricos. A geometria destes gréficos foi descrita como
sendo distinta entre individuos sauddveis e ndo saudaveis [40], [41].

De acordo com a literatura, as formas mais comuns destes graficos sdao
forma de cometa, torpedo e elipse. Quando se trata de estudos de sinais com ori-
gem cardiaca, diferentes formas estdo associadas a diferentes graus de insufici-
éncia cardfaca [39]. Autores defendem que arritmias cardfacas especificas estdo
associadas a formas especificas do gréfico de Poincaré [41].

Na Figura 8 sdo exibidos vdrios exemplos de formas que os gréficos de Poin-
caré podem apresentar, as quais foram consideradas na classificagdo dos dados

em estudo nesta dissertacao.
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Figura 8. — [lustracgdo das diferentes formas de dispersdes consideradas na anédlise de Gréficos de

Poincaré.
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Classificagdo qualitativa das formas dos Gréficos de Poincaré: (A) forma de cometa; (B) forma de
torpedo; (C) forma de leque tipo A; (D) forma de leque tipo B; (E) forma de ilha tipo A; (F) forma
de ilha tipo B; (G) 16bulo lateral duplo tipo A; (H) 16bulo lateral duplo tipo B; (I) 16bulo lateral
triplo do tipo A; (J) 16bulo lateral triplo do tipo B. Adaptado de [41].

Seguindo os principios que guiaram o estudo de Esperer, et al. [41], devem
ser considerados como parametros de referéncia para a identificacdo da forma da
dispersdo de Poincaré a largura mdxima (Wmax) do cluster de pontos, ou seja, o
comprimento méximo da projecdo do conjunto de pontos dos dados ao longo da
bissetriz, bem como o comprimento méximo (Lmax), comprimento médximo da
projecdo do conjunto de pontos perpendicularmente a bissetriz. A localizagdo
central ou excéntrica dos clusters também deve ser tida em conta, classificando-
se como centrais (CC) ou excéntricos (ECC) cada um dos distintos conjuntos de
pontos visiveis no gréfico de Poincaré. Na Figura 9 estdo representados visual-
mente esses parametros, associados a exemplos de gréficos de Poincaré.

Largura maxima

Comprimento LY UL W UL ).
méximo

Figura 9. — Representagdo visual dos pardmetros geométricos utilizados para andlise do gréfico
de Poincaré.

Tlustragdo dos parametros: (A) comprimento e largura méximos; (B) localizagado central ou excén-
trica dos clusters de pontos. Adaptado de [41].

B. Detrended Fractal Scaling Exponent ou Detrended Fluctuation
Analysis —mede o grau de correlagdo entre intervalos RR, ou seja, se os intervalos
RR sdo correlacionados, isto é, periddicos ou se, por outro lado, sdo aleatdrios,
com valores totalmente distintos. O pardmetro a mede esta correlagdo. Este pa-
rametro pode ser medido em diferentes escalas, cada escala correspondendo a
um numero de batimentos cardiacos.
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Em primeiro lugar, deve ser subtraido, a série de intervalos RR, o valor da
sua média, para evitar sobreposigdes, resultando numa série temporal, onde k é

o numero de intervalos RR e u a média da série temporal original:

k

Vi = zxi —u (2.3)

i=1

De seguida, divide-se o sinal obtido em segmentos de comprimento 7.

N

1 2.4

Fp = N E (Yi - Yi,n)2 (2.4)
i=1

onde a série temporal y; é dividida em segmentos iguais de comprimento
n e para cada segmento calcula-se a tendéncia local, ajustando uma linha de re-
gressdo y; , € N o nimero total de segmentos.

O valor de « diz respeito ao expoente associado ao célculo da flutuagéo,
obtido por regressao [18], ou seja, F, < n%, obtido através da inclinagdo da curva
de relagdo entre o logaritmo de F, e o logaritmo de n.

Numa escala de 3 a 11 batimentos cardiacos, um valor de a de 0,5 repre-
senta intervalos RR aleatérios e um valor de 1,5 indica que os intervalos sao,
aproximadamente, periédicos. Um valor a de cerca de 1,05 serd normal [37].

A Figura 10 representa uma analise com recurso ao método Detrended Frac-
tal Scaling Exponent.

3
%]
o *
o / A = 1.14
=
T7 2 g
g2 2
S £ ; a; =1.00
o U
g E
B 1
R
F;
— 0

0 1 2 3
Log (segmentos de

comprimento n)

Figura 10. — Representacdo da andlise Detrended Fractal Scaling Exponent de um perfil de dados
RR com apresentacdo de exemplos de valores dos pardmetros de andlise em duas diferentes es-
calas.

Adaptado de [37].
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C. Declive da lei da poténcia — representacdo logaritmica do espetro
de poténcia em fun¢do da frequéncia. Para um ritmo cardiaco normal, o espetro
de poténcia apresenta uma exponencial decrescente em frequéncia. Em escala lo-
garitmica, esta exponencial serd representada por uma linha, da qual se pode cal-
cular o declive, obtendo uma relacdo entre poténcia e frequéncia. O decréscimo
do valor do declive da reta obtida esta caracteristicamente associado a complica-
¢Oes cardiacas [37]. Esta representagdo da série temporal RR é apresentada na
Figura 11.

6 declive = —1,39

Log (poténcia) [ms?/Hz]

-4 -3 -2

Log (frequéncia) [Hz]
Figura 11. — Representacdo da andlise pelo método do declive da lei da poténcia de um perfil de
dados RR, com apresentagdo de um exemplo de valor para o pardmetro de andlise (o declive da

reta obtida).
Adaptado de [37].

D.  Approximate Entropy (ApEn) — mede a complexidade e regulari-
dade de uma série temporal. A entropia é definida como a perda de informacao
numa série temporal ou num sinal [42]. Pela literatura, este método é adequado
para o estudo de séries relativamente pequenas, de 75-100 pontos [42]. E um mé-
todo dependente do comprimento da série temporal em estudo [43].

E. Sample Entropy (SampEn) — tal como ApEn, mede o grau de alea-
toriedade da série. A sua principal vantagem é ser mesmo sensivel a variagdo da
dimensao da série temporal, por oposi¢do ao método anterior [42], [43].

Ambos os métodos de andlise de entropia apresentados dependem de valo-
res de inputs especificos: o comprimento do padrao a identificar, o pardmetro re-
lativo ao critério de semelhancga do sinal e a dimens&o da série.
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F. Multiscale Entropy (MSE) — considerando uma série temporal {x,

. X, ..., X,} constréi-se uma série temporal {y~}, correspondendo t ao fator de

escala. Numa primeira fase, divide-se a série temporal original em janelas de

comprimento t sem sobreposi¢do. O comprimento de cada uma das novas séries

obtidas serd igual ao comprimento da série original dividido pelo fator de escala,

1. Para a escala T = 1 obtém-se a série original. Calcula-se a entropia para cada
uma das novas séries [44].

Outros métodos de andlise dinamica da VFC podem ser considerados, mas
os listados em epigrafe sdo os mais recorrentes na literatura.

2.5. Corpo carotideo

O CC é um pequeno 6rgdo par bilateral situado junto a artéria aorta, na sua
bifurcacdo comum [45]. Na Figura 12 encontra-se uma representacdo da sua lo-
calizagdo e breve descri¢do anatémica do CC.

. Axénios
N ~__~ aferentes
Nervo do Seio ~_ -
Carotideo
eferente \ 4
Parassimpatico | o=\ 1 i 5 )
Artéria \
Carotidea
Comum

Axénio eferente
parassimpitico

Axénio eferente
L ~— . parassimpatico

Ganglio I\

simpitico

(A) (B)

Figura 12. — Localizagdo e anatomia microscépica do CC: em (A) a localiza¢do do CC e em (B) a
anatomia do CC.
Adaptado de [46].

A constitui¢do do CC, a nivel celular e estrutural, caracteriza-se pela pre-
senca de dois tipos distintos de células: células tipo I e células tipo II. As primeiras
sdo descritas como os principais centros quimiorrecetores, varios neurotransmis-
sores foram identificados neste tipo de células. Apresentam uma forma arredon-
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dada. Por outro lado, as células tipo II apresentam uma forma fusiforme e de-
sempenham um papel maioritariamente de suporte, encontrando-se em redor de
aglomerados de células tipo I [47].

Este 6rgdo é um quimiorrecetor periférico sensivel a alteragdes de concen-
tracdo de oxigénio, nomeadamente hipoxia (baixa de O.), e diéxido de carbono,
particularmente condigdes de hipercapnia (excesso de CO.), e a alteragdes de pH
no sangue. A consequéncia destas situagdes é o aumento da estimulagdo do nervo
sensitivo do CC, o NSC. A informagao sensitiva detetada pelo CC é transmitida
aos terminais nervosos do NSC [11], pela libertacdo de neurotransmissores, que
promovem a criagdo de potenciais de a¢do nas células nervosas do NSC [45].

Estudos concluem que o CC ndo deve ser visto como uma glandula, mas
sim como um 6érgao sensitivo especializado. A sua funcdo é a detecdo de altera-
¢Oes nas concentragdes quimicas no sangue, através das suas células quimiorre-
cetoras [45].

A informacdo do NSC é processada a nivel cerebral. Por forma a restabele-
cer o equilibrio, sdo desencadeadas respostas com impacto na pressao sanguinea
e na atividade cardiaca, através do SNA.

O NSC origina-se do tronco principal do nervo glossofaringeo. O compo-
nente barorrecetor do NSC induz a inibicdo da simpdtica e o componente quimi-
orrecetor estimula a ativagdo/estimulagdo simpatica.

O nervo vago assume um papel importante na regulacdo enquanto via pa-
rassimpatica, sendo o principal responsavel pelo controlo do ritmo cardiaco pelo
SNP [48].

O CC ¢, assim, uma origem dos reflexos autonémicos para a regulagdo da
homeostasia. O CC é um recetor sensitivo periférico dso SNA, tendo sido recen-
temente descrito como um sensor de niveis de insulina.

O CCnaéo responde diretamente a alteracdes de niveis de glicose no sangue,
ndo se apresentando como um recetor periférico de hipoglicémia, como é o caso
de alguns quimiorrecetores presentes no pancreas. Por outro lado, é descrita uma
relagdo direta entre as concentragdes de insulina no sangue e a atividade do CC,
levando a conclusdo de que este 6rgao funcionard como recetor de niveis de in-
sulina. Normalmente, uma condicdo de hipoglicémia é resultado de uma elevada
concentracdo de insulina no sangue, esclarecendo a possivel relacdo indireta en-
tre a atividade do CC e os niveis de glicose no sangue [11].
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2.6. A patologia de resisténcia a insulina

A insulina é uma hormona produzida ao nivel do péancreas. Anatomica-
mente, o pancreas é constituido por diferentes células, com fun¢des distintas. As
células o sdo responsdveis pela secrecdo de glucagon. As células 3 segregam in-
sulina [49].

A acdo da insulina e do glucagon sdo tipicamente opostas. Enquanto a pri-
meira é responsavel pela produgdo de glicogénio, o segundo tem um papel de
estimulador do seu consumo [2]. O glicogénio € a principal reserva energética
das células animais.

A producao e segregacdo de glucagon e insulina pelo pancreas e a sua uti-
lizagdo pelo figado sdo esquematizadas na Figura 13.

A concentragdo de glicose no sangue é regulada por um mecanismo de fe-
edback que envolve o pancreas, o figado e outros tecidos periféricos.
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Figura 13. — Produgcéo e ac¢do da insulina, o papel desta hormona a nivel do pancreas e do figado.
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A vermelho, o mecanismo de resposta ao aumento da concentracio de glicose no sague e, a azul,
reposta a diminui¢do dos niveis de glicose. Adaptado de [3].

Quando o nivel de glicose se encontra aumentado, as células 3 do pancreas
libertam insulina. Esta hormona, por via hepatica, inibe a degradagdo de glicogé-
nio e a producdo de glicose [49]. Nos tecidos periféricos, o aumento da concen-
tracdo de insulina suprime a producado de glicose ao nivel do rim e promove o
consumo e armazenamento de glicose ao nivel dos musculos [49].

Por outro lado, quando o nivel de glicose no sangue diminui, a produgao
de insulina é inibida e as células o do pancreas segregam glucagon, molécula que
estimula a produgdo de glicogénio no figado [49].

O SNS ¢ ativado em reposta a uma diminuicdo dos niveis de glicose no san-
gue. Esta ativacdo leva a uma segregacdo de epinefrina, neurotransmissor de
transmissdo simpdtica, o qual estimula a produgéo renal e hepdtica de glicose e
reduz o consumo de glicose pelos musculos, contribuindo para o aumento da
concentra¢do desta molécula no plasma [49].

O SNP é igualmente importante nesta regulacdo. O nervo vagal, principal
transmissor de informacao parassimpatica, apresenta projecoes eferentes ao nivel
do pancreas e do figado. Assim, a estimulac¢do das suas fibras nervosas pancrea-
ticas resulta num aumento de libertagdo de insulina pelas células (3 do pancreas.
A nivel hepético, promove a redugdo de segregacdo de glicose e aumenta a for-
macao de glicogénio [50], [51].

Conclui-se, entdo, que enquanto uma condicgdo de hipoglicémia (baixa con-
centracdo de glicose no sangue) resulta na ativagdo simpdtica e aumento da pro-
dugdo de insulina, uma situagdo de hiperglicemia (aumento dos niveis de glicose
no sangue) promove a ativagao parassimpatica e consequente diminuigao de pro-
ducao de glicose.

Uma condigédo de hiperinsulinemia crénica, também denominada como re-
sisténcia insulinica, é caracterizada por uma reducdo da segregacdo de glicose
pelo figado, uma diminuicdo do metabolismo da glicose pelos musculos e uma
constante concentracdo elevada de insulina no sangue.

A resisténcia insulinica ocorre quando os tecidos se encontram regular-
mente expostos a elevados niveis de glicose, insulina, cortisol e dcidos gordos
livres. A resposta normal do organismo a esta resisténcia é o aumento da produ-
¢do de insulina. Na Diabetes, este aumento da produgao de insulina néo é sufici-
ente para manter os niveis de glicose no sangue normais [49].
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A resisténcia insulinica estd associada a uma redugdo da atividade paras-
simpética e/ou a um desequilibrio entre a atividade do SNS e do SNP [49]. Por
outro lado, tanto a insulina como a glicose tém um papel excitatdrio, por concen-
tracdes elevadas no sangue, do SNS. Assim, € aceite que a eventual neuropatia
do SNA, em individuos com patologia metabdlica, seja consequéncia de um au-
mento da atividade do SNS sem alteracdo da atividade opositora do SNP [15], a
qual se encontrard reduzida.

A resisténcia insulinica é uma caracteristica da Diabetes tipo 2 e tem sido
associada a uma disfunc¢do do SNP em humanos [52] e em ratos [53]. A Diabetes
tipo 2 é caracterizada, para além de alteragdes no metabolismo da glicose, e con-
sequente resisténcia a insulina, por uma disfungéo nas células 3 do pancreas [49].
O controlo da glicose, em individuos diabéticos, tende a agravar-se ao longo do
tempo, desde os primeiros indicios de resisténcia insulinica, ao estado de pré-
diabetes.

Uma condi¢do de Sindrome Metabdlico é diagnosticada quando se regis-
tam, simultaneamente, trés ou mais das seguintes situagdes: o individuo apre-
senta obesidade central, ou seja, um perimetro da cintura superior a 101,6 centi-
metros, em homens, e 88,9 centimetros, em mulheres; um valor de triglicéridos
igual ou superior a 150 mg/dL; niveis de HDL inferiores a 40 mg/dL em homens
e a 50 mg/dL em mulheres; pressdo arterial elevada (igual ou superior a 130/85
mmHg) e glicémia elevada (igual ou superior a 100 mg/dL) [9].

O Excesso de Peso e a Obesidade sdo caracterizados por uma acumulagdo
excessiva de gordura prejudicial para a satde. Sdo diagnosticados em fungao do
Indice de Massa Corporal (IMC), valor que transmite uma relagio entre peso e
altura. Uma situagdo de Excesso de Peso é diagnosticada quando o IMC é igual
ou superior a 25. Se o IMC for igual ou superior a 30, é diagnosticada Obesidade.
Individuos com Excesso de Peso ou Obesidade apresentam risco elevado de de-
senvolvimento de Diabetes e doencas cardiovasculares [1].

A patologia metabdlica estd associada a uma redugdo da modulagdo paras-
simpdtica, a nivel do coragdo, e a um aumento do ténus simpadtico. Esta diminu-
icdo da atividade autonémica regista-se, desde logo, numa fase inicial da patolo-
gia, evoluindo de uma forma progressiva [20], [54].

Em individuos insulinicamente resistentes, nomeadamente, pacientes com
Diabetes tipo 2, regista-se, caracteristicamente, uma redugao na VFC, reflexo de
uma alteragdo nos mecanismos de regulacdo neural. A neuropatia autonémica
estd associada a altera¢ées na modulacdo autondémica do ritmo cardiaco, através
do nodo sinoatrial, reduzindo a VFC [55].
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Estudos levados a cabo em contexto clinico sugerem que esta disfungdo au-
tonémica estd comumente associada a Diabetes tipo 1 e a Diabetes tipo 2 e que
implica efeitos a nivel cardiovascular, nomeadamente no desenvolvimento de
doengas como a aterosclerose e o enfarte do miocédrdio [15].

Os primeiros sintomas da Diabetes tipo 2 sdo a intolerancia a glicose e a
resisténcia a insulina. Estes fatores aliados acabam por resultar em hiperglicemia,
caracteristica tipica da doenga. De uma forma simplificada, a Diabetes tipo 2 ca-
racteriza-se por uma resisténcia periférica a insulina, um metabolismo hepadtico
da glicose anormal e falhas progressivas ao nivel das células 3 do pancreas [6].
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Em condig¢bes normais de regulacdo fisiolégica, é normal que as vias sim-
pética e parassimpdtica do SNA atuem em simultaneo sobre um mesmo 6rgao,
com efeitos contrarios, ou seja, enquanto uma via estd ativada a outra estara ini-
bida [48], [32].

Acredita-se que os disttrbios metabdlicos, enquanto condi¢des patoldgicas,
tém consequéncias a nivel da regulagdo pelo SNS e SNP.

A insulina assume um papel de extrema importancia em toda a funcao me-
tabélica [32]. E uma hormona produzida ao nivel do pancreas, a qual é responsé-
vel pelo transporte de glicose da corrente sanguinea para as células, onde a gli-
cose é consumida, produzindo energia [2].

A Diabetes é uma patologia crénica caracterizada por um excesso de glicose
no sangue, consequéncia de um défice de producdo de uma hormona, a insulina,
ou por uma incapacidade de utilizagdo adequada desta hormona [2].

Atualmente, a Diabetes é diagnosticada em trés grandes variantes: Diabetes
tipo 1, Diabetes tipo 2 e Diabetes gestacional, sendo que esta tltima afeta apenas
mulheres gravidas. A Diabetes tipo 1 tem origem numa rea¢do autoimune onde
o corpo afeta as células produtoras de insulina. A Diabetes tipo 2 caracteriza-se
por uma inadequada producdo de insulina ou uma incapacidade do corpo res-
ponder adequadamente a a¢do da insulina [2].

Estudos recentes sugerem que o CC pode estar implicado em doengas do
foro metabdlico, na patogénese de condi¢cdes metabdlicas crénicas, como € o caso
da Diabetes tipo 2 [11], [5].

Dietas hipercaléricas implicam o aumento da segregacdo de insulina pelo
pancreas, levando a um incremento dos niveis desta hormona no sangue, o que
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representa um fator de ativacdo do CC. Este tipo de dieta, ao aumentar a ativi-
dade do CC, estimula o SNS. Esta hiperestimulagdo do SNS é notdria pela andlise
do espetro de poténcias de sinais de VFC [11]. A Figura 14 ilustra as relagdes
entre situagdes estimulativas do CC e a atuagdo do SNS em vdrios 6rgdos efeto-
res.
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Figura 14. - Esquematico dos 6rgaos efetores do SNS, sendo a estimulagdo do SNS originada pela
ativacdo dos recetores do CC.
Adaptado de [5].

Vérios estudos tém refletido as implicacdes do CC e da sua total ou parcial
remocao na atividade cardfaca e na pressdo arterial, consequéncias modeladas
pelo SNS.

Foi observado que a remogéo cirdrgica do NSC previne o desenvolvimento
de sintomas de resisténcia a insulina em modelos animais de ratos submetidos a
dietas hipercaldricas [11]. Reforga-se, entdo, que o CC pode ter influéncia na ori-
gem de doenga metabdlica.

A ressecdo cirurgica do NSC leva a uma diminuigdo da estimulagdo do SNS,
retrocedendo as condi¢des patoldgicas metabdlicas, sugerindo um retorno a ati-
vidade basal do SNS [11]. Assim, o bloqueio cirtirgico do NSC poderd apresentar-
se como uma terapéutica inovadora para individuos com Diabetes tipo 2 em es-
tado inicial ou para aqueles em que a medicagdo convencional ndo tem os resul-
tados desejados.

As células responsdveis pela producdo de insulina, presentes no pancreas,
sdo inervadas por nervos de origem simpadtica e parassimpadtica, mostrando a
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possivel relacdo direta entre estas células e o nervo sensitivo do CC. A ativagdo
do SNS estd associada a uma redugdo da secre¢do de insulina [32].

E consensual, na comunidade cientifica, que o SNS tem um papel impor-
tante na origem de disfun¢ées metabdlicas, como a obesidade ou a Diabetes tipo
2. Estas alteracdes metabdlicas patoldgicas tém repercussdes ao nivel do sistema
cardiovascular. No entanto, a forma como o SNS e o SNP sdo afetados por estas
condigdes e a forma como estes influenciam o sistema cardiovascular e a ativi-
dade cardiaca permanece por esclarecer, pela impossibilidade de se aceder dire-
tamente ao SNA. Assim, um estudo da VFC em condigées de patologia metab6-
lica, neste caso, de resisténcia a insulina, torna-se essencial para poder concluir
sobre a atividade do SNA nestas circunstancias.

As doengas metabdlicas sdo tipicamente excitatérias do SNS, promovendo
uma hiperestimulagdo deste sistema [5]. Estas condicdes estdo associadas a um
decréscimo da atividade regulatéria pelo SNP sem um efeito compensatdrio ini-
bor da regulacdo simpdtica [48]. No entanto, a forma como tal ocorre e as conse-
quéncias cardiacas e vasculares destas altera¢des nervosas permanecem por es-
clarecer.

Vdrias terapéuticas de reversdo de patologia metabdlica tém vindo a ser es-
tudadas ao longo dos tltimos anos e algumas delas tém sido postas em prética.
A cirurgia baridtrica, vulgarmente conhecida como redugdo do estémago, repre-
sentou o primeiro indicio de que a Diabetes poderia ser reversivel, resultando
numa normalizacdo dos niveis de glicose no sangue e diminui¢do de massa
gorda. No entanto, os resultados apresentados permaneceram aquém dos de ou-
tros tratamentos, como a medicag¢do intensiva [56].

Anteriormente, o grupo da professora Silvia Conde descreveu que a aboli-
cdo do CC, por ressecdo cirdrgica do NSC, restaura a resisténcia a insulina e a
tolerancia a glicose. Esta restauragdo das caracteristicas metabdlicas estd relacio-
nada com a recuperagao da sinalizagdo insulinica em tecidos sensiveis a insulina
e com uma melhor captagdo de glicose pelo figado. Foi, entdo, testada a hipétese
de que a inibicdo da atividade do NSC, por ressecdo bilateral deste nervo sensi-
tivo, representa uma terapéutica viavel no controlo da Diabetes tipo 2. No en-
tanto, a ressecdo deste nervo tem associados efeitos secunddrios relevantes, in-
fluenciando a resposta a hipoxia, a sensibilidade ao CO,, flutua¢des na pressao
arterial, entre outros [6].
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O procedimento experimental e a metodologia adotada sdo tais que permi-
tem a aquisicdo de variados pardmetros cardiovasculares, nomeadamente, de

pressdo arterial e de ritmo cardfaco, com principal destaque para os valores de
VFC.

Uma anélise da VFC permitird compreender sobre a atividade das vias sim-
pética e parassimpdtica do SNA.

Nao foram adquiridos dados especificos para este projeto. O projeto con-
siste especificamente em, com os dados previamente recolhidos pelo grupo, es-
tudd-los no sentido de averiguar conclusdes que deles advenham, de comparagdo
entre animais sauddveis e com resisténcia insulinica, bem como, em animais su-
jeitos a ressecdo cirtrgica do NSC. Trata-se, portanto, de um estudo prospetivo.

Os dados experimentais tratados nesta dissertagdo foram antecipadamente
adquiridos pelo grupo da professora Silvia Conde, no Laboratério de Controlo
Neuronal dos Disttrbios Metabdlicos, no Centro de Investigagdo de Doengas
Cronicas (CEDOC).

Assim, todo o processamento, analise e interpretagdo foi adaptado aos da-
dos disponibilizados.

Neste capitulo, a forma como os dados sdo adquiridos, bem como o proce-
dimento para andlise dos dados, serdo descritos pormenorizadamente.
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4.1. Modelos animais e aquisicao dos dados ex-
perimentais

Os dados foram previamente adquiridos em ratos Wistar machos obtidos
do biotério da NOVA Medical School, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universi-
dade Nova de Lisboa, Lisboa, Portugal. Os animais foram mantidos numa con-
digcdo de temperatura e humidade controladas (21 + 1 °C; 55 + 10% humidade)
com um ciclo de 12 h de luz/ 12 h de escuro e com ad libitum acesso a dgua e
comida.

Os procedimentos laboratoriais foram realizados de acordo com a legisla-
cdo da Unido Europeia para protecdo de vertebrados utilizados em experiéncias
e outros fins cientificos (Diretiva 2010/63/EU) e aprovados pela Comissdo de
Etica da Nova Medical School / Faculdade de Ciéncias Médicas.

Os dados foram adquiridos em modelos animais patolégicos, em estado
pré-diabético e com Diabetes tipo 2, com o nervo do seio carotideo intacto; em
modelos de ratos com denervacéao bilateral do NSC e em modelos animais sau-
daveis. O grupo sem patologia representa o grupo de controlo. Os grupos porta-
dores de patologia sdo resultado de duas dietas hipercaldricas distintas, resul-
tando em estadios diferentes de patologia metabdlica.

Foram considerados 5 grupos distintos de animais: Controlo, HFat, HFHSu,
Controlo DEN e HFat DEN. As denominagfes dizem respeito a dieta a que os
animais foram submetidos e a denervacao, ou ndo, do NSC.

O grupo Controlo é composto por animais de idades compreendidas entre
19 e 25 semanas, controlo age-matched, submetidos a uma dieta standard (7,4% li-
pidos e 75% carbohidratos, dos quais 4% agticares e 17,6% proteina). Sdo animais,
a partida, sauddveis, sem excesso de peso.

O grupo HFat é constituido por ratos com 27 semanas (8 semanas submeti-
dos a uma dieta standard + 19 semanas em dieta hipercalérica). A dieta High Fat
(HFat) caracteriza-se por um consumo excessivo de gordura (61,6% de gordura
+20,3% de carbohidratos + 19,1% de proteina). Os animais deste grupo ndo sao
diabéticos, mas podem ser um modelo de disttirbio metabdlico, como a obesi-
dade e/ou um estado de pré-diabetes e/ou sindrome metabdlico.

O grupo HFHSu é formado por animais com 33 semanas de idade (8 sema-
nas submetidos a uma dieta standard + 25 semanas em dieta hipercaldrica). A
dieta High Fat High Sucrose (HFHSu) consiste numa dieta rica em gordura e com
consumo aumentado de agticar (61,6% gordura + 20,3% carbohidratos + 19,1%
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proteina + 35% peso/volume sacarose). Os animais deste grupo sdo diabéticos,
portadores de Diabetes tipo 2.

Para uma composigdo detalhada das dietas apresentadas, deve ser consul-
tado o anexo I, onde sdo apresentadas as tabelas com todas as precisdes das varias
dietas implementadas.

O sufixo DEN (do inglés, denervation) diz respeito a ressecdo cirtirgica do
NSC. Assim, os grupos Controlo DEN e HFat DEN sao animais controlo e HFat,
respetivamente, submetidos a denervagao do nervo do seio carotideo. Na Figura
15 é ilustrado o local deste bloqueio cirtrgico.

Nervo Glossofaringeo

Nervo do seio carotideo

Nervo
Vago

Corpo Carotideo

\ Artéria Carétida Comum

-\\-_/

Figura 15. — Seccdo dos nervos do seio carotideo. Representagdo diagramdtica do local de ressegdo
do NSC.
Adaptado de [58]. O local da secgdo estd indicado com o simbolo da tesoura.

Os animais de cada grupo apresentam, entre si, caracteristicas metabdlicas
semelhantes, massa corporal semelhante e, portanto, o mesmo estado de patolo-
gia.

A sensibilidade a insulina, a tolerdncia a glicose, o peso corporal e a ingestao
de liquidos e energia foram monitorizados ao longo de todo o periodo experi-
mental, alguns com medi¢des didrias. Perante as caracteristicas obtidas nestes
testes, os ratos foram classificados como modelos de diferentes patologias. Neste
seguimento, na Tabela 1, é apresentada, de uma forma sucinta, a informagao mais
relevante sobre os vdrios grupos de animais.

37



CAPITULO 4. MATERIAIS E METODOS

Tabela 1. — Esquematizagdo da informacdo sobre os varios grupos de animais em estudo.

Dieta Patologia Idade
Controlo Standard - age-matched
HFat High Fat Sindrome Metabdlico 27 semanas
Pré-Diabetes
HFHSu High Fat High Sucrose Sindrome Metabdlico 33 semanas
Diabetes tipo 2
Controlo DEN Standard - age-matched
HFat DEN High Fat Sindrome Metabdlico 33 semanas

Pré-Diabetes

Os ratos foram submetidos a um ensaio terminal no qual foram anestesia-
dos com pentobarbital sédico (60 g/kg), sendo cateterizada a artéria femoral para
medicdo de pressdo sanguinea arterial, através de um transdutor de pressdao
(EMKA Technologies, Paris, Franga). Foram adquiridos sinais de pressdo sangui-
nea ao longo do tempo. A partir deste sinal, foram calculados valores relevantes
de pressdo sanguinea, que permitem concluir sobre caracteristicas vasculares e
circulatérias. A curva de pressdo arterial média (PAM) é derivada e obtém-se o
ritmo cardfaco. A identificagdo do pico da PAM permite identificar as ondas R e
assim obter os intervalos RR.

Para além da cateterizagdo da artéria femoral, foi também cateterizada a
veia femoral, para administracdo de fdrmacos como anestesia e dos estimulos,
como a glicose (0.75 mg/kg). Foi colocada também uma canula na traqueia dos
animais, para possibilitar a ventilacdo espontanea no decurso do procedimento
experimental. Os animais foram mantidos numa manta, por forma a garantir a
manutengdo da temperatura corporal, evitando grandes oscilacbes desta. Esta
temperatura sera entre os 36°C e os 37°C.

A aquisigao foi realizada através de um microcomputador equipado com
um conversor analégico-digital.

Na Figura 16 apresenta-se, de forma esquemadtica, o método adotado para
aquisicao de dados.

Os valores de PAM séao calculados partindo dos valores da pressdo sangui-
nea sistdlica (PS) e diastdlica (PD), através do software lox 2.9.5.73 da Emka Te-
chnologies (Paris, Franca) [57]:

PS + 2%xPD (41)

PAM =
3
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Os intervalos RR sdo obtidos pelo mesmo software, com uma frequéncia de
aquisi¢do de 500 Hz [57]. Como resultado do processamento efetuado pelo soft-
ware, obtém-se um ficheiro contendo os intervalos RR (em milissegundos), ou o
seu valor médio, para cada batimento cardiaco ou para cada intervalo temporal
pretendido, respetivamente. Os dados adquiridos foram analisados numa forma-
tagdo com base em batimento-a-batimento.

Nervo do Seio Carotideo

[vomware |

t Corpo Carotideo

Conversor

analégico/digital

Transdutor de pressao

‘

Amplificador de \
corrente 1 '
4 arterial .,
. - S
artéria femoral | | Transdutor de pressio |- Y N
venoso -y
. ’ . \é

Suplementos anestésicos e

veia femoral
outros

Figura 16. — Esquematico da aquisicdo e andlise de dados, com referéncia a estrutura anatémica
e localizac¢do do CC.
Adaptado de [58].

No presente estudo sdo analisadas séries de intervalos RR numa situagdo
basal para os vdrios grupos de animais. Esta andlise é realizada em intervalos
temporais entre 4 a 16 minutos. Pretende-se, assim, perceber o impacto de dife-
rentes dietas, algumas potenciadoras de patologia metabdlica, na VFC e, conse-
quentemente, no SNA.

Alguns dos parametros em estudo sdo sensiveis a dimensdo do sinal, ou seja,
ao tempo de aquisi¢do considerado para a andlise. Posto isto, surge a necessidade
de garantir que todos os sinais em estudo, dos vdrios grupos de animais, sdo in-
varidveis em tamanho, isto é, que os sinais em estudo correspondam todos a um
igual intervalo temporal de aquisicao.
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Para a selegdo do melhor intervalo de tempo da aquisi¢do a analisar, vdrios
fatores foram tidos em conta. Procedeu-se a segmentagdo dos sinais adquiridos
em intervalos de 8 minutos (0 maior intervalo comum a todas as aquisi¢des).
Ap6s esta divisdo, os sinais foram analisados visualmente, na procura de um si-
nal estaciondrio. Para uma avalia¢do mais detalhada desta estacionaridade, estes
segmentos de 8 minutos foram subdivididos e pardmetros estatisticos (média e
variancia) foram calculados, assumindo-se que um intervalo temporal que man-
tem estes parametros na mesma ordem de grandeza é um intervalo estdvel. Ape-
sar deste procedimento poder ter tendéncia a selecionar intervalos com menor
variacdo de parametros estatisticos e, portanto, poder influenciar os resultados
obtidos, a aplicacdo do mesmo procedimento aos varios grupos de animais torna-
os comparaveis e valida os resultados. Toda esta andlise foi conseguida com re-
curso ao software MatLab. Uma vez encontrado o intervalo de 8 minutos mais ade-
quado, procedeu-se a restante andlise.

A medida que o periodo de monitorizagio reduz, o pardmetro SDNN re-
fere-se a intervalos de menor comprimento. Para além disso, a varidncia total da
VFC tende a aumentar com o aumento do comprimento da aquisicdo em anélise.
Assim, na prética, é inapropriado comparar valores de SDNN de aquisi¢des de
sinais de duragdes diferentes. Intervalos de aquisi¢do de sinais de cerca de 5 mi-
nutos sdo considerados, na literatura, adequados para extracdo de informagéao
sobre 0s vdrios parametros [59].

O efeito de diferentes estimulos sobre a VFC ¢é estudado através da andlise
de séries temporais de intervalos RR em situagdo de estimulo metabdlico e nao
metabdlico, em animais sujeitos a uma dieta controlo e a uma dieta rica em gor-
dura e sacarose (HFHSu).

Primeiro, é estudado o efeito da exposi¢do dos animais a um periodo de 15
segundos de anoxia. Este estimulo é conseguido pela privacdo dos animais de
oxigénio, através da oclusdo da canula colocada na traqueia do animal, durante
um periodo de 15 segundos.

Aqui sdo analisados excertos da série de RR, a saber: 15 segundos antes do
estimulo; 15 segundos aquando do estimulo; 15 segundos apés o estimulo e 15
segundos quando passados 2 minutos do fim do estimulo. Logo, para um estudo
do impacto do estimulo de anoxia, sdo considerados quatro intervalos temporais
distintos de valores de RR, comparando-os entre eles e percebendo o seu perfil
de variacdo, para os dois grupos de animais em andlise. Na Figura 17 é apresen-
tado um cronograma com explicacdo dos intervalos de RR em anélise para este
estimulo.
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Pré- 5 Pés- P6s-Pés-
Esttmalo | o070 M Rsgmulon|[ ~ =" """ """ "- oo Estimulo |~~~ °
| ) Y ik Y | Y ) Y !
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Figura 17. — Cronograma da andlise de segmentos temporais de séries de intervalos RR para es-
tudo do impacto de uma condigdo de anoxia.
Estudo do impacto de uma condicdo de estimulo ndo metabdlico — anoxia — no sistema nervoso

auténomo de roedores sauddveis e de roedores com patologia metabdlica.

Em segundo lugar, é avaliado o efeito do aumento dos niveis de glicose no
sangue, avaliando o impacto de um estimulo de glicose na VFC. Sdo analisados
segmentos da série de intervalos RR antes, durante a apds exposicdo a este esti-
mulo metabdlico: 5 minutos antes do estimulo; 5 minutos no momento do esti-
mulo; 5 minutos imediatamente apds o estimulo; 5 minutos depois; 15 minutos
seguintes e outro intervalo de 15 minutos. Sao, entdo, estudados 6 intervalos tem-
porais distintos de valores de RR, comparando-os entre eles e percebendo o seu
perfil de variagdo, para os dois grupos de animais em anadlise. Estes intervalos
sdo apresentados de forma esquematica na Figura 18.

Pré- Glicose Poés- Pés- Pés- Poés-
Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose
| | | | | f
5 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos 15 minutos 15 minutos
0 5 10 15 30 Tempo (minutos)

Figura 18. — Cronograma da andlise de segmentos temporais de séries de intervalos RR para es-
tudo do impacto de um aumento da concentragéo de glicose no sangue.
Estudo do impacto de uma condicdo de estimulo metabdlico — glicose — no sistema nervoso auté-

nomo de roedores sauddveis e de roedores com patologia metabélica.

A escolha dos segmentos temporais a analisar aquando de um estimulo de
glicose, ou seja, um rdpido aumento dos niveis de glicose no sangue, prendeu-se
com a andlise do comportamento dos valores de glicémia ao longo do tempo. Na
Figura 19 ilustra-se a evolugdo da curva de glicémia em fun¢do do tempo decor-
rido, em minutos, apds o estimulo.
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Glicose vs Tempo

500
400-
3 -8~ CONTROLO
[o2]
2 300+ & HFHSu
P
E 200
o
100

o+rrrrrrrrrrrerrrrrrrrrTrT T
0 20 40 60

Tempo (min)

Figura 19. — Gréfico representativo das curvas de excursdo de Glicose administrada por via intra-
venosa (0,75 mg/kg) ao longo do tempo (em minutos).

Em animais controlo (n=1) e em animais com patologia metabédlica (HFHSu, n=3). O momento 0
minutos corresponde a medigdo da glicemia imediatamente antes da administra¢do intravenosa
de Glicose.

Este estimulo é conseguido pela injecdo, por via venosa, de glicose numa
concentragdo de 0,75 g/kg.

4.1.1. Atividade cardiaca em modelos animais de ratos
Wistar

A atividade cardiaca de modelos de animais de ratos Wistar é um tépico
que nao retne consenso na comunidade cientifica. Critérios que permitam dis-
tinguir e caracterizar alteragdes mais ou menos significativas no registo eletro-
cardiografico destes animais ndo estdo estabelecidos. Estes factos devem-se, es-
sencialmente, a um baixo nimero de estudos experimentais neste seguimento,
bem como a uma grande heterogeneidade entre estudos. Varidveis como a idade
e outras condigdes fisiolégicas dos animais, ou a anestesia utilizada no procedi-

mento experimental, alteram os resultados e tornam-nos suscetiveis de varia¢ées
[60], [61].

Para um rato Wistar saudavel, a frequéncia cardiaca tipicamente encontra-
se em valores entre os 242 e os 452 bpm [60]. No que concerne a VFC, os mami-
tferos, em repouso, tém uma ampla distribui¢do dos valores dos intervalos RR.
Para um humano, estes valores situam-se entre os 600 e os 1000 milissegundos.
Para um rato Wistar em idade adulta, estes valores serdo na ordem dos 118 a 251
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milissegundos, consequéncia de um ritmo cardiaco superior, ou seja, de um valor
maior de FC [60].

Os valores tidos como referéncia para a atividade cardiaca dos modelos ani-
mais utilizados foram essenciais na defini¢do da estruturacdo da interface e nos
métodos de andlise da VFC.

Numa fase inicial, confirmou-se se todos os sinais em estudo se encontra-
vam dentro dos valores de referéncia, excluindo-se possiveis animais com outra
patologia, como cardiovascular, que pudesse apresentar resultados dispares e in-
compardveis com os restantes roedores em estudo.

Em condig¢des de anestesia, os valores apresentados sdo afetados e surgem
outros valores padrao, dependentes do tipo de anestesia utilizada [61].

4.1.2. Efeitos da anestesia Pentobarbital Sodico no rato
Wistar

O rato Wistar ¢ um animal frequentemente utilizado em investigacao mé-
dica, no entanto, a influéncia dos anestésicos na hemodindmica deste animal é
relativamente pouco conhecida e explorada. As informacdes disponiveis sdo es-
cassas e restritas a observagdes sobre a pressao arterial e, eventualmente, sobre
débito cardiaco [61].

A injecdo intravenosa de pentobarbital de sédio provoca uma reducdo na
pressdo arterial do rato, notada nos 5 minutos imediatos a injecdo. Tende a variar
de um valor médio de 105 mmHg para um minimo de 75 mmHg. Passados 30
minutos apés a anestesia, a pressdo arterial é restaurada para um valor médio de
90 mmHg. A frequéncia cardfaca aumenta ligeiramente com esta anestesia [61].

A nivel metabdlico, a anestesia com recurso a pentobarbital de s6dio parece
ndo afetar os parametros metabdlicos, nomeadamente, tolerancia a glicose e re-
sisténcia a insulina. A administracdo de pentobarbital sédico nédo altera o nivel
de glicose ao longo de um periodo de até 30 minutos apds a injecdo da anestesia
[62].

Assim, este tipo de anestesia serd indicado para procedimentos experimen-
tais que pretendem aferir sobre condi¢des metabdlicas, por garantir uma manu-
tencdo dos parametros de caracterizagdo do metabolismo.
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4.2. Processamento dos dados — Interface desen-
volvida em MatLab para analise da VFC

Os dados adquiridos sdo automaticamente processados pelo software dis-
ponivel no laboratério. Como resultado obtém-se os valores da duragdo dos in-
tervalos RR ao longo do tempo das vdrias aquisig¢oes.

Para andlise da VFC sdo utilizados métodos tradicionais de andlise no do-
minio do tempo e da frequéncia, com recurso a transformada de Fourier (poder-
se-ia, de igual modo, ter optado pela transformada discreta de wavelets ou a
transformada de Hilbert-Huang). O comportamento dindmico do sinal da VFC
também é analisado, por métodos nédo lineares.

Para a anélise dos dados adquiridos foram utilizados os modelos de inter-
face HRV e Freq_dom, construidos pelos Mestres Filipe Valadas [63] e Sofia Sil-
vestre [64], respetivamente, com recurso ao médulo logicial ®Matlab R2012b [80].
Estas interfaces foram construidas através da ferramenta GUIDE do Matlab.

Os modelos de interface mencionados em epigrafe foram idealizados para
andlise de VFC no homem, com uma finalidade distinta da proposta neste pro-
jeto. Assim, vdrias altera¢Oes e adequagdes foram realizadas, no sentido de tornar
esta interface adaptada para a aplicagdo em modelos animais de ratos, bem como
para as circunstancias especificas de aquisicdo de dados e condigdes patoldgicas
dos animais em estudo.

A interface foi idealizada e desenvolvida em 3 mdédulos independentes:
analise no dominio do tempo, andlise no dominio da frequéncia e andlise das
formas de dispersdo dos graficos de Poincaré. O médulo para andlise dos gréficos
de Poincaré foi desenvolvido de raiz para o presente estudo, também, com re-
curso a ferramenta GUIDE do Matlab.

A pdgina inicial da interface permite o acesso, através de botdes interativos,
a cada um dos médulos mencionados. Na Figura 20 é apresentada a pédgina ini-
cial. Cada um dos botdes exibidos permite o acesso ao respetivo médulo.

Ao longo deste capitulo, serdo apresentadas e descritas todas as funcionali-
dades da interface desenvolvida.
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Figura 20. — P4dgina inicial da interface desenvolvida em Matlab.
As funcionalidades encontram-se destacadas: a vermelho, observam-se os botdes que permitem

0 acesso a cada um dos médulos constituintes da interface.

4.2.1. Andlise da VFC no dominio do tempo

Os véarios médulos constituintes da interface foram idealizados de forma
a funcionarem como entidades independentes. Assim, o utilizador pode optar
por uma andlise da VFC em todos os dominios disponiveis, ou apenas num deles.

O médulo destinado a andlise no dominio do tempo permite analisar grafi-
camente a série de RR, remover artefactos e obter diversos pardmetros caracteri-
zadores da série. A interface funciona de uma forma sequencial, sendo que as
varias secgdes vao ficando acessiveis ao utilizador de uma forma progressiva. A
sequéncia de funcionamento deste médulo é apresentada, sucintamente, na Fi-
gura 21.

O primeiro passo € a selegdo do ficheiro de intervalos RR pretendido, o
qual se deseja analisar. E disponibilizado um botao Import RR file que acede aos
varios ficheiros e permite ao utilizador a selecdo do ficheiro pretendido. A inter-
face foi idealizada para receber um ficheiro com uma coluna tnica de valores,
correspondentes a série temporal de intervalos RR, em formato de texto ASCII
(.txt).

Ap6s a validagdo deste passo, torna-se acessivel a secgdo destinada ao pré-
processamento do sinal de intervalos RR. Todas as outras sec¢des permanecem,
tal como inicialmente, bloqueadas e inacessiveis ao utilizador. As sec¢bes vao
sendo desbloqueadas a medida que se cumpram os pré-requisitos de cada uma,
obrigando o utilizador a seguir uma ordem especifica.
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Figura 21. — Fluxograma das funcionalidades do médulo da interface destinado a andlise da va-
riabilidade da frequéncia cardfaca no dominio do tempo.

Apresentagdo sequencial das vérias secgbes da interface, acompanhada de uma breve descrigdo
das funcionalidades disponiveis em cada uma das sec¢Ges. As setas indicam a sucessdo de aces-
sibilidade das vdrias sec¢des, ou seja, a sec¢do seguinte apenas fica disponivel ao utilizador apés

concluida a sec¢do anterior.

A utilizagdo de varidveis globais entre diferentes GUIDES, ou seja, entre
os diferentes médulos da interface, pode gerar alguma confusdo no funciona-
mento do software e dificultar o processo de debugging. Assim, aquando da apre-
sentacdo de cada um dos médulos da interface, o utilizador devera voltar a sele-
cionar o ficheiro que pretende analisar (contendo os respetivos intervalos RR),
por forma a tornar esta varidvel global no GUIDE em utilizagdo, mas ndo com
passagem automadtica entre os médulos. Esta é uma forma de c6digo mais limpo
e funcional, possibilitando uma programacao mais clean. Apesar de tornar a in-
terface menos user-friendly para o caso de o utilizador pretender uma anélise nos
varios dominios de uma tnica série de intervalos RR, tem a vantagem de possi-
bilitar a andlise independente entre os varios dominios estudados, o que é essen-
cial para o estudo desenhado no contexto deste projeto.

Na Figura 22 é apresentado o médulo da interface destinado a uma andlise
das séries temporais de intervalos RR no dominio do tempo.
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Figura 22. — Vista geral do médulo da interface destinado a uma analise do sinal de RR no domi-

nio do tempo.

Pré-processamento do sinal:

O sinal de RR adquirido é, em primeiro lugar, pré-processado. Este proce-
dimento pretende remover artefactos que possam existir no sinal de RR, quer
sejam oriundos de algum tipo de ruido, quer sejam resultado de uma qualquer
falha na aquisi¢do, como é o caso da ndo detecdo de algum dos batimentos cardi-
acos, por exemplo.

Ao consultar o painel da interface designado para o efeito — Signal Pre-pro-
cessing — uma sequéncia de botdes, correspondendo cada um a uma diferente
funcionalidade, é disponibilizada. Este conjunto de trés botdes fornece opgdes de
processamento de sinal — Substract Mean Value, Remove Signal Detrend e Remove
Peaks. Na Figura 23 é apresentada a secgdo especifica da interface destinada a este
procedimento.
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Import/Export txt with the RR intervais Plot tools
Import RR file =
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Fllename: RRcontrol_7_sham_12min_STAT Zoom/ Pan
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i
8
8
8
=

Subtract Mean Value Remove Signal Detrend Remove Peaks

Figura 23. — Seccdo da interface destinada a apresentagdo do sinal sob a forma grafica e ao pro-
cessamento do sinal.

No grafico representado: a azul o sinal original; a laranja o sinal processado e a vermelho o sinal
correspondente a média do sinal original.

O primeiro botdo — Substract Mean Value — remove o valor da média ao
proéprio sinal, procurando evitar sobreposi¢des na série temporal e facilitando a
interpretacdo de flutuagdes no sinal. O segundo botdo — Remove Signal Detrend —
remove ao sinal a sua tendéncia linear. O terceiro botdo — Remove Peaks — procura
intervalos RR que divirjam da média um valor 3 ou mais vezes o desvio-padrao.
Estes intervalos, considerados atipicos, sao eliminados.

Este algoritmo, utilizado para processamento do sinal, permite uma remo-
¢do de artefactos com resultados bastante satisfatérios e relativamente simples
de executar. Na Figura 24 é apresentado o fluxograma que ilustra o pré-proces-
samento a que o sinal é sujeito.
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Figura 24. — Fluxograma das funcionalidades de processamento do sinal disponibilizadas na sec-
¢do Signal Pre-processing do médulo da interface.

Apresentacdo sequencial do processamento do sinal para remocdo de quaisquer artefactos, tor-
nando o sinal da série temporal de RR apto para uma andlise adequada. Em (A) o sinal original,
ap6s importagdo do ficheiro, em (B) o sinal apds remogdo da média, em (C) o sinal apds remogéo
da média e da tendéncia linear e em (D) o sinal ap6s remocédo da média, da tendéncia linear e dos

picos identificados. As escalas dos gréficos devem ser tidas em consideracéo.

Analise da VFC no dominio do tempo:

Ap6s o processamento inicial do sinal, obtém-se uma série temporal livre
de artefactos. Calculam-se, a partir desta série, os valores de andlise da VFC no
dominio do tempo. O algoritmo foi desenvolvido no sentido de apresentar, de
imediato, os valores de: média, SDNN, rMSSD, SDSD, NN20 e pNN20, NN6 e
pNNG6.

Foram analisados, também, indices estatisticos, relacionados com a pré-
pria distribuicdo da série de RR em estudo: kurtosis e skewness. A kurtosis € uma
medida de achatamento da curva de distribui¢do dos dados, tendo como referén-
cia uma distribuicdo normal. A skewness mede a assimetria da curva de distribui-
¢do em relacdo, também, a uma distribui¢do normal.
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A kurtosis mede a expressividade do pico da distribui¢do. Um valor abso-
luto de kurtosis superior a 7 é considerado um afastamento substancial da noz-
malidade. Um pico elevado estd associado a um valor mais elevado e um pico
mais achatado a um valor mais baixo de kurtosis [65].

O valor de skewness para uma distribuigdo normal é zero, implicando uma
distribuicdo simétrica. Um valor positivo indica que a cauda do lado direito do
grafico da distribuicdo é maior que do lado esquerdo, a maioria dos valores en-
contra-se a esquerda da média. Um valor negativo de skewness indica que a cauda
no lado esquerdo da distribui¢do é maior, a maioria dos valores fica no lado di-
reito da média. Tipicamente, é estipulado que um valor absoluto de skewness su-
perior a 2 implica uma diferenga significativa em relagdo a uma distribuig¢do nor-
mal [65].

Estes parametros estatisticos constituem uma forma adicional de caracte-
rizar as séries temporais de intervalos RR em estudo.

A interface estd pensada de forma a fornecer, também, informacgao sobre o
ritmo cardiaco. Assim, o nimero médio de batimentos cardiacos por minuto é
calculado tendo por base o valor médio dos intervalos RR. Um batimento cardi-
aco terd a duragdo média, em milissegundos, do valor médio de RR. Logo, o nu-
mero de batimentos cardiacos por minuto (ritmo cardiaco) serd o nimero de ba-
timentos em 60 000 milissegundos, tal como explicado na equagao 4.2.

HR médio = 60 000 (42)
medio = valor médio de RR '

A secgdo do médulo destinada a apresentacdo dos valores destes parame-
tros é apresenta na Figura 25.

HRV properties
- HVR Index Valuegs -
SDNN NN20 10
Average HR 363.431 =238
(opm)
NN20 0.229 %
Average RR —— MMSSD 7.234 p
(ms)
SDSD 8.757 NNG 1787
Kurtosis 64.452
pNNG 41.005 %
Skewness -1.937

Figura 25. — Seccdo do médulo de andlise no dominio do tempo destinada a apresentagdo dos
pardmetros de estudo da série temporal de intervalos RR selecionada.
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Este médulo da interface permite, ainda, a recolha de informagdo de origem
geométrica, tendo por base o histograma da série temporal de intervalos RR em
andlise. Os parametros Ti e TINN sao, entdo, calculados e o seu valor é apresen-
tado ao utilizador, como ilustrado na Figura 26.

Tnnguiar Index Methods

VFC trangular index:  27.409 TINN 5098.038

Figura 26. — Seccdo do médulo de andlise no dominio do tempo destinada a apresentagdo dos
parametros de origem geométrica: Ti e TINN. Apresentacdo do histograma da série temporal de
intervalos RR em andlise.

Alguns parametros de cariz ndo linear sdo, também, apresentados pela in-
terface. Neste modulo, o utilizador tem acesso aos botdes Detrended Fluctuation
Analysis e Multi Scale Entropy. Os resultados de cada um dos botdes sdo apresen-
tados na Figura 27.

Os métodos ndo lineares perdem significado num contexto de andlise de
séries de RR de dimensdo reduzida, pelo baixo nimero de pontos disponiveis
para uma interpretagéo fidvel.

O método Multi Scale Entropy exige que seja especificado um ntimero de
pontos correspondente a dimensdo da série temporal em andlise. Assim, para
uma andlise de séries de dimensdes varidveis, acaba por se tornar pouco apela-
tivo. No contexto do problema em estudo, sdo analisadas séries de dimensdes
diferentes. Deste modo, este método acabou por ndo ser considerado.

O método Detrended Fluctuation Analysis s6 tem significado se aplicado a um
conjunto razoavelmente elevado de pontos. Assim, s6 tem significado se aplicado
a uma série de intervalos RR com uma dimensao elevada.
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Non Linear Methods
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Figura 27. — Seccdo do médulo de andlise no dominio do tempo destinada a apresentagdo dos
pardmetros resultantes de uma andlise ndo linear.

A saber: (A) Detrended Fluctuation Analysis e (B) Multi Scale Entropy. Os parametros D e Alpha 1
sdo referentes ao método (A).

Este médulo permite, ainda, através de botdes, o acesso direto a qualquer
um dos outros dois médulos, tal como se mostra na Figura 28.

Poincaré Plot Analysis requency Domain Analysis

Poincaré Plot Frequency Domain

Figura 28. — Botdes interativos que permitem o acesso direto a qualquer um dos restantes médu-
los da interface.

Anadlise da VFC por métodos nao lineares no dominio do tempo:

Nesta seccdo da interface, sdo disponibilizadas hipéteses de andlise de VFC
sob a forma de um método de cariz ndo linear: estudo dos gréficos de Poincaré.

Com recurso ao MatLab Software, médulo logicial ®Matlab R2015b, desen-
volveu-se uma subinterface capaz de avaliar as diferentes formas e respetivos
parametros geométricos dos graficos de dispersdes de Poincaré. O cédigo desen-
volvido permite avaliar, tendo em conta caracteristicas morfolégicas de qualquer
grafico de Poincaré em estudo, de forma qualitativa e quantitativa. O objetivo foi
garantir uma homogeneizacao da classificagdo qualitativa dos gréficos, tendo por
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base a sua forma visual e aliar essa classificacdo ao cdlculo de parametros quan-
titativos anteriormente descritos — SD1, SD2 e SD1/SD?2.

Considerando a classificagdo qualitativa das dispersdes encontradas nos
graficos de Poincaré sugerida por Esterer et al. [41], torna-se essencial a categori-
zagdo da morfologia do cluster central observado, ou seja, a forma do contorno
do cluster central, bem como o célculo de parametros de origem geométrica: o
numero de clusters centrais (nCC) e excéntricos (nECC) e o rdcio entre o compri-
mento méximo e a largura méaxima do cluster central.

Na secgdo 2.2.1.1.3.A. é feita uma descricdo mais pormenorizada dos para-
metros utilizados para a classificagdo qualitativa dos graficos de Poincaré. Na
figura 8 é apresentada uma representacao de cada um dos parametros conside-
rados: Lmax, Wmax, CC e ECC.

Tendo conhecimento dos valores destes pardmetros e da forma gerada pelo
conjunto de pontos das dispersées de Poincaré, torna-se possivel uma classifica-
cao morfolédgica da forma do gréfico produzido. Assim, para esta classificagéo,
foram seguidos os critérios apresentados na Tabela 2.

Este moédulo da interface desenvolvida divide-se, essencialmente, em trés
seccoes distintas. Na Figura 29 é apresentado este médulo da interface destinado
a uma andlise qualitativa e quantitativa das dispersdes de Poincaré.

A primeira sec¢do, e numa face inicial a tinica acessivel ao utilizador, con-
siste na importacdo do ficheiro (.txt) com os valores de RR pretendido. Neste
passo, o ficheiro é convertido numa varidvel do c6digo e automaticamente pré-
processado, removendo-se potenciais artefactos. O filtro utilizado é exatamente
o mesmo descrito na secgdo 4.2.1.. Este processo de remogédo de artefactos e ob-
tengdo de um sinal limpo € executado antes de qualquer anélise dos dados em
estudo.

Imediatamente apds este pré-processamento ser executado com sucesso, é
apresentado, ao utilizador, o grafico de Poincaré dos dados selecionados, bem
como os valores dos parametros SD1, SD2 e SD12 a ele associados. Estas funcio-
nalidades sdo ilustradas na Figura 30.

Para conseguir avaliar qualitativamente qual a forma da dispersdo de Poin-
caré apresentada pelo grafico, o utilizador deve indicar o nimero de clusters cen-
trais e excéntricos que encontra no grafico; selecionar, de entre uma lista de for-
mas especificas, a forma do cluster central; identificar no gréfico os dois pontos
mais distantes em comprimento e os dois pontos mais distantes em largura e
preencher os espagos destinados as suas coordenadas. Por forma a garantir que
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eventuais pontos do grafico de Poincaré demasiado afastados do cluster consi-
derado, que poderao ser outsiders, ndo sejam considerados na andlise, cabe ao
proéprio utilizador a identificagdo dos pontos mais afastados a considerar para a
classificagdo da dispersao.

O algoritmo calcula a distancia entre os pontos, obtendo o comprimento
maximo (Lmax) e a largura mdxima (Wmax). De seguida, calcula o rdcio entre o
comprimento maximo e a largura maxima (Lmax/Wmax).

Tabela 2. — Caracteristicas geométricas das varias morfologias consideradas dos graficos de Poin-
caré.
Adaptado de [41].

Forma do Grafico de Lmax/Wmax* nCC* nECC* CC* morfologia

Poincaré
Forma de Cometa >1 1 0 Club like
Forma de Torpedo >1 1 0 Eliptica

Forma de Leque

H-Leque <1 1 0 Triangular
SZ-Leque <1 1 0 Triangular & SZ*
Padrao de Lébulo duplo
Tipo A ~lou>1 1 2 Club ou eliptica ou discoide
Tipo B ~lou>1 1 2 Club ou eliptica ou discoide

Padrao de Lébulo triplo

Tipo A ~lou>1 1 3 Club ou eliptica ou discoide

Tipo B ~lou>1 1 3 Club ou eliptica ou discoide
Padrio de Ilha

Tipo A - 2 2 Discoide

Tipo B - 3 6 Discoide

*Observagdes: Lmax/Wmax = récio entre o comprimento méximo e a largura méxima; nCC = nimero de clusters cen-
trais; nECC = ndmero de clusters excéntricos; CC = cluster central; SZ = silent zone.
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Figura 29. - Vista geral do médulo da interface destinado a uma anélise dos Graficos de Poincaré.

Import RR

RRcontrol_14.03.2018_Pre-Glucose

'oinCare parameters

SD1: 7.4703

sD12: 0.84578

Figura 30. — Seccdo do médulo destinada a apresentagdo do grafico de Poincaré e aos respetivos
valores de SD1, SD2 e SD1/SD2.

No gréfico representado: a azul a dispersado de Poincaré do sinal processado; a vermelho a elipse
a que o sinal se aproxima e a partir da qual se obtém os parametros mencionados.

O parametro boxcount é um estimador de dimensao fractal. E aplicado a
conjuntos de pontos bidimensionais. Esta fun¢do, numa primeira fase, trans-
forma o gréfico de Poincaré apresentado numa imagem, a qual é binarizada e
processada. Esse processamento consiste em cobrir o conjunto de pontos com
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uma malha de células com um didmetro d, tal que serd suficiente para cobrir
toda a drea ocupada pelos pontos. Em cada iteragdo desta fungdo, o didmetro da
malha diminui e é contabilizado o ntiimero de células ocupadas por pontos, N(d).

Na interface desenvolvida, é apresentado o indice N(1), que corresponde
ao numero de células necessdrias para cobrir todos os pontos do grafico de Poin-
caré, na menor escala. Este resultado permite avaliar a drea de ocupacao da dis-
persao da série temporal de intervalos RR.

Na Figura 31 é ilustrada a sec¢do que permite, através dos inputs do utili-
zador mencionados em epigrafe, obter os indices Lmax/Wmax e boxcount.

Por forma a verificar a remogao de artefactos e/ ou tratamento do sinal exe-
cutado no pré-processamento, o utilizador pode optar por visualizar o gréfico
de Poincaré do sinal em bruto, sem este processamento inicial. Esta funcionali-
dade do médulo é apresentada na Figura 32.

Leng™ of the shape
Impon AR Coosdenada x do
pomo nical

ARCONIIOL_ 14.03.2018_Pre-Glucose Coordenada y 8
PONIO Inciak:

Coordenada x %o
ponto fnak

Coordenada y 6o
ponto fmak
NI of the shape
Coordenada x 8
ponto iniciak:

Coordenaca y 9o
ponto iniciat

Figura 31. — Seccdo destinada aos inputs do utilizador para cdlculo dos parametros Lmax/Wmax e
boxcount.

A verde, onde o utilizador deve indicar o nimero de clusters centrais e excéntricos, a forma do
cluster central e as coordenadas dos pontos mais distantes em comprimento e em largura, obtendo
os parametros Lmax/Wmax e boxcount.
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Poincare w/ Artefacts

Figura 32. — Seccdo do médulo Poincaré Plot Analysis que permite ao utilizador visualizar o gréfico
de Poincaré do sinal antes do pré-processamento.

4.2.2. Andlise da VFC no dominio da frequéncia

Tal como nos outros médulos previamente apresentados, o primeiro
passo é a selegao do ficheiro pretendido (ficheiro contendo os intervalos RR). E,
igualmente, disponibilizado um bot&o Import RR file, que acede aos ficheiros e
permite ao utilizador a selec¢do do ficheiro pretendido. Na Figura 33 é apresen-
tada uma vista geral do médulo de andlise no dominio da frequéncia.

gnal Processing

Ramove anefacs 3 Frequency Domain Analysis

Interpolation and resample

HRV difference

P b
P 4 o g S

HRV signal after interpolation

_nwv demvatve

Interpolaton

5 ) s
e Y

1 A Power Spectum

SNP-SNS balance

o 2000 4 00 10000 12000

0 600
R peak location (ms)

shs: | 14097.390
Diterence: 15.667

Figura 33. — Ilustracdo de uma visdo geral do médulo da interface destinado a uma andlise da
VFC no dominio da frequéncia, com recurso a apresentacdo, como exemplo, de uma série de in-
tervalos RR em andlise.
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Este médulo da interface permite analisar graficamente a série de RR, re-
mover artefactos, obter o espetro de poténcia e os respetivos parametros caracte-
rizadores, bem como o cédlculo das diferencas entre intervalos RR consecutivos e
a apresentagdo gréfica e espetral dessas diferengas. A interface funciona de uma
forma sequencial, sendo que as vdrias sec¢des vao ficando acessiveis ao utilizador
de uma forma progressiva. Na Figura 34 é apresentado o esquematico da sequén-
cia de funcionamento deste médulo.

: Signal Power
Import RR file Processing Spectrum
Apresentacdo do
Selecao do Remocgao de (ft?éllglitiraoedjos
ficheiro a artefactos e P respetivos
analisar interpolacao. ope
parametros de
andlise.
HRYV Difference

Calculo das
diferencas entre
intervalos RR
consecutivos e
representacdo
grafica.

Figura 34. — Fluxograma das funcionalidades do médulo da interface destinado a andlise da va-
riabilidade da frequéncia cardfaca no dominio da frequéncia.

Apresentagdo sequencial das vérias secgbes da interface, acompanhada de uma breve descrigdo
das funcionalidades disponiveis em cada uma das sec¢Ges. As setas indicam a sucessdo de aces-
sibilidade das vdrias sec¢des, ou seja, a sec¢do seguinte apenas fica disponivel ao utilizador apés
concluida a sec¢do anterior.

Ap6s selecionado o ficheiro de intervalos RR a analisar, torna-se acessivel
a seccdo deste médulo da interface destinada ao pré-processamento do sinal de
intervalos RR, através do botdo Remove artefacts. Torna-se, entdo, acessivel o bo-
tao Interpolation and resample, o qual acede a uma fungdo que procede a, de uma
forma simplificada, tornar as amostras (intervalos RR) da série igualmente espa-
cadas, isto é: a série de intervalos RR é composta por uma amostra (um intervalo
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RR) por cada batimento cardiaco e os batimentos cardiacos ndo sdo igualmente
especados no tempo, assim, torna-se necessdrio tornar as amostras (intervalos
RR) igualmente espagadas no tempo.

A interpolacdo é realizada através da funcao interparc do Matlab Software.
Numa primeira fase, foi criado um vetor de tempo, o qual vai sendo incremen-
tado intervalo RR a intervalo RR. Este vetor apresentard, entdo, o espagamento
temporal entre cada intervalo RR da série. A interpolacéo ¢ realizada através do
método spline, pela substituicdo dos intervalos RR originais por novos, igual-
mente espagados no tempo. Este método tende a obter um resultado da interpo-
lagdo mais suave e com menos erro que os outros métodos possiveis [66]. A fun-
cao interparc recebe como inputs a dimensdo da série a considerar (aqui definido
como o dobro do comprimento do vetor de tempo), o vetor de tempo com o es-
pacamento temporal entre cada intervalo RR da série e 0 método da interpolagao.

Imediatamente apds a interpolacdo e nova amostragem da série, é apre-
sentado o tacograma da nova série, o respetivo espetro de poténcia, os indices
PSD, LF, HF e LF/HF e o histograma apés a interpolagdo. Estes procedimentos
sdo ilustrados na Figura 35.

O espetro de poténcia da série de intervalos RR interpolada é obtido através
da fungao pwelch do Matlab Software [67]. Esta fung¢do necessita de alguns inputs:
a janela que define a segmentacdo da série, a sobreposigdo de pontos em cada
segmento e o ndmero de pontos a considerar na transformada de Fourier dis-
creta. O ntimero de segmentos em que a série serd dividida para andlise depen-
dera da janela e da sobreposicdo estipuladas.

O método pwelch consiste na divisdo da série em vdrios segmentos de igual
dimensao. De seguida, é calculada a transformada discreta de Fourier para cada
segmento e obtém-se um tnico vetor de poténcias em funcao da frequéncia, ou
seja, a distribui¢do da poténcia ao longo do espetro.

Uma dimensédo reduzida da janela pode comprometer a resolucdo de fre-
quéncia, na medida em que a distancia entre dois pontos de frequéncia aumenta,
o que implica uma resolucdo de frequéncia menor. Foi considerada uma janela
hamming de 128, com 64 de sobreposigao (overlap), por serem os valores que apre-
sentaram uma melhor resoluc¢do do espetro de poténcia.

Para 0% de overlap, o espetro de poténcia torna-se mais ruidoso e irregular,
quando comparado a um overlap de 50%. Ao aumentar a percentagem de overlap,
para uma dada janela, aumenta-se o nimero total de janelas consideradas, o que
ajuda na redugdo dos efeitos do ruido. No entanto, aumentar a percentagem de
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overlap para 90%, ou mais, ndo parece ser a melhor solucdo, devido a alta corre-
lagdo entre os pontos/amostras de cada janela e, portanto, a média nédo cancela
os efeitos do ruido.

Impor/Export xt with the RR intervals Piot t0ois nal Processing
Open HRV File & &[ Remove artefacts
Zoom/ Pan

Interpolation and resample
RRcontrol_9_sham_12min_STAT

HRV signal after interpolation

532 533 534 535 536
R peak location (ms)

req. Domain
Power Spectral Density using Pwelch PSD
2619.176

LF

2
Frequency (Hz)

Figura 35. — Apresentacdo da sec¢do destinada a remogdo de artefactos e interpolacdo da série
original, com apresentacdo de pardmetros de andlise no dominio da frequéncia.

A verde, o botdo onde o utilizador é encaminhado a escolher o ficheiro contendo a série que
pretende analisar; a azul, os botdes que permitem a remogdo de artefactos e a interpolacéo e re-
amostragem da série; a vermelho, apresentacdo do tacograma da série, variando a medida que a
série vai sofrendo alterag¢des de processamento (no préprio tacograma, a vermelho, a série sem
artefactos, devidamente interpolada e reamostrada e a azul a série apds remogao de artefactos) e
a laranja, apresentacdo do espetro de poténcia da série e dos pardmetros dele obtidos PSD, LF,
HF e LF/HF.

Apesar dos parametros LF, HF e LF/HF fornecerem informacao sobre as
vias simpatica e parassimpdtica do SNA, outras andlises podem ser realizadas,
no sentido de perceber a influéncia do SNS e SNP.

Neste sentido, este médulo da interface dispde de uma funcionalidade que
permite calcular as diferengas entre os vdrios pontos da série, isto €, obtém-se a
variacdo das diferencas entre os vdrios intervalos RR consecutivos. Admitindo
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que sempre que hd aumento do ritmo cardiaco, existe ativagdo do SNS e sempre
que hé diminuic¢do do ritmo cardiaco existe ativagdo do SNP, por forma a tentar
separar as agdes de cada um desses subsistemas, resolveu-se criar dois sinais dis-
tintos: um que corresponde aos instantes de aumento da FC (por diminui¢do dos
intervalos RR) e outro que corresponde a sua diminuigdo. E claro que esta divisdo
ndo é, de todo, simples, uma vez que se sabe que ambos os subsistemas interagem
e, portanto, ndo tém uma acdo independente um do outro. Para além disso, um
aumento da FC poderd dever-se a uma inativacdo do SNS. De qualquer forma,
esta é uma tentativa bastante simples de criar um modelo muito simplificado de
separacgdo da agdo simpadtica e parassimpatica.

Considera-se, entdo, que sempre que a variagdo entre intervalos RR con-
secutivos é positiva, o que implica aumento dos intervalos RR e, portanto, dimi-
nuicdo da FC, se deve a atividade exclusiva do SNP. Por outro lado, considera-se
que sempre que a variacdo entre intervalos RR consecutivos é negativa, o que
implica diminui¢do dos intervalos RR e, portanto, aumento da FC, se deve a ati-
vidade exclusiva do SNS.

Somando todos os intervalos positivos e todos os intervalos negativos, ob-
tém-se um valor para caracterizar o SNP e o SNS, respetivamente, bem como a
discrepancia entre os dois subsistemas, pela diferenga entre a soma total de pon-
tos de cada um.

Na Figura 36 é apresentado o resultado apds a diferenciagdo da série ori-
ginal, bem como apés a separagdo entre diferencas positivas e negativas.

Adicionalmente, pode ser visualizada a diferenca grafica entre as diferengas
positivas e negativas apés a interpolacdo. A informacdo serd visivelmente mais
interessante, pois assegura-se que os pontos se encontram igualmente espacados.

Na Figura 37 é apresentada a diferenga entre o grafico das regides da dife-
renga (positiva e negativa) antes e ap6s a interpolagao.

Procurou-se, ainda, inferir sobre a atividade do SNS e do SN através da
analise do espetro de poténcia da parte negativa e da parte positiva da fungao de
célculo da diferenca da série de intervalos RR.
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HRV difference
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m 14097.399
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Figura 36. — Resultado obtido ap6s cdlculo das diferengas da série de intervalos RR, apds a remo-

¢do de potenciais artefactos.

No gréfico superior: resultado ap6s cdlculo das diferencgas entre intervalos RR consecutivos da
série. No grafico inferior: diferenciacdo entre as diferencas negativas e positivas e consequente
distingdo entre o SNS e 0 SNP, respetivamente. Apresentagdo dos valores da soma dos pontos de
cada conjunto de diferengas (negativas e positivas) e respetiva diferenca entre essas somas, re-
presentadas como SNP, SNS e Difference, respetivamente.

E disponibilizado ao utilizador um botdo Power Spectrum. Ao clicar neste
botdo, o algoritmo procede ao célculo, através da fungdo pwelch, do espetro de
poténcia das diferengas negativas e positivas previamente calculadas, em sepa-
rado. Sdo apresentados os dois espetros de poténcia, 0os quais serdo uma repre-
sentacdo da atividade da via simpdtica e parassimpdtica do SNA, respetiva-
mente.
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HRYV difference
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Figura 37. — Resultado obtido apds célculo das diferencas entre os intervalos RR da série apés a

interpolagdo.

No gréfico superior: distin¢do entre as diferengas negativas e positivas da série apés interpolagao.
No grafico inferior: diferenciacdo entre as diferencas negativas e positivas antes da interpolagéo.
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Figura 38. — Seccdo destinada ao cdlculo das diferencgas entre intervalos RR da série.

No gréfico superior: distin¢do entre as diferengas negativas e positivas da série apés interpolagao.
No grafico inferior: representagdo do grafico das diferengas entre intervalos RR positivas e nega-
tivas e do espetro de poténcia de cada uma das diferengas e associacdo ao SNP e SNS.
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Ap6s a obtengdo destes espetros de poténcia distintos, a drea sob cada um
deles é calculada, chegando-se, assim, ao valor da poténcia para cada um destes
espetros. Por forma a tornar a sua comparagdo mais intuitiva, os resultados des-
tas dreas sdo apresentados em forma numérica e sob a forma de um gréfico de
barras. A visualizacdo sob a forma de gréfico de barras permite uma comparagao,
visualmente, bastante rdpida e eficaz, concluindo-se assim sobre o balango auto-
némico. Esta andlise dos espetros de poténcia correspondentes a regido positiva
e negativa da derivada da série é ilustrada na Figura 38.

4.3. Analise estatistica dos resultados

A andlise estatistica dos resultados obtidos, em qualquer estudo, assume
uma extrema importancia, como forma de validacdo desses resultados.

Um fator importante na andlise estatistica é a escolha do teste estatistico
adequado. Para esta escolha é essencial ter conhecimento dos dados em estudo:
o tipo de dados (continuo ou ordinal /nominal), distribui¢do dos resultados (dis-
tribuigdo normal ou anormal) e tipo de amostras em anélise (dependentes ou in-
dependentes).

Muitas vezes torna-se importante comparar os parametros populacionais
obtidos com valores de referéncia. Tal é conseguido através de testes de hipéte-
ses.

Classifica¢ao das amostras:

As amostras sdo consideradas independentes ou emparelhadas. Sdo inde-
pendentes caso ndo haja qualquer relacdo entre os elementos de cada amostras,
isto é, um tnico elemento ndo pode pertencer a mais do que uma amostra. Por
outro lado, caso exista uma relacdo entre os elementos das amostras, por exem-
plo, caso esses elementos sejam medidos em vdrias condi¢des experimentais, em
que as amostras sdo medig¢Oes repetidas, as amostras sdo emparelhadas [69].

Testes estatisticos:

Uma hipétese estatistica é uma previsdo sobre a distribuicdo de varidveis.
Para cada hipétese que se faga, denominada hipétese nula, hd sempre uma outra
hipétese, a hipétese alternativa. Se a hipdtese nula for falsa, a hipétese alternativa
serd verdadeira.

A rejeicdo da hipétese nula quando esta é verdadeira é denominado erro do
tipo I. A aceitagdo da hipétese nula quando esta é falsa é intitulado erro do tipo
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II. A probabilidade do erro do tipo I, normalmente representada por «, é desig-
nada como nivel de significancia do teste [70].

O teste serd melhor quanto mais reduzidas forem as probabilidades de am-
bos os erros. Contudo, é matematicamente impossivel minimizd-las em simulta-
neo, jd que variam no sentido inverso. Na pratica, efetuam-se testes de signifi-
cancia, que consistem em pré estipular o nivel de significancia, tipicamente sao
escolhidos como referéncia «=0,01; «=0,05 ou a=0,10 [70].

Para um teste estatistico de uma hipétese nula define-se o valor p como a
probabilidade de se observarem valores da estatistica de teste tdo ou mais desfa-
vordveis a hipétese nula do que o observado [70].

No contexto em causa, considera-se suficientemente robusto um parametro
que apresente um valor de p inferior a um a=0,05. Assim, se p<0,05 considerar-
se-4 o parametro estudado suficientemente robusto para diferenciar o grupo do
grupo de controlo.

O objetivo de um teste estatistico ndo é determinar se a hipétese é verda-
deira, mas sim determinar a validade da hipétese perante os dados observados
numa amostra da populagao.

Existem dois grandes tipos de testes estatisticos: paramétricos e ndo para-
métricos. Os testes paramétricos exigem que as amostras se disponham numa
distribui¢do normal e que as variancias populacionais sejam homogéneas. Os tes-
tes ndo paramétricos ndo exigem o conhecimento da distribui¢do amostral. Os
testes ndo paramétricos devem ser os escolhidos em situagdes em que as amostras
sdo reduzidas, de diferentes dimensdes e onde as varidveis em estudo ndo res-
pondem aos pressupostos dos testes paramétricos [69].

Uma andlise de varidncia unidirecional (One-Way ANOVA) é utilizada
em contextos onde se tem mais de dois grupos, um grupo sem tratamento e gru-
pos que receberam diferentes variagdes do mesmo tratamento [68].

A andlise de varidncia unidirecional (ANOVA) é usada para determinar se
existem diferengas estatisticamente significativas entre as médias de trés ou mais
varidveis independentes.

A ANOVA unidirecional compara as médias entre os grupos e determina
se algum deles é significativamente estatisticamente diferente de outro. Especifi-
camente, testa a hipétese nula de que as médias dos vérios grupos sdo iguais. Se,
no entanto, a ANOVA unidirecional retornar um resultado estatisticamente
significativo, aceita-se a hipétese alternativa, ou seja, hd pelo menos duas médias
de grupo que sdo estatisticamente diferentes das outras.

Este teste estatistico é particularmente utilizado no ramo da bioestatistica.
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Assim, ap6s os resultados da andlise da VFC serem obtidos, proceder-se-a
a uma analise estatistica destes. Para esta andlise estatistica devem ser conside-
rados testes estatisticos recomendados na literatura. A escolha dos testes estatis-
ticos a aplicar dependerd das caracteristicas especificas dos dados adquiridos e
dos resultados obtidos.

Numa primeira fase, serdo calculados valores estatisticos tipicos como a
média, a mediana, o desvio padrdo, entre outros. Os resultados deverdo ser vi-
sualizados sob a forma gréfica, com recurso a histogramas, box plots ou stem-and-
leaf plots, por forma a possibilitar uma visualiza¢do da distribui¢do geral dos da-
dos e verificar possiveis incorre¢des inesperadas que poderdo ter implicagoes
numa andlise mais pormenorizada [71].

Numa fase mais avangada, para testar hip6teses mais especificas, recorrer-
se-4 a testes estatisticos apropriados.

Para a escolha do teste estatistico a utilizar devem ser considerados alguns
critérios, nomeadamente, o tipo de dados a classificar (quantitativos ou qualita-
tivos), o tipo de distribui¢do das amostras e o tipo de dados examinados (depen-
dentes ou independentes) [72].

Perante a andlise estatistica, torna-se possivel concluir sobre os resultados
obtidos pelo estudo.
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Neste capitulo serdo ilustrados e interpretados os gréficos das médias de
cada varidvel de andlise da VFC em animais sujeitos a duas dietas hipercaldricas
distintas e a uma dieta dita normal, bem como em animais com e sem patologia
submetidos a ressegdo cirturgica do NSC. Adicionalmente, serdo analisados os
mesmos resultados em situagdo de estimulo metabdlico (glicose) e ndo metabo-
lico (anoxia).

Os resultados sdo apresentados acompanhados pelas respetivas barras de
erro, de acordo com os intervalos de confianca, de forma a verificar se realmente
se registam diferencgas significativas entre os grupos em estudo. Todos os resul-
tados e respetivos gréficos apresentados foram previamente sujeitos a uma ana-
lise estatistica e os valores fora do intervalo considerado para descri¢do dos da-
dos foram excluidos. Todos os valores considerados neste capitulo estdo, assim,
contidos no intervalo média + 2*(desvio padrao), evitando a presenca de outliers.

Este intervalo é considerado adequado para uma descricdo de uma distri-
buigdo de dados. A grande maioria de um conjunto das observagdes em estudo
(cerca de 95%) estard contida neste intervalo. Este critério é aplicado se se consi-
derar ou admitir a simetria da distribui¢do [73]. Tendo-se verificado adequado
para todos os valores em estudo, por incluir mais de 95% das observacdes, foi
considerado como intervalo de referéncia para todos os resultados apresentados.

Os resultados obtidos serdo comparados com resultados prévios proveni-
entes da literatura consultada e testes estatisticos serdo aplicados, no sentido de
compreender de forma mais clara a relagdo entre os vdrios grupos de animais e
as vdrias varidveis em estudo.
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5.1. Estudo da VFC no repouso: comparacao entre
os efeitos de diferentes dietas hipercaldricas no SNA

Por forma a compreender como a VFC varia em funcdo de diferentes dietas
hipercaldricas potenciadoras de patologia metabdlica, foram analisadas as séries
temporais de intervalos RR em modelos animais de roedores sujeitos a uma dieta
standard (grupo Controlo) e a dois tipos de dietas hipercaldricas (grupos HFat e
HFHSu).

Considerando uma andlise da FC e VFC no repouso, ou seja, sem resposta
a qualquer estimulo, notam-se algumas diferencas entre uma dieta normal e as
dietas hipercaldricas estudadas.

Na Tabela 3 sdo apresentados os nimeros de amostras de cada um dos gru-
pos em estudo.

Tabela 3. — Numero de aquisi¢des consideradas em cada grupo de animais, para o estudo do
impacto de diferentes dietas hipercaldricas no sistema nervoso auténomo (SNA).

CONTROLO HFat HFHSu
N.° de aquisi¢des 6 2 5
Total de aquisicdes 13

Cada série de intervalos RR foi analisada na maior duragdo temporal em
que a sua aquisi¢do se mostrou estdvel. Para avaliar a estabilidade dos sinais,
cada sinal foi analisado visualmente e verificou-se a variacdo do seu valor de
média e variancia (através da medida desvio padrdo). Nos intervalos em que a
média e varidncia do sinal se mantinham aproximadamente constantes, o sinal
foi considerado como estavel.

Posto isto, os sinais em estudo nesta sec¢do tém uma dimensdo temporal
que varia entre 4 e 16 minutos, periodo em que os sinais mostraram ser estdveis.
Para os parametros de variancia (SDNN, rMSSD e SDSD), uma vez que sdo indi-
ces dependentes da dimensdo do sinal [74], foram considerados excertos dos si-
nais correspondentes a 8 minutos de aquisigdo. Assim, cada um dos sinais foi
analisado em 8 minutos da sua duragdo. Os sinais cuja aquisi¢do foi de menor
dimensédo (inferior a 8 minutos) foram rejeitados para a andlise desses parame-
tros.

Na Tabela 4 sdo apresentados os niimeros de aquisi¢des considerados, em
cada parametro, para os vdrios grupos de animais em estudo. De salientar que
cada aquisicdo corresponde a um animal distinto.
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Tabela 4. — Nuimero de aquisi¢des consideradas em cada parametro avaliado por grupo de ani-

mais.

CONTROLO HFat HFHSu
MEDIA RR 6 2 4
SDNN 4 2 4
rMSSD 4 2 4
SDSD 4 2 4
pNN20 6 2 4
pNN6 6 2 4

Analise da VFC no dominio do tempo:

Na Figura 39 € possivel visualizar a variacdo da média RR e dos parametros
de andlise da VFC (SDNN, rMSSD, SDSD, pNN20 e pNN6) em animais sujeitos
a uma dieta dita normal e aos dois tipos de dietas hipercaldricas em estudo.

A duracdo dos intervalos RR parece aumentar ligeiramente, comparativa-
mente aos animais controlo, em animais sujeitos a uma dieta HFat. Por outro
lado, 0 mesmo ndo é possivel verificar numa dieta HFHSu (Figura 39(A)). Em
animais sujeitos a uma dieta HFHSu nota-se uma ligeira reducéo dos intervalos
RR. Os valores acabam por ndo ser muito divergentes entre si. Assim, pode-se
salientar que, tendencialmente, a duragdo dos intervalos RR acaba por se manter
relativamente conservada quando seguida uma dieta hipercaldrica e, por conse-
guinte, na presenca de patologia de resisténcia a insulina. No entanto, animais
com patologia metabdlica parecem tender a apresentar uma FC sensivelmente
mais elevada do que animais sauddveis.

Se se considerar o valor médio dos intervalos RR e, partindo dele, se aferir
sobre a FC, como exemplificado na equacao 4.2, sdo notadas ligeiras diferencas
entre os animais sauddveis e os animais patolégicos do grupo HFHSu. O grupo
de animais sujeito a uma dieta hipercaldrica sem consumo acrescido de agticares
(grupo HFat) mostra uma ligeira e pouco significativa diminuigdo da média da
FC, por comparagdo ao grupo de controlo. Por outro lado, o grupo sujeito a uma
dieta hipercalérica com consumo acentuado de agucar (grupo HFHSu), que re-
presenta um estadio mais avancado de resisténcia insulinica, apresenta um pe-
queno aumento da FC, comparativamente ao grupo de controlo (492 + 206 bpm
para o grupo HFHSu vs 365 + 71 bpm para o grupo Controlo).

Um estado mais avancado de patologia metabdlica, como a Diabetes tipo 2,
provocard um ligeiro aumento da FC, por comparagdo aos valores em animais
sem patologia, por diminui¢do da dura¢do média dos intervalos RR.
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Quando se atenta nos indices de andlise da VFC, algumas diferencas come-
¢am a ser mais notorias e o efeito de diferentes dietas é observado. Os animais
dos grupos HFat e HFHSu apresentam menores valores de SDNN, rMSSD,
SDSD, pNN20 e pNN6, em relagdo aos animais do grupo Controlo, e, portanto,
uma menor VFC.

Os resultados obtidos para os indices SDNN e rMSSD sdo sensivelmente
semelhantes entre os vdrios grupos, notando-se uma ligeira redu¢do nos grupos
HFat e HFHSu. Os valores de pNN20 e pNN6 apresentam diferencas mais signi-
ficativas entre o grupo ndo patoldgico e os grupos com patologia, sendo ambos
menores nos segundos.

O indice SDNN fornece informagdo a longo prazo, sendo um parametro
de andlise global da VFC. Por outro lado, os parametros rMSSD e pNN20 ou
PNNG6 sdo baseados nas diferencas entre intervalos consecutivos e, portanto, fa-
cultam uma informagcao a curto prazo. Estes tiltimos refletem alteragdes maiori-
tariamente parassimpadticas no ténus autonémico do coragao.

O parametro SDSD transmite informagédo no curto prazo, entre batimentos
cardiacos adjacentes e, portanto, é maioritariamente influenciado enquanto re-
flexo da atividade parassimpadtica. Em animais sujeitos a dietas hipercaléricas,
este parametro apresenta um valor mais baixo, ndo sendo, no entanto, estatisti-
camente significativo, do que em animais expostos a uma dieta standard.

Neste sentido, pode-se dizer que existe uma tendéncia para que a ativi-
dade do SNP, em ratos intolerantes a glicose e/ou resistentes a insulina, se en-
contre prejudicada. Nota-se uma diminuigdo do ténus de origem vagal na regu-
lagdo cardiaca destes animais, por redugdo relevante dos valores de rMSSD,
SDNN, pNN20 e pNN6, ndo sendo, no entanto, esta reducdo estatisticamente
significativa.

Quando se consideram as diferencas entre as dietas hipercaldricas, as
quais estdo na origem do desenvolvimento de distirbios metabdlicos, os resulta-
dos previamente mencionados parecem estar mais evidentes em animais sujeitos
a dieta HFat. No entanto, este grupo apresenta um nimero reduzido de amostras
(apenas dois ratos) e, portanto, serd pouco rigoroso concluir sobre este. Todavia,
os resultados apresentados permitem observar que qualquer uma das dietas hi-
percaldricas em estudo acarreta, para além de desenvolvimento de patologia me-
tabdlica, alteragdes no SNA e, consequentemente, na regulagdo cardiaca.
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Figura 39. — Efeito de dietas hipercaldricas no sistema nervoso auténomo (SNA), resultado de
uma andlise no dominio do tempo: representacdo grafica dos indices utilizados para andlise da
VEC nos vdrios grupos de animais em estudo.

Representacdo da média e respetivo erro (desvio padréo): (A) comportamento do indice média
RR (em milissegundos); (B) indice SDNN; (C) indice rMSSD; (D) indice SDSD; (E) indice pNN20
(em percentagem); (F) indice pNNG®6 (valores percentuais).

Por observagdo direta da representagdo gréfica das séries de intervalos RR
em bruto (sem processamento do sinal), para os trés grupos em estudo, nota-se
que existe uma tendéncia para que a patologia metabdlica tenda a uniformizar a
série, isto é, na presenga de patologia metabdlica, observa-se um sinal mais cons-
tante, com menos variagdo e, portanto, menor variabilidade. Esta redugao de va-
riabilidade é mais notéria para um estadio mais avancado da patologia. Estes
resultados sdo ilustrados na Figura 40.
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Figura 40. — Exemplos de representagdo grafica de séries temporais RR em estudo, para cada
grupo de animais.

Tem-se: (A) para um animal controlo; (B) para um animal do grupo HFat; (C) para um animal do
grupo HFHSu.

Foram analisados, também, indices estatisticos, relacionados com a pré-
pria distribuicdo da série de RR em estudo. Na Figura 41 sdo ilustrados os resul-
tados de kurtosis e skewness.

Os roedores expostos a dietas hipercaléricas tém tendéncia para apresentar
uma distribuicdo do sinal RR com pico mais pronunciado e com maior assimetria,
afastando-se mais de uma distribuicdo normal do que em animais expostos a
uma dieta standard.

Uma distribui¢do mais achatada poder4d ser sinal de um ndmero elevado de
valores mais distantes do valor médio da distribuicdo em estudo. Podera ser in-

dicio de que os animais saudéveis apresentardo maior variabilidade no seu sinal
RR.
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Figura 41. — Efeito de dietas hipercal6ricas no sistema nervoso auténomo (SNA), resultado de
uma andlise no dominio do tempo dos pardmetros descritivos das distribui¢des de intervalos RR,
nos varios grupos de animais em estudo.

Representacdo da média e respetivo erro para os pardmetros: (A) kurtosis; (B) skewness.

Tendo por base o histograma da série temporal de intervalos RR, pardme-
tros de origem geométrica podem ser extraidos. Neste sentido, os resultados des-
tes indices sdo apresentados na Figura 42.

A _ B
Ti TINN
50 6000
40+
__ 4000~
- [
30 B
F =
4
20+ =
= 2000
107 ﬁ
0 0-

T T T T
CONTROLO HFat HFHSu CONTROLO HFat HFHSu

Figura 42. - Indices geométricos de andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC).
A saber: (A) Ti; (B) TINN.

Animais expostos a uma dieta hipercalérica HFat apresentam um valor do
indice Ti muito semelhante a animais controlo e uma redugdo do indice TINN.
Had, portanto, diferengas muito pouco significativas nos histogramas obtidos para
animais com e sem patologia. Volta-se a salientar que as dimensdes dos grupos
sdo bastante reduzidas, o grupo HFat apenas tem dois elementos e, portanto, os
resultados apresentados ndo sdo conclusivos.
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Analise da VFC no dominio da frequéncia:

Quando considerada uma andlise no dominio da frequéncia, as diferencas
entre os grupos sao ainda mais nitidas.

Na Figura 43 sdo apresentados os resultados obtidos no dominio da fre-
quéncia, para os vdrios grupos de animais em estudo.

Os animais sujeitos a uma dieta rica em calorias e em agdcares (HFHSu)
apresentam um valor mais elevado de LF e de LF/HF e um valor mais reduzido
de HF, quando comparados aos animais expostos a uma dieta hipercaldrica sem
excesso de aglicar e aos animais com uma alimenta¢do dita normal.

Um aumento do rdcio LF/HF em relagdo a condi¢do de controlo é notado
em ambos os grupos de animais expostos a dietas hipercaldricas, sendo mais evi-
dente para o grupo HFHSu (Figura 43 (C)).

Nota-se um aumento do valor de LF e uma redugao do valor HF em animais
do grupo HFHSu, em relacdo aos grupos Controlo e HFat (Figura 43 (A), (B) e
(D), respetivamente). Pode-se, entdo, verificar que estes animais apresentardo
uma atividade do SNS amplificada, acompanhada de uma limita¢do da atividade
do SNP.

O indice HF é tido como medida da atividade do SNP, ou seja, da atividade
vagal, enquanto que o indice LF reflete a atividade do SNS.

Tendo por base os resultados obtidos, pode-se verificar que a reducado da
atividade parassimpdtica, reducdo da poténcia das altas frequéncias (HF), ndo
implica a reducdo da poténcia total (PSD). O aumento da atividade simpatica,
por aumento da poténcia das baixas frequéncias (LF) serd suficiente para manter
o indice PSD em valores de controlo.

As diferengas sdo mais significativas no grupo HFHSu do que no grupo
HFat, em comparacdo ao grupo Controlo. No grupo HFat, nota-se uma redugéao
dos valores de LF e HF, bem como um ligeiro aumento do récio LF/HF.
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Figura 43. - Efeito de dietas hipercaléricas no SNA. Indices calculados no dominio da frequéncia.
Representacdo gréfica dos pardmetros utilizados para andlise da VFC por exibicdo da média e
respetivo erro (desvio padrdo): (A) LF; (B) HF; (C) LF/HF; (D) PSD.

Anadlise da VFC por métodos nao lineares no dominio do tempo:

Quanto a forma das dispersdes de Poincaré, ndo se registam diferencas
significativas entre os grupos. A maioria dos animais apresenta um grafico de
Poincaré com uma forma de Torpedo. Alguns animais apresentam outras formas
distintas, independentemente do grupo. Na Figura 44 é apresentado um exem-
plo, para cada grupo, da representacdo dos gréficos de Poincaré.
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Figura 44. — Ilustragdo de exemplos de gréficos de Poincaré para os vérios grupos de animais em
estudo.

Note-se que: em (A) o grafico de Poincaré representado pertence a um animal controlo; em (B)
estd representado um gréfico de Poincaré de um animal do grupo HFat e em (C) de um animal
do grupo HFHSu.

Nota-se que as formas dos gréficos de Poincaré se mantém sensivelmente
semelhantes entre os vdrios grupos em estudo. Todos os exemplos apresentados
apresentam uma forma de Torpedo. No entanto, nota-se que, no grupo HFHSu,
a forma parece se mais comprimida e menos dispersa.

Na Tabela 5 sdo apresentadas as vdrias formas obtidas para os gréficos de
Poincaré dos animais dos vdrios grupos.

Conclui-se, entdo, que uma andlise quantitativa, por meio dos parametros
de medicdo da dispersdo SD1 e SD2, serd mais rigorosa na diferenciagdo entre os
varios grupos. Na Figura 45 sdo apresentados os resultados obtidos para os va-
rios grupos de roedores, para os parametros de quantificacdo da dispersao de
Poincaré SD1, SD2 e SD1/SD2.

Nota-se uma reducdo de ambos os parametros de andlise dos graficos de
Poincaré (SD1 e SD2) e uma consequente redu¢ao no racio SD1/SD2 para animais
expostos a dietas hipercaldricas. A redugdo é mais evidente no indice SD1, o qual
transmite variabilidade num curto periodo temporal. Assim, a variabilidade da
série temporal de intervalos RR encontra-se comprometida na presenca de pato-
logia metabdlica.
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Tabela 5. — Apresentagdo das formas das dispersées dos gréficos de Poincaré obtidas para os
vérios grupos de roedores, no estudo do impacto de diferentes dietas hipercaldricas.
Exibicdo do nimero e valor percentual dos tipos de formas obtidas em cada um dos grupos.

Grupo Forma da dispersao de Poincaré N %
Forma de Torpedo 2 32
Padréo de Lébulo triplo 1 17
Controlo SZ-Leque 1 17
Padréo de ilha do tipo A 1 17
Padréo de ilha do tipo B 1 17
HFat Forma de Torpedo 2 100
Forma de Torpedo 3 60
HFHSu Padréo de ilha do tipo B 1 20
Indefinida 1 20
A B C
SD1 SD2 SD1/SD2
304 20 2.0
154 1.5
20
a
a 2 10 2 1.0
o T T @ L
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0- 0- T T 0.0- T T
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Figura 45. - Efeito de dietas hipercaléricas no SNA por indices de andlise das dispersées de Poin-
caré.
Tem-se: (A) SD1; (B) SD2; (C) rdcio SD1/SD2.

Um rdcio SD1/SD2 mais baixo indica um batimento cardiaco mais regular
e estd tipicamente relacionado com uma condigdo patoldgica [39].

O parametro boxcount avalia a drea de ocupacdo da dispersdo de Poincaré
do conjunto de pontos da série temporal de RR. Um maior valor de boxcount es-
tard relacionado com uma maior dispersao dos pontos, logo, com uma maior va-
riabilidade dos intervalos RR.

Na Figura 46 sdo apresentados os valores médios do parametro boxcount
para os trés grupos de animais em estudo.
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Figura 46. — Representacdo da variacdo do parametro boxcount, resultado de uma analise do gra-
fico de Poincaré, nas diferentes dietas.

Os valores sdo semelhantes entre os grupos. No entanto, parece haver al-
guma tendéncia para uma ligeira redugdo do pardmetro boxcount para animais
com patologia metabdlica, em relagdo a animais sem patologia. Uma reducao
deste parametro poderd ser indicativa de uma menor variabilidade entre os in-
tervalos RR.

Anadlise por testes estatisticos dos resultados obtidos nos varios dominios:

Uma anélise estatistica de todos os resultados permite verificar a significan-
cia das diferencas encontradas entre os grupos em estudos e, deste modo, carac-
terizar de forma mais fidedigna o impacto de dietas hipercaléricas no SNA. Na
Tabela 6 sdo apresentados os resultados (valor de p) para um teste unidirecional
de variancia (One-Way ANOVA) para os vdrios parametros estudados, compa-
rando os grupos de animais expostos a dietas hipercaléricas com o grupo de con-
trolo.

Tabela 6. — Apresentacdo dos resultados de uma andlise de varidncia unidirecional (One-Way
ANOVA) na avaliag¢do do impacto de diferentes dietas hipercaldricas no sistema nervoso auté-
nomo.

Ambos os grupos (HFat e HFHSu) sdo comparados ao grupo Controlo e é apresentado o valor de

p para cada pardmetro analisado e cada grupo estudado.

Grupo Valor de p Estatisticamente significante?
5 HFat 0,8568 Nao
MEDIA EC
HFHSu 0,2919 Nao
MEDIA RR HFat 0,6408 Nao
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SDNN

rMSSD

SDSD

pPNN20

pNNe6

Kurtosis

Skewness

Ti

TINN

LF

HF

PSD

LF/HF

SD1

SD2

SD1/SD2

HFHSu 0,2881 Nao
HFat 0,7744 Nao
HFHSu 0,9881 Nao
HFat 0,7741 Nao
HFHSu 0,9881 Nao
HFat 0,3927 Nao
HFHSu 0,6576 Nao
HFat 0,3379 Nao
HFHSu 0,2870 Nao
HFat 0,3585 Nao
HFHSu 0,0598 Nao
HFat 0,6750 Nao
HFHSu 0,1988 Nao
HFat 0,2769 Nao
HFHSu 0,0156 *
HFat 0,8843 Nao
HFHSu 0,6515 Nao
HFat 0,5120 Nao
HFHSu 0,9897 Nao
HFat 0,9779 Nao
HFHSu 0,6247 Nao
HFat 0,4343 Nao
HFHSu 0,2884 Nao
HFat 0,7579 Nao
HFHSu 0,3136 Nao
HFat 0,9987 Nao
HFHSu 0,4502 Nao
HFat 0,3330 Nao
HFHSu 0,1417 Nao
HFat 0,3494 Nao
HFHSu 0,1516 Nao
HFat 0,4876 Nao

79



CAPITULO 5. ANALISE E DISCUSSAO DE RESULTADOS

HFHSu 0,1561 Niao
HFat 0,8776 Niao

Boxcount
HFHSu 0,8902 Niao

Observagdes: *p < 0,005

Conclui-se, entdo, que apenas o parametro skewness mostra ser estatistica-
mente relevante na diferenciacdo do grupo HFHSu do grupo Controlo, assu-
mindo um valor de a=0,005, tal como explicado na seccao 4.3.

Esta baixa significancia dos parametros na distingdo entre grupos pode ser
justificada pela dimensdo reduzida dos grupos.

De qualquer modo, é possivel verificar que os pardmetros média RR, kurto-
sis, skewness, HF, PSD, SD1, SD2 e SD1/SD2 sao os que apresentam valores mais
baixos de p e, portanto, tenderdo a ser mais distintos entre animais com e sem
patologia, principalmente, entre o grupo Controlo e o grupo HFHSu.

Os resultados apresentados estdo de acordo com resultados previamente
obtidos, em contexto semelhante, e disponiveis na literatura. No que a FC e VFC
concerne, sujeitos diabéticos apresentam, tipicamente, valores de média RR,
SDNN e rMSSD mais baixos [31], [54].

A redugdo da VFC em animais diabéticos reflete a existéncia de alteragdes
autonémicas, mesmo numa fase inicial da patologia, nomeadamente, uma dimi-
nui¢do da funcdo autondmica, ou seja, uma diminuicdo da atividade do SNA,
sugerindo uma atividade simpdtica aumentada e/ou uma atividade vagal redu-
zida [31], [54].

5.2. Estudo da VFC em situac¢ao de estimulo: com-

paracao entre os efeitos de diferentes dietas hiperca-
loricas no SNA

A influéncia da patologia metabdlica no SNA pode estar intimamente rela-
cionada com a resposta autondmica, isto é, uma condi¢do de patologia metab6-
lica (Obesidade, Sindrome Metabdlico ou Diabetes) pode ter como consequéncia
uma resposta autonémica deficitdria num momento de estimulo. Assim, sdo ana-
lisadas séries temporais de intervalos RR em animais sauddveis e patolégicos, em
resposta a um estimulo ndo metabdlico (anoxia) e a um estimulo metabdlico (gli-
cose).
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Na seccdo anterior é descrito que a patologia metabdlica, induzida por uma
dieta hipercaldrica, provoca neuropatia do SNA, por um aumento da atividade
do SNS sem compensagédo da atividade opositora do SNP. Esta discrepancia entre
a atividade das vias simpdtica e parassimpatica do SNA poderd prejudicar a res-
posta a um estimulo.

5.2.1. A VEC no estimulo de Anoxia

O miocdrdio é particularmente sensivel a periodos de anoxia, pois o coragao
é um 6rgao fortemente dependente de um fornecimento continuo e nao intermi-
tente de oxigénio, pelas caracteristicas da sua atividade. Curtos periodos de ano-
xia sdo suficientes para causar danos ao nivel do miocardio.

Estudos demonstram que a anoxia provoca uma redugdo do consumo de
oxigénio pelo miocdrdio. Este consumo é reversivel, concluindo tratar-se de um
resultado consequente de uma alteracdo nas condi¢des ideais e ndo de uma alte-
racdo patolégica irreversivel [75].

Para perceber a forma como o préprio miocdrdio é afetado por uma condi-
¢do de anoxia, bem como, como esta condi¢do afeta a resposta do SNA em con-
di¢bes de presenca e auséncia de patologia metabdlica, foram analisadas séries
temporais de intervalos RR de um animal sauddvel e de animais diabéticos. O
nimero de aquisi¢des consideradas é apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. — Ntimero de aquisi¢oes consideradas em cada grupo de animais, para estudo da VFC
no estimulo de anoxia.

CONTROLO HFHSu

N.° de aquisi¢des 1 5

Total de aquisigdes 6
Analise da VFC no dominio do tempo:

No rato saudével, nota-se, no exato momento em que decorre o estimulo,
um ligeiro aumento da média dos intervalos RR. Este aumento é progressivo e
atinge o seu valor mdximo no intervalo considerado como pés-estimulo, 15 se-
gundos imediatamente ap6s o estimulo. Passados 2 minutos, o valor de RR tende
a voltar a um valor basal, semelhante ao valor pré-estimulo.

Em animais com patologia metabdlica, modelos de Diabetes tipo 2, a dura-
cdo média dos intervalos RR tende a permanecer aproximadamente constante ao
longo da aquisic¢do, quer antes, quer apds o estimulo de anoxia.

Assim, nota-se uma ligeira diminuicdo da FC no momento do estimulo e
nos 15 segundos seguintes, em relacdo ao valor pré-estimulo, tido como basal,
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para o rato sauddvel. Em animais com patologia, ndo se verifica alteragdo signi-
ficativa nos valores de FC.

Na Figura 47 é apresentada a evolugao do valor da média RR ao longo da
aquisicdo, isto é, antes, durante e apdés o momento de anoxia (estimulo), num
animal controlo e num animal modelo de Diabetes.

Média RR ao longo do estimulo de anoxia

170-
165=
m -
é 160
4 4 HFHSu
4
< 157 - CONTROLO
o
ERES
145—
140 T T T T
1 2 3 4
Pre-estimulo Estimulo Pos-estimulo  Pos-pos-estimulo

Figura 47. - Comportamento da média de intervalos RR, em milissegundos, num animal sauda-
vel e num animal com patologia metabdlica.
Representacgdo gréfica do valor da média RR no animal sauddvel (CONTROLO) e para um animal

do grupo patolégico (HFHSu).

Na Figura 48 sdo apresentados os resultados obtidos para os indices de ané-
lise da VFC ao longo da aquisi¢do, considerando momentos antes, durante e apds
o estimulo, em ambos os grupos de animais em estudo.

Quando se consideram os parametros de anélise da variabilidade do sinal,
em animais sem patologia, verifica-se um aumento dos valores de SDNN, rMSSD
e SDSD aquando da privacdo de oxigénio e, imediatamente apds o estimulo, um
aumento mais significativo, seguido de uma diminuicdo e retorno a um valor
aproximado ao valor pré-estimulo. Todos estes indices apresentam um perfil de
variagdo comum, ao longo da aquisi¢do. Os valores de pNN20 e pNN6 sdao ma-
ximos no momento do estimulo.
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Figura 48. — Efeito de patologia metabdlica na resposta autonémica a uma condigdo de anoxia.
Representacdo grafica dos indices utilizados para andlise da VFC, no dominio do tempo, nos
vdrios grupos de animais em estudo: (A) comportamento do indice média RR (em milissegun-
dos); (B) indice SDNN; (C) indice rMSSD; (D) indice SDSD; (E) indice pNN20 (em percentagem);
(F) indice pNNG6 (valores percentuais).

Para ratos diabéticos, grupo HFHSu, constata-se que o perfil de alteragGes
dos valores de SDNN, rMSSD e SDSD é semelhante ao apresentado pelo rato
sauddvel, salvaguardando-se que os valores destes parametros sdo mais baixos e
que as variagOes registadas sdo menos significativas. Aquando da anoxia, nota-
se um aumento dos valores destes indices, em relacdo ao estado basal, e, imedia-
tamente apds o estimulo, regista-se outro aumento. A diferenca entre o estado
estimulo e pds-estimulo € menos significativa em ratos com patologia. Os valores
de pNN20 e pNN6 variam de forma andloga a variagdo no rato saudével, regis-
tando-se os seus valores maximos no momento do estimulo.

Analisando a distribui¢do dos valores de RR ao longo da aquisi¢do, nota-se,
no animal controlo sem patologia, uma diminui¢do progressiva da kurtosis ap6s
o estimulo de anoxia. Estes resultados sdo apresentados na Figura 49.
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O valor absoluto de skewness tende a diminuir apés uma condigdo de anoxia
e apresenta uma maior diferenga no periodo imediatamente apds o estimulo,
onde alcanga o seu valor mais baixo. Isto implica que: em termos de achatamento,
verifica-se uma redugdo progressiva da notoriedade do pico, implicando uma
aproximacgdo a uma distribui¢do normal ao longo do tempo; em relagdo a sime-
tria, a distribuigdo apresenta uma maior simetria ap6s o estimulo, tendendo para
um valor préximo de uma distribui¢do normal. Passados alguns minutos, a as-
simetria da distribui¢do volta a aumentar.

Em animais com patologia de resisténcia a insulina e/ou intolerancia a gli-
cose, verifica-se um aumento da expressividade do pico da distribui¢do nos ins-
tantes apds a anoxia, por um aumento do valor de kurtosis. Quanto a simetria, a
distribuigdo tende a ser mais assimétrica apds o estimulo, afastando-se mais de
uma distribuigdo normal. Passados alguns minutos, a simetria tende a reduzir,
notado por reducdo do valor de skewness.
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Figura 49. — Efeito de uma condigdo de anoxia no SNA, resultado de uma anélise dos pardmetros
descritivos das distribui¢des de intervalos RR.

Resultados para os dois grupos de animais em estudo, ao longo do tempo: (A) kurtosis; (B) skew-
ness.
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Analise da VFC no dominio da frequéncia:

Na Figura 50 encontram-se apresentadas as médias das densidades de po-
téncia para as baixas (LF) e altas frequéncias (HF) dos sinais RR analisados e o
rdcio LF/HF para os grupos em estudo, ao longo das aquisi¢des.

Quando analisados os indices de andlise no dominio da frequéncia, nota-se
que, no animal saudével, o valor de LF aumenta significativamente, apds o esti-
mulo. Nota-se um aumento no momento do estimulo, em relagdo ao valor tido
como basal (pré-estimulo) e esse aumento continua nos segundos imediatamente
apds a anoxia. Ao fim de 2 minutos (pds-p6s-estimulo), ainda permanece em va-
lores mais altos do que os registados antes do estimulo. O mesmo perfil se regista
no parametro HF.
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Figura 50. — Efeito de uma condigdo de anoxia no SNA. Indices calculados no dominio da fre-
quéncia.

Representacdo gréfica dos pardmetros utilizados para andlise da VFC por exibicdo da média e
respetivo erro (desvio padrdo): (A) LF; (B) HF; (C) LF/HF.
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Em ratos diabéticos, verifica-se um aumento dos valores de LF e HF ao
longo do estimulo, seguido de uma diminuigdo e progressivo retorno ao basal.
Contrariamente, no rato sauddvel, ndo se regista um aumento de LF e HF nos
segundos imediatos ao estimulo.

O r4cio LF/HF é manifestamente superior em animais diabéticos, mas apa-
renta existir uma manutengao do seu valor ao longo da aquisi¢do, em ambos os
grupos de animais. O valor do rdcio mantém-se sensivelmente constante ao longo
do tempo, sem varia¢des aquando do estimulo ou nos momentos seguintes. Isto
é observado no animal sauddvel e nos animais diabéticos.

O estimulo de anoxia tenderd, entdo, a ndo interferir de forma direta com o
valor do r4cio LF/HF, respeitando o teoricamente esperado, de acordo com a
literatura.

Os modelos de andlise ndo linear da VFC perdem significado em sinais de
duragdo reduzida. Uma andlise tendo por base os gréficos de Poincaré mostrou
ser pouco conclusiva, na medida em que sdo considerados intervalos de 15 se-
gundos, o que implica um nimero muito baixo de valores de RR e, portanto, um
nimero muito reduzido de pontos no plano da dispersao de Poincaré.

Os resultados obtidos estdo de acordo com outros estudos realizados. Efe-
tivamente, no que a parametros de andlise de VFC concerne, a anoxia, por opo-
sicdo a uma condicdo de normoxia, tende a aumentar a média entre intervalos
RR e a aumentar o valor de SDNN e de rMSSD [76].

Uma andlise no dominio da frequéncia, em situag¢des de anoxia, resulta num
aumento do valor de HF e de LF, com manutencdo do valor do rdcio LF/HF [76].

Estes resultados sdo mais significativos no animal saudavel, notando-se
que, na patologia metabdlica, a resposta a um estimulo ndo metabdlico pode estar
ligeiramente prejudicada.

Uma exposicao repetida ao estimulo apresentara resultados diferentes?

A anoxia foi repetida ao longo da aquisi¢do, ou seja, 0 mesmo animal foi
sujeito a varios momentos de anoxia (sempre com a duracdo de 15 segundos) ao
longo do tempo em que foi adquirido sinal de intervalos RR.

Por forma a verificar se a exposigdo sucessiva a este estimulo teria algum
efeito na VFC e se os animais responderiam, a nivel autonémico, de igual modo
a primeira ou segunda exposigdo ao mesmo estimulo, procedeu-se a andlise, tam-
bém, do segundo momento de anoxia a que os animais foram sujeitos.
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Foi seguido exatamente o protocolo utilizado na analise do primeiro mo-

mento de anoxia.

Registou-se uma ligeira reducdo da média dos intervalos RR durante e
imediatamente ap6s o estimulo, o que contraria o resultado obtido na primeira
anoxia. Este resultado pode ser consequéncia do reforco da anestesia, pela dura-
cdo temporal mais extensa do procedimento, entre o primeiro e o segundo mo-

mento de anoxia.

Os parametros de andlise da VFC variam de forma correspondente ao su-
cedido no primeiro momento de estimulo, tanto no rato sauddvel como nos ratos
diabéticos. Na Figura 51 sdo apresentados os resultados obtidos para o segundo
momento de anoxia.
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Figura 51. — Efeito de patologia metabdlica na resposta autonémica a uma estimulacéo repetida

com anoxia.
Indices utilizados para andlise da VFC: (A) comportamento do indice média RR; (B) indice SDNN;
(C) indice rMSSD; (D) indice SDSD; (E) indice pNN20 e (F) indice pNNG6.

Uma andlise descritiva da distribui¢do dos valores de RR ao longo desta
segunda aquisi¢do apresenta resultados semelhantes aos obtidos no primeiro
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momento de anoxia. Os valores obtidos para os parametros de andlise da distri-
buigdo dos valores de RR sdo apresentados na Figura 52.

No animal sem patologia, ocorre uma diminuicdo progressiva da kurtosis
ap6s o estimulo de anoxia, acompanhada por um aumento, 2 minutos ap6s o es-
timulo. O valor absoluto de skewness tende a diminuir apds uma condigao de ano-
xia e é mais baixo no periodo imediatamente apds o estimulo.

Em animais com patologia metabdlica, verifica-se um aumento do valor de
kurtosis nos instantes apds a anoxia. A distribui¢do tende a ser mais assimétrica
ap0s o estimulo, e, ao fim de 2 minutos apds o estimulo, a simetria tende a redu-
zir, notado por reducdo do valor de skewness, aproximando-se do valor pré-esti-

mulo.
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Figura 52. — Efeito de um segundo momento de anoxia no SNA de ratos com e sem patologia
metabdlica (HFHSu e CONTROLO, respetivamente).

Andlise de pardmetros descritivos das distribui¢des de intervalos RR ao longo do tempo, antes,
durante e apés o momento do estimulo: (A) kurtosis; (B) skewness.
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Quando analisados os indices de andlise no dominio da frequéncia, apre-
sentados na Figura 53, nota-se que, em no animal saudéavel, o valor de LF au-
menta significativamente, apds o estimulo. Nota-se um aumento no momento do
estimulo, em relacdo ao valor tido como basal (pré-estimulo) e esse aumento con-
tinua nos segundos imediatamente apds a anoxia. Ao fim de 2 minutos (p6s-pds-
estimulo), o valor de LF reduz significativamente. O mesmo perfil se regista no
parametro HEF.

Para animais modelos de Diabetes tipo 2 em humanos (grupo HFHSu), o
valor de LF tende a apresentar um valor mais elevado passados 2 minutos do
estimulo. O valor HF aumenta imediatamente apds o estimulo.

Conclui-se, entdo, que o perfil de varia¢do de LF e HF é semelhante no ani-
mal sauddvel e nos animais patolégicos parecendo, contudo, que este perfil se
regista mais tardiamente em animais patolégicos. O mesmo se registou no pri-
meiro momento de anoxia.
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Figura 53. — Efeito de uma condigao repetida de anoxia no SNA. Indices calculados no dominio
da frequéncia.

Representacdo gréfica dos parametros utilizados para anélise da VFC no dominio da frequéncia:
(A) LF; (B) HF; (C) LF/HF.
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Procurando perceber como os indices de andlise da VFC variam, no mesmo
animal, entre os dois momentos de anoxia distintos, apresenta-se, na Figura 54,
o comportamento dos vdrios indices, para o0 mesmo animal controlo (sem pato-
logia) ao longo dos dois momentos de estimulo por uma condigdo de anoxia.

Nota-se uma diferenga significativa entre os dois momentos de estimulo
apenas no parametro média RR. Para o segundo momento de anoxia, este para-
metro tende a diminuir nos instantes aquando e apds o estimulo, enquanto que,
no primeiro momento de anoxia, se regista um aumento do parametro nestes in-
tervalos. Os restantes parametros tendem a variar de uma forma aproximada-
mente semelhante ao longo dos dois momentos de anoxia. Tal como jd mencio-
nado, esta divergéncia entre os dois momentos de anoxia para o indice média RR
pode ser resultado de um reforgo, entre as anoxias, do anestésico, o qual tem im-
plicacdes a nivel da FC e, portanto, da duracdo dos intervalos RR.
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Figura 54. — Comportamento dos indices de andlise da VFC em dois momentos de anoxia conse-

cutivos (Anoxia 1 e Anoxia 2) para o rato Wistar controlo.

Para o animal sujeito a uma dieta standard e sem patologia metabdlica, tem-se os parametros: (A)
média RR; (B) SDNN; (C) rtMSSD; (D) SDSD; (E) pNN20 e pNNeé.

Na Figura 55 sdo apresentados os comportamentos, nos dois momentos de
anoxia, dos indices de andlise da VFC no dominio da frequéncia.
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Figura 55. — Comportamento dos indices de andlise da VFC no dominio da frequéncia, em dois
momentos de anoxia consecutivos (Anoxia 1 e Anoxia 2) para o rato Wistar controlo.
Tem-se: (A) indice LF; (B) indice HF; (C) r4cio LF/HF.

Apesar de o primeiro momento de anoxia (Anoxia 1) tender a apresentar
valores mais baixos dos indices LF, HF e LF/HF, nota-se que o perfil de variagdo
destes indices ndo diverge muito entre o primeiro e o segundo momento de esti-
mulo.

Procedeu-se do mesmo modo para um animal com patologia, procurando
compreender se existe variagdes na resposta autonémica entre o primeiro e o se-
gundo momento de anoxia numa condigdo de patologia metabdlica. Os resulta-
dos obtidos sdo apresentados na Figura 56.
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Figura 56. —- Comportamento dos indices de andlise da VFC em dois momentos de anoxia conse-

cutivos (Anoxia 1 e Anoxia 2) para um rato Wistar sujeito a uma dieta HFHSu.
Apresentacdo dos indices, ao longo do tempo: (A) média RR; (B) SDNN; (C) rMSSD; (D) SDSD;
(E) pNN20 e pNN6.

O animal parece responder de uma forma mais imediata, nomeadamente,
por aumento dos parametros média RR, SDNN, rMSSD e SDSD no exato mo-
mento do estimulo, no primeiro momento de anoxia (Anoxia 1). Na repeti¢do do
estimulo (Anoxia 2) a resposta, por parte do SNA do rato, parece ser mais lenta
e atrasada, registando-se um aumento dos parametros anteriormente menciona-
dos apenas passados 15 segundos do estimulo (momento Pés-Estimulo).
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Tal como ja mencionado, esta divergéncia entre os dois momentos de ano-
xia pode ser resultado de um reforco, entre as anoxias, do anestésico.

De uma forma geral, o perfil de variacdo do comportamento dos indices
tende a ser semelhante em ambos os momentos de anoxia, registando-se um au-
mento da VFC apds o estimulo.

De igual modo, procedeu-se ao estudo do comportamento dos indices de
analise da VFC no dominio da frequéncia, em ambos os momentos de anoxia.
Esses resultados sdao apresentados na Figura 57.
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Figura 57. — Comportamento dos indices de andlise da VFC no dominio da frequéncia, em dois
momentos de anoxia consecutivos (Anoxia 1 e Anoxia 2) para um rato Wistar com patologia me-

tabolica.
Tem-se: (A) indice LF; (B) indice HF; (C) r4cio LF/HF.

Nota-se que, no primeiro momento de anoxia, o valor de LF é mais elevado,
ao longo de toda a aquisicdo considerada, enquanto que o parametro HF é mais
reduzido, em relagdo ao segundo momento de estimulo. No entanto, o perfil de
variagdo € bastante semelhante entre ambos 0s momentos.
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No segundo momento de anoxia, verifica-se um aumento do valor de
LF/HF no momento do estimulo, contrariamente ao que sucede na primeira con-
dicdo de anoxia.

Conclui-se, entdo, que o animal com patologia metabdlica apresenta uma
resposta autonémica mais semelhante a resposta desencadeada pelo animal sau-
dével, a uma condi¢do de anoxia, quando o estimulo é repetido. No primeiro
momento de anoxia, o animal patolégico parece apresentar uma resposta tardia
e mais divergente da resposta de um animal saudavel tido como referéncia.

5.2.2. A VEC no estimulo de Glicose

Estudos revelam que um aumento das concentracées de glicose e insulina
no plasma estd associado a respostas simpdticas dependentes do estado de tole-
rancia a insulina do individuo em causa [7].

Com o intuito de perceber como a patologia metabdlica, induzida por uma
dieta hipercalc’)rica com consumo aumentado de agticar, afeta a resposta autono-
mica a um estimulo metabdlico, procedeu-se a uma analise da VFC ao longo de
varios periodos temporais antes, durante e apés um aumento da concentracao de
glicose no sangue. Na Tabela 8 sdo apresentados os ntimeros de aquisigdes estu-
dadas por forma a perceber como a resposta a este estimulo varia em funcao de
uma condic¢do de patologia metabdlica.

Tabela 8. — Ntmero de aquisi¢des consideradas no estudo, para cada grupo de animais, em con-
digdo de estimulo de glicose.

CONTROLO HFHSu

N.° de aquisic¢oes 1 3

Total de aquisi¢cdes 4

Tanto no modelo animal sauddavel (grupo Controlo) como em modelos ani-
mais com resisténcia insulinica (grupo HFHSu), ap6s o estimulo de glicose (apro-
ximadamente, 10 minutos apds o estimulo), regista-se uma diminui¢do da média
dos intervalos RR, o que implicard um aumento da FC.

Um aumento da FC implica um maior nimero de batimentos cardiacos
num mesmo intervalo de tempo, o que origina um menor intervalo temporal en-
tre batimentos, logo, um menor intervalo entre as ondas R de cada batimento e,
portanto, um menor valor da média RR. Na Figura 58 é possivel verificar a vari-
acao da média RR perante o estimulo de glicose, para ambos os grupos de ani-
mais em estudo.
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Figura 58. — Comportamento do valor da média RR (em milissegundos) ao longo do tempo,
aquando do estimulo de glicose, para o grupo de animais sauddveis (controlo) e para o grupo de

animais resistentes a insulina (HFHSu).

No animal de controlo, saudével, regista-se, imediatamente a seguir ao es-
timulo, um ligeiro aumento da duracdo dos intervalos RR (reducdo da FC), se-
guido de uma diminuicdo dos intervalos RR (aumento da FC). Aos 30 minutos o
valor de RR tende a aproximar-se dos valores basais, ou seja, dos valores antes
do estimulo, designado como Pré-Glicose.

No grupo de animais resistentes a insulina, também se nota um ligeiro au-
mento da média RR imediatamente a seguir ao estimulo, seguido de uma dimi-
nui¢do da média dos intervalos RR. Aos 30 minutos o valor de RR tende a apro-
ximar-se dos valores basais.

No que a VFC concerne, a resposta é distinta entre o animal saudavel e os
animais insulinicamente resistentes. Numa resposta imediata a um aumento da
concentragdo de glicose no sangue, o rato saudavel reage através do aumento da
VFC, notado pelo aumento dos parametros SDNN, rMSSD e SDSD. Por outro
lado, os animais resistentes a insulina, modelos da Diabetes tipo 2, Obesidade ou
Sindrome Metabdlico em humanos, respondem através de uma diminui¢do dos
valores destes parametros, logo, através de uma redugdo da VFC. Estes resulta-
dos sdo apresentados na Figura 59.

N

Todos os animais considerados no grupo resistente a insulina, grupo
HFHSu, apresentam a mesma idade e foram sujeitos a mesma dieta e, portanto,
apresentardo todos o mesmo estado de tolerdncia a glicose e de resisténcia a in-
sulina.
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Figura 59. — Efeito de uma dieta hipercalérica na resposta ao estimulo de Glicose, resultado de

uma andlise da VFC no dominio do tempo.

Representacdo gréfica dos indices utilizados para andlise da VFC no grupo de animais sujeito a

uma dieta normal e no grupo exposto a uma dieta hipercalérica com consumo aumentado de
agudcar: (A) SDNN; (B) rtMSSD; (C) SDSD; (D) pNN20; (E) pNNG6.

Considerando o animal tido como controlo, regista-se, imediatamente a se-

guir ao estimulo, uma diminuic¢do dos valores de SDNN, rMSSD, SDSD (redugao

da VFC), seguida de um aumento destes indices nos minutos seguintes. O au-

mento destes valores ocorre, apds a tal diminuigdo no momento do estimulo,

cerca de 5 minutos ap6s o estimulo (intervalo 5 a 10 minutos).

No grupo de animais resistentes a insulina, também se nota um ligeiro de-
créscimo dos valores dos indices SDNN, rMSSD, SDSD no momento do estimulo,

mas este decréscimo é pouco significativo. Neste caso, apenas passados cerca de

10 minutos apds o estimulo se regista um aumento dos valores destes parame-

tr

OS.

Pode-se deduzir, entdo, que, no animal saudavel, a resposta ao aumento da

concentragdo de glicose no sangue ocorre de forma imediata e com uma duragdo

temporal de cerca de 30 minutos, altura a partir da qual os indices de VFC retor-

nam aos seus valores normais. Esta resposta é tipicamente um aumento da FC e

um aumento da VEC.
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Para animais resistentes a insulina, a resposta ao aumento da concentragao
de glicose € menos evidente e mais tardia, ndo respondendo de imediato ao esti-
mulo, mas apenas passados cerca de 10 a 15 minutos. Esta resposta caracteriza-
se, igualmente, por um aumento da FC e um aumento da VFC.

Analise da VFC no dominio da frequéncia:

Para além da recolha de pardmetros de andlise no dominio do tempo, para
averiguar sobre como a VFC e, portanto, como o a resposta do SNA varia em
funcdo de um estimulo metabdlico, é igualmente relevante uma andlise das séries
de intervalos RR no dominio da frequéncia. Estes resultados sdo apresentados na
Figura 60, através dos parametros LF, HF e LF/HF.

Na situagdo de estimulo, ou seja, da injecdo intravenosa de glicose, regista-
se um aumento do parametro LF passados, aproximadamente, 5 minutos do mo-
mento do estimulo, em ambos os grupos de animais. Este aumento parece ser
bastante mais significativo em animais com patologia metabdlica (grupo
HFHSu). Os valores deste pardmetro nos intervalos Pré-Glicose, 0 a 5 minutos e
30 a 45 minutos sdo bastante reduzidos, em ambos os grupos, sendo apresenta-
dos na Figura 60 (A).

Ao fim de 30 minutos apds o estimulo, os valores de LF parecem ser repos-
tos para valores proximos do estado basal, ou seja, do estado Pré-Glicose, para o
animal sauddvel e para os animais com patologia metabdlica.

O indice HF varia de forma semelhante, apresentando um aumento ao fim
de 5 minutos apds o estimulo e voltando a um valor mais baixo e mais préximo
do valor basal, passados cerca de 30 minutos, para ambos os grupos de animais.

O récio LF/HF permanece sensivelmente constante no momento do esti-
mulo, sem grande diferenga em relagdo ao estado basal, para o roedor sauddvel.

Para animais com patologia metabdlica, Diabetes tipo 2, o rdcio LF/HF pa-
rece aumentar ligeiramente apds o estimulo e continuar relativamente alto ao
longo dos 45 minutos seguintes.
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Figura 60. — Efeito de uma condi¢do de aumento dos niveis de glicose no sangue na resposta do
SNA. Indices calculados no dominio da frequéncia.

Representacdo gréfica dos parametros utilizados para anélise da VFC no dominio da frequéncia:
(A) LF; (B) HF; (C) LF/HF.

Anadlise da VFC por métodos nao lineares no dominio do tempo:

No que a forma da dispersao de Poincaré concerne, ao longo da aquisicao,
em ambos os grupos de animais em estudo, ndo se registam diferencas. A grande
maioria dos animais apresenta, ao longo de todos os segmentos temporais anali-
sados, um gréfico de Poincaré com uma forma de Torpedo. Assim, acredita-se
que uma andlise quantitativa dos graficos de Poincaré, com recurso aos parame-
tros SD1, SD2 e SD1/SD2 possa ser mais relevante. Estes resultados sdo apresen-
tados na Figura 61.

99



CAPITULO 5. ANALISE E DISCUSSAO DE RESULTADOS

A B
SD1 sD2
40 50
— 40
30 _
30—
o 204 a
7] (7]
20—
10
10—
o_l O . nﬁ_ﬁrﬁiﬂ o_l O :
CONTROLO HFHSu CONTROLO HFHSu
C SD1/SD2
1.5
Bl PRE-GLICOSE
= 0A5MIN
o 7 1 5A10 MIN
[a]
2 1 10A15MIN
[a]
® o05d B 15A30 MIN
1 30A45MIN
0.0~
CONTROLO HFHSu

Figura 61. — Efeito do aumento dos niveis de glicose no sangue no SNA, pelos indices de anélise
das dispersdes de Poincaré.
A saber: (A) SD1; (B) SD2; (C) rdcio SD1/SD2.

Quer o parametro SD1, quer o parametro SD2 aumentam passados cerca de
5 a 10 minutos apo6s o estimulo, considerando o rato sauddvel, sem patologia me-
tabdlica. Este parametro atinge um valor maximo no intervalo que dista entre 10
a 15 minutos do estimulo e retorna a um valor préximo do basal ao fim de 30 a
45 minutos apds o estimulo.

Para o grupo de ratos diabéticos, nota-se um aumento dos parametros SD1
e SD2 ao fim de 15 a 30 minutos apds o estimulo. Este aumento acontece muito
mais tardiamente do que no rato controlo.

O parametro SD1/SD2 permanece aproximadamente constante ao longo da
aquisi¢do, tanto no animal controlo (grupo Controlo), como nos animais diabéti-
cos (grupo HFHSu), registando-se, apenas, em ambos os grupos, uma ligeira di-
minui¢do aquando do estimulo.

Da andlise das dispersdes de Poincaré pode, ainda, ser calculado o indice
boxcount. Os resultados obtidos para este parametro, para ambos os grupos de
animais, sdo apresentados na Figura 62.
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Figura 62. — Representacdo da variacdo do pardmetro boxcount, em momentos antes, durante e
ap6s um estimulo por aumento dos niveis sanguineos de glicose.

Resultados de uma anélise do gréfico de Poincaré, para um animal controlo e um animal com
patologia metabdlica.

O paradmetro boxcount apresenta um comportamento semelhante entre o
animal sem patologia e os animais com patologia metabdlica. Este pardmetro
apresenta um valor que se mantém sensivelmente constante ao longo do estimulo
e semelhante ao estado basal, notando-se um aumento significativo do valor de
boxcount quando findos cerca de 15 minutos apds o estimulo.

Do estudo destes resultados obtidos apds andlise das dispersdes de Poin-
caré dos vdrios animais, pode-se inferir que os parametros SD1 e SD2 se alteram
de uma forma mais rdpida, aquando de uma situacdo de estimulo metabdlico, e
que o parametro boxcount registara alteragdes mais tardias.

Uma anélise estatistica dos resultados apresentados teria pouco rigor e
pouco valor cientifico, pela dimensao reduzida da amostra. Assim, toda a andlise
foi realizada através de observacao direta e cdlculos relativamente simples de di-
ferencas de valores.

Estes resultados estdo de acordo com o descrito na literatura. O estimulo de
glicose tem como consequéncia um aumento da resposta simpdtica e um decrés-
cimo da resposta parassimpdtica [7]. Sabe-se que a resposta simpadtica é tipica-
mente excitatéria e imediata, respondendo através do aumento da FC.

Num estimulo de glicose, individuos saudéveis respondem através do au-
mento da FC, sem modificacdo significativa da VFC. Por outro lado, individuos
com Sindrome Metabdlico respondem através do aumento da atividade simp4-
tica e decréscimo do ténus parassimpdtico, o que sugere um desequilibrio no
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SNA como consequéncia de uma situa¢do de hiperglicemia e hiperinsulinemia

[7].

5.3. Estudo da VFC no repouso: animais sujeitos
a bloqueio cirargico do NSC

Procurando avaliar como o bloqueio cirtrgico do NSC afeta a resposta au-
tonémica numa condigdo basal, sem exposi¢do a um estimulo especifico, proce-
deu-se a uma andlise da VFC ao longo de segmentos temporais de alguns minu-
tos para animais com e sem patologia metabdlica, com NSC intacto e com dener-
vacao do NSC.

Com o intuito de compreender como a denervacdo do NSC afeta a resposta
do SNA e, portanto, como afeta a patologia metabdlica enquanto desencadeadora
de neuropatia autonémica, foram estudados quatro grupos distintos de animais.

Na Tabela 9 sdo apresentados os nimeros de aquisi¢des estudadas por
forma a perceber como a resposta a este estimulo varia em fun¢do de uma condi-
cdo de patologia metabdlica.

Tabela 9. — Nuimero de aquisi¢des consideradas em cada grupo de animais, para o estudo do

bloqueio cirtirgico do nervo do seio carotideo (NSC) no sistema nervoso auténomo.

CONTROLO HFat CONTROLO DEN HFat DEN

N.° de aquisi¢Oes 6 ‘ 2 ‘ 3 4

Total de aquisicdes 15

Analise da VFC no dominio do tempo:

Os valores médios dos parametros utilizados para andlise da VFC sao
apresentados, para os varios grupos de animais em estudo, na Figura 63.

Numa condigdo de patologia metabdlica em estado inicial, como um es-
tado de pré-Diabetes, representado pelo grupo HFat, nota-se um ligeiro aumento
da duracgdo dos intervalos RR, o que estd relacionado com uma redugao da FC,
por comparacdo a uma condigdo saudével, representada pelo grupo Controlo.

Ap6s a ressecao cirtrgica do NSC em animais com patologia, grupo HFat
DEN, nota-se uma compensacao do aumento da duragdo dos intervalos RR. Este
grupo de animais apresenta um valor médio de duracdo dos intervalos RR mais
baixo do que o grupo HFat, o que podera ser indicador de maior semelhanga ao
grupo Controlo.
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Para os grupos Controlo e Controlo DEN, que representam grupos de ani-
mais sauddveis com NSC intacto e sujeitos a resse¢do do NSC, respetivamente,
os valores de intervalos RR sdo semelhantes entre eles.

Os parametros de andlise da VFC parecem estar reduzidos na patologia
metabdlica, grupo HFat, tal como previamente descrito na secgdo 5.1. Esta afir-
magdo € vélida para os indices SDNN, rMSSD, SDSD. O grupo HFat DEN apre-
senta valores médios para estes indices mais elevados e, portanto, mais préximos
dos valores do grupo Controlo. O grupo Controlo DEN néo apresenta grandes
variagOes dos valores destes parametros, em relagdo ao grupo Controlo.

Os indices pNN20 e pNN6 tendem a ser mais baixos numa condigdo de
disttirbio metabdlico (grupo HFat). O grupo HFat DEN apresenta um valor mé-
dio de pNN20 e de pNN6 reduzido, em relagdo aos grupos Controlo e Controlo
DEN. Entre os grupos Controlo e Controlo DEN as diferencas destes indices nao
sdo significativas, apresentando valores bastante préximos entres os dois grupos.

Analisando a distribui¢do dos valores de RR ao longo da aquisi¢do, nota-se,
em animais controlo com NSC intacto, um valor absoluto mais reduzido de kur-
tosis e de skewness.

Os roedores expostos a uma dieta hipercaldrica, sem interferéncia no NSC
(grupo HFat), tém tendéncia para apresentar uma distribui¢do do sinal RR com
pico mais pronunciado e com maior assimetria, afastando-se mais de uma distri-
buigdo normal do que em animais controlo.

Os animais sujeitos a ressegdo do NSC apresentam uma distribuigdo do si-
nal RR com pico mais pronunciado e com maior assimetria, por comparagao aos
animais do grupo Controlo sem alteracao no NSC.
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Figura 63. — Efeito da denervagdo do NSC no SNA, resultado de uma andlise da VFC no dominio
do tempo.

Representacdo dos indices utilizados para andlise da VFC em grupos de animais com e sem pa-
tologia de resisténcia insulinica e com e sem ressecéo cirtargica do NSC: (A) média RR (em milis-
segundos); (B) SDNN; (C) rMSSD; (D) SDSD; (E) pNN20 (em percentagem); (F) pNNG6 (valores

percentuais).

Os valores de kurtosis e skewness para os vdrios grupos de roedores sdo apre-
sentados na Figura 64.
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Figura 64. — Andlise de pardmetros descritivos das distribui¢ées de intervalos RR para roedores
sauddveis e com patologia metabdlica, com NSC intacto e ressecdo cirtrgica do NSC.
Apresentacdo dos pardmetros: (A) kurtosis; (B) skewness.

Uma andlise do histograma da série temporal de intervalos RR pode ser
conseguida através do cdlculo de parametros de origem geométrica. Os resulta-
dos indices caracterizadores dos respetivos histogramas sdo apresentados na Fi-

gura 65.
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Figura 65. — Efeito da denervagdo do NSC nos indices geométricos de andlise do histograma de
séries temporais de intervalos RR.
Representagdo gréfica dos indices: (A) Ti; (B) TINN.
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O grupo de animais HFat tende a apresentar valores de Ti e TINN mais
reduzidos, quando comparados a animais Controlo. Quando sujeitos a denerva-
¢do do NSC (grupo HFat DEN), os valores destes indices aumentam e tendem a
ser superiores aos valores controlo. Os animais ndo patolégicos, quando sujeitos
a denervacao do NSC (grupo Controlo DEN), tendem a reduzir os valores de Ti
e TINN de forma pouco significativa.

Analise da VFC no dominio da frequéncia:

Os animais sujeitos a uma dieta hipercalérica (grupo HFat) apresentam um
valor mais elevado de LF e de LF/HF e um valor mais reduzido de HF e PSD,
quando comparados aos animais expostos a uma dieta dita normal. Estes resul-
tados estdo de acordo com os resultados previamente obtidos neste projeto,
quando comparados os efeitos de dietas hipercaldricas no dominio da frequéncia
da VFC e também com os dados previamente publicados pelo grupo [6]. Na Fi-
gura 66 sdao apresentados os resultados obtidos no dominio da frequéncia, para
0s vérios grupos de animais em estudo.

Os animais do grupo Controlo DEN apresentam, também, um valor mais
elevado de LF e um valor mais reduzido de HF, quando comparados aos animais
do grupo Controlo.

Os valores de PSD tendem a ser sensivelmente semelhantes entre os grupos
controlo estudados (Controlo e Controlo DEN).

O grupo HFat DEN apresenta um valor médio de LF/HF mais reduzido,
em relagdo ao grupo HFat e, portanto, mais préximo do valor do grupo Controlo.
O mesmo parece ser verificado em animais sem patologia sujeitos a bloqueio ci-
rargico do NSC: o grupo Controlo DEN apresenta um valor médio mais reduzido
do récio LF/HF, quando comparado ao grupo Controlo. Estes resultados estdo
de acordo com os resultados descritos na literatura [6].
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Figura 66. — Efeito da denervagdo do NSC no SNA de roedores saudaveis e com patologia meta-

bdlica.

Representacdo gréfica dos pardmetros utilizados para andlise da VFC por exibicdo da média e
respetiva barra de erro: (A) LF; (B) HF; (C) LF/HF; (D) PSD.
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Anadlise da VFC por métodos nao lineares no dominio do tempo:

Quanto a forma das dispersdes de Poincaré, ndo se registam diferencas
significativas entre os grupos. A maioria dos animais apresenta um grafico de
Poincaré com uma forma de Torpedo, em todos os grupos em estudo. Na Tabela
10 sdo apresentadas as vdrias formas obtidas para os graficos de Poincaré dos
animais dos vdrios grupos.

Posto isto, conclui-se que uma andlise quantitativa da dispersao de Poin-
caré sera mais rigorosa na diferenciacdo entre os varios grupos. Na Figura 67 sao
apresentados os resultados obtidos para os vdrios grupos de roedores, para os
pardmetros de quantificagdo da dispersdo de Poincaré SD1, SD2 e SD1/SD2.

Tabela 10. — Representagdo das formas das dispersdes dos gréficos de Poincaré obtidas para os
vdrios grupos, no estudo do bloqueio cirtirgico do nervo do seio carotideo.
Apresentacdo do valor numérico e percentual dos tipos de formas obtidas em cada um dos gru-

pos.

Grupo Forma da dispersao de Poincaré N %

Forma de Torpedo 2 32

Padréo de Lébulo triplo 1 17

Controlo SZ-Leque 1 17

Padréo de ilha do tipo A 1 17

Padréo de ilha do tipo B 1 17

HFat Forma de Torpedo 2 100
Forma de Torpedo 1 33,(3)
Controlo DEN Padréo de Lébulo duplo 1 33,(3)
Indefinida 1 33,(3)

Forma de Torpedo 3 75

HFat DEN
Indefinida 1 25

108



CAPITULO 5. ANALISE E DISCUSSAO DE RESULTADOS

A B C
SD1 SD2 SD1/SD2
304 25+ 2.0+
204
1.5+
20+
154 N
5 o @ 4
) ) 5
10 7))
10
0.5+
= M
0- T 0- T T 0.0- T T
QL & & & QL £ & & F & & &
& & & & & 49 &
(,0 &Q‘ Q‘ Qo .\Q' (,o é\Q‘
& o S

Figura 67. — Efeito da denervacdo do NSC no SNA em animais sujeitos a uma dieta normal e a
uma dieta hipercaldrica.
Indices de anélise das dispersdes de Poincaré: (A) SD1; (B) SD2; (C) rdcio SD1/SD2.

Nota-se uma redugdo dos parametros de andlise dos graficos de Poincaré
(SD1 e SD2) e uma consequente redugdo do rdcio SD1/SD2 para animais expos-
tos a uma dieta hipercaldrica (grupo HFat).

Entre o grupo Controlo e o grupo Controlo DEN, que representam roedores
sauddveis com NSC intacto e roedores sauddveis com ressecao do NSC, respeti-
vamente, ndo apresentam diferencas significativas entre si. Os parametros SD1,
SD2 e SD1/SD2 permanecem sensivelmente semelhantes entre estes grupos.

O grupo HFat DEN apresenta valores de SD1, SD2 e SD1/SD2 relativa-
mente baixos, quando comparados ao grupo Controlo, e semelhantes ao grupo
HFat.

Na Figura 68 sdo apresentados os valores médios do parametro boxcount
para os trés grupos de animais em estudo, parametro que avalia a drea de ocu-
pagdo da dispersdo de Poincaré. Um maior valor de boxcount estard relacionado
com uma maior dispersdo dos pontos, logo, com uma maior variabilidade dos
intervalos RR.
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Figura 68. — Representacdo da variacdo do parametro boxcount, resultado de uma analise do gra-
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fico de Poincaré, para animais com e sem patologia metabdlico com NSC intacto e sujeitos a res-
secdo cirturgica do NSC.

Para animais com patologia metabélica com NSC intacto (grupo HFat), ve-
rifica-se uma tendéncia para uma ligeira redugdo do parametro boxcount, em re-
lagdo a animais sem patologia com NSC intacto (grupo Controlo). Isto serd indi-
cativo de uma menor variabilidade entre os intervalos RR em animais com pato-
logia. No entanto, esta reducdo ndo € significativa.

Animais com patologia metabdlica sujeitos a ressecdo cirtirgica do NSC
(grupo HFat DEN) apresentam um valor de boxcount mais elevado do que ani-
mais patolégicos com NSC intacto.

O grupo Controlo DEN apresenta um valor médio do parametro boxcount
ligeiramente mais baixo do que o grupo Controlo, o que podera ser indicativo de
uma ligeira redugéo, ndo significativa, da dispersao de pontos do grafico de Poin-
caré.

Anadlise por testes estatisticos dos resultados obtidos nos varios dominios:

Uma anélise estatistica de todos os resultados permite verificar a significan-
cia das diferencas encontradas entre os grupos.

Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados (valor de p) para um teste uni-
direcional de varidncia (One-Way ANOVA) para os varios parametros estudados,
comparando o grupo de animais exposto a uma dieta hipercaldrica e os grupos
de animais sujeitos a bloqueio cirdrgico do NSC com o grupo de controlo.
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Tabela 11. — Apresentagdo dos resultados de uma andlise de varidncia unidirecional (One-Way
ANOVA) na avaliagdo da denervagdo do NSC no sistema nervoso auténomo
Todos os grupos (HFat, Controlo DEN e HFat DEN) sdo comparados ao grupo Controlo e é apre-

sentado o valor de p para cada parametro analisado e cada grupo estudado.

Grupo Valor de p Estatisticamente significante?
HFat 0,6216 Nao
MEDIA FC  Controlo DEN 0,6150 Nao
HFat DEN 0,9883 Nao
HFat 0,7203 Nao
MEDIARR  Controlo DEN 0,8151 Nao
HFat DEN 0,9994 Nao
HFat 0,9222 Nao
SDNN Controlo DEN 0,9980 Naio
HFat DEN 0,9941 Nao
HFat 0,9220 Nao
rtMSSD Controlo DEN 0,9980 Naio
HFat DEN 0,9941 Nao
HFat 0,6656 Nao
SDSD Controlo DEN 0,9777 Nao
HFat DEN 0,9380 Nao
HFat 0,5026 Nao
pNN20 Controlo DEN 0,9459 Naio
HFat DEN 0,3885 Nao
HFat 0,6068 Nao
pNNe6 Controlo DEN 0,9979 Naio
HFat DEN 0,1149 Nao
HFat 0,9957 Nao
Kurtosis Controlo DEN 0,6707 Naio
HFat DEN 0,2156 Nao
HFat 0,8930 Nao
Skewness Controlo DEN 0,5005 Nao
HFat DEN 0,0734 Nao
Ti HFat 0,9459 Nao
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Controlo DEN 0,9996 Naio

HFat DEN 0,9399 Néo

HFat 0,9777 Néo

TINN Controlo DEN 0,9997 Nao
HFat DEN 0,3162 Néo

HFat 0,8590 Néo

LF Controlo DEN 0,1079 Nao
HFat DEN 0,6572 Néo

HFat 0,5317 Néo

HF Controlo DEN 0,8784 Nao
HFat DEN 0,3520 Néo

HFat 0,8724 Néo

PSD Controlo DEN 0,9241 Nao
HFat DEN 0,9972 Néo

HFat 0,1755 Néo

LF/HF Controlo DEN 0,9821 Nio
HFat DEN 0,6677 Néo

HFat 0,4685 Néo

SD1 Controlo DEN 0,9909 Naio
HFat DEN 0,1966 Néo

HFat 0,5319 Néo

SD2 Controlo DEN 0,9915 Naio
HFat DEN 0,1309 Néo

HFat 0,6413 Néo

SD1/SD2 Controlo DEN 0,8321 Nio
HFat DEN 0,4249 Néo

HFat 0,9787 Néo

Boxcount Controlo DEN >(0,9999 Naio
HFat DEN 0,8752 Néo

Conclui-se, entdo, que nenhum dos pardmetros analisados mostra ser es-
tatisticamente relevante na diferenciacdo dos grupos. Esta reduzida significancia
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estatistica de distin¢do entre os grupos pode ser explicada pela dimensao redu-
zida dos grupos.

De qualquer modo, é possivel verificar que o parametro LF/HF apresenta
um valor de p mais baixo para o grupo HFat. Isto poderé ser indicio de que este
parametro serd mais distinto entre animais com e sem patologia, mais concreta-
mente, entre o grupo Controlo e o grupo HFat. Verifica-se que o grupo Controlo
DEN apresenta um valor de p bastante elevado para este parametro, refletindo a
proximidade deste grupo ao grupo Controlo. O grupo HFat DEN apresenta um
valor de p, para o parametro LF / HF, razoavelmente mais elevado do que o grupo
HFat, demonstrando-se, assim, que, no que a este parametro concerne, o bloqueio
do NSC aproxima os animais patoldgicos aos animais saudaveis.

5.4. Estudo detalhado da VFC no dominio da fre-
quéncia

Quando considerada uma andlise no dominio da frequéncia, as diferencas
entre 0s grupos sdao ainda mais nitidas. Alguns autores defendem que uma ana-
lise no dominio da frequéncia serd preferivel para medidas de curto prazo, na
ordem dos 5 minutos de aquisi¢do [30]. Todas as aquisi¢des consideradas, numa
situacdo de auséncia de estimulo, apresentam uma dimensao inferior a 16 minu-
tos, situando-se a grande maioria em 8 minutos.

Perante esta importancia de uma anélise da VFC no dominio da frequéncia
na caracterizacdo e distingdo entre os varios grupos de animais em estudo, pen-
sou-se ser relevante uma andlise mais detalhada neste dominio. Assim, foram
considerados os grupos: Controlo, HFat, HFHSu, Controlo DEN e HFat DEN. O
objetivo foi procurar analisar o impacto de diferentes dietas e do bloqueio cirtr-
gico do NSC no SNA, através da andlise da VFC no dominio da frequéncia.

Neste capitulo serdo apresentadas outras abordagens de tratamento de da-
dos no dominio da frequéncia, as quais deverdo ser tidas em conta, por forma a
garantir uma andlise abrangente e pormenorizada das séries temporais de inter-
valos RR no dominio da frequéncia.

Alguns autores defendem a utilizacdo de um valor de densidade de potén-
cia para as LF e para as HF normalizado (LF norm e HF norm, respetivamente),
isto é, ao invés de se considerar apenas o valor calculado para a densidade de
poténcia em cada intervalo de frequéncias pré-estabelecido (neste caso, LF e HF),
considerar o valor normalizado, o que pode ser conseguido tal como explicado
na equacao 5.1 [77].
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LF norm = 100 X (5.1)

(LF + HF)

O mesmo pode ser aplicado para o caso das HF, sendo exemplificado na
equacgao 5.2.

HF
HF =100 X —————=— .
norm @LF + HP) (5.2)

Os valores normalizados da densidade de poténcia das baixas e altas fre-
quéncias, representados pelos indices LF e HF, respetivamente, para todos os
grupos de animais em estudo, sdo ilustrados graficamente na Figura 69.

Quando se considera, diretamente, o valor de LF e HF para cada espetro de
poténcia como pardmetro comparativo entre animais, assume-se a semelhanca
entre os varios espetros. No entanto, existe alguma variacdo entre o perfil dos
varios espetros de poténcia e, portanto, torna-se relevante considerar uma me-
dida de comparacao normalizada.
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Figura 69. — Efeito de dietas hipercaldricas e da denervagdo do NSC no SNA de roedores saudé-
veis e de roedores com patologia metabdlica.

Representacdo grafica dos pardmetros normalizados utilizados para andlise da VFC no dominio
da frequéncia, por exibi¢do da média e respetiva barra de erro: (A) LF normalizado; (B) HF nor-

malizado.
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Partindo dos valores normalizados dos indices LF e HF, conclui-se que o
grupo HFat apresenta um valor relativamente elevado de LF. Os valores norma-
lizados de LF sdo semelhantes entre os vdrios grupos.

Quanto ao indice HF, nota-se uma reducao do valor de HF normalizado
para o grupo HFat, comparativamente aos restantes grupos. Todos os grupos
apresentam um valor normalizado de HF mais baixo do que o do grupo Con-
trolo.

Uma redugédo do valor de HF estd tipicamente relacionada com uma redu-
¢do da atividade do SNP. Um aumento do valor de LF esta relacionado com o
aumento da atividade do SNS.

Se, partindo destes parametros com valores normalizados, se calcular os
respetivos valores médios dos rdcios LF/HF para os vdrios grupos de animais,
pode-se verificar um aumento notdrio deste rdcio para o grupo em estado mais
avangado de patologia metabdlica (grupo HFHSu), em relagdo aos restantes gru-
pos. Estes resultados sdo apresentados na Figura 70.
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Figura 70. - Representacdo gréfica do valor médio do rdcio LF/HF normalizado e respetiva barra
de erro para os vdrios grupos de animais estudados ao longo deste projeto.

Os animais com patologia metabdlica em estado mais inicial (grupo HFat)
apresentam um valor de LF/HF normalizado (LF/HF norm) mais elevado do
que os animais sauddveis (grupo Controlo). O grupo de animais com patologia
metabdlica em estado inicial e sujeito a bloqueio cirtirgico do NSC (HFat DEN)
apresenta um valor de LF/HF norm mais reduzido, em relag¢do a animais com o
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mesmo estado de patologia sem submissdo a esta denervagao (grupo HFat). O
grupo Controlo DEN apresenta um valor de LF/HF norm semelhante ao apre-
sentado pelo grupo Controlo.

Uma andlise estatistica dos resultados obtidos para os valores normalizados
de LF e HF com recurso ao teste unidirecional de varidncia (One-Way ANOVA)
ndo apresenta significancia estatistica relevante entre os grupos. Ressalva-se,
uma vez mais, que a reduzida dimensdo dos grupos pode implicar uma baixa
significancia estatistica.

Ao longo do desenvolvimento deste projeto, surgiu a questdo de se os limi-
tes estabelecidos e comumente aceites na literatura na diferenciacao entre as LF
e as HF sdo adequados de uma forma coerente a todos os animais, isto é, se se
justificara a realizacdo de alguns ajustes nestes limites, por forma a garantir que
todos os animais apresentam um pico pronunciado no seu espetro de poténcias
no intervalo definido como LF e 0 mesmo nas HF.

As observagOes conseguidas através da interface desenvolvida para andlise
da VFC, nomeadamente, do médulo destinado a andlise no dominio da frequén-
cia, sugerem a existéncia de alguma heterogeneidade entre os espetros de potén-
cia dos vdrios animais. Todavia, apesar destas pequenas oscilagdes entre os va-
rios animais, as bandas de frequéncias definidas parecem originar espetros de
poténcia semelhantes entre os vdrios roedores, com um comportamento seme-
lhante dentro de cada banda de frequéncias.

Na Figura 71 sdo apresentados dois exemplos de espetros de poténcia de
ratos Wistar sauddveis. Num dos espetros nota-se que o pico mais pronunciado
das LF se encontra inteiramente contido no intervalo definido como LF; no outro
espetro, verifica-se que o pico mais pronunciado das LF se expande ligeiramente
para o intervalo ja considerado como HF.
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Figura 71. — Apresentagdo de dois espetros de poténcia de dois animais controlo, sem patologia
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metabdlica.

Salienta-se que: em (A) nota-se que o pico das LF se encontra totalmente dentro dos limites das
LF e em (B) verifica-se que o pico das LF se tende a procurar ligeiramente para o intervalo das
HF.
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Os espetros de poténcia de cada animal em estudo foram estudados indivi-
dualmente, no sentido de perceber a interferéncia da variagdo dos valores limite
das LF e HF.

Posto isto, apesar de ser inequivocamente algo a explorar mais detalhada-
mente no futuro, esclarece-se que, para o caso em estudo, os limites diferencia-
dores das LF e HF sdo adaptados a cada espetro estudado, na certeza de que
existe grande variabilidade entre individuos, no que aos seus espetros de potén-
cia da série temporal dos intervalos RR diz respeito.

No médulo de anélise da série temporal no dominio da frequéncia, é dispo-
nibilizada, ao utilizador, a hipétese de célculo, através da fungdo pwelch, do es-
petro de poténcia das diferencas positivas e negativas entre intervalos RR da série
de intervalos RR, em separado. Sdo apresentados os dois espetros de poténcia, os
quais serdo uma representacdo da atividade da via simpdtica e parassimpatica
do SNA.

Um estudo da VFC com recurso a esta andlise apresenta resultados corro-
borativos dos resultados previamente obtidos e descritos. Na Figura 72 sdo apre-
sentados dois resultados desta andlise, um correspondente a um animal saudével
e um para um animal com patologia metabdlica.
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Figura 72. — Andlise da VFC através do cdlculo da poténcia das varia¢des negativas e positivas
das diferencas entre os intervalos RR, com a respetiva correspondéncia com o SNS e SNP.
Em (A) para um rato Wistar sauddvel e em (B) para um rato Wistar com patologia metabdlica em

estado avangado.
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Verifica-se, mais uma vez, que o SNS se encontra estimulado na patologia
metabdlica.

De realgar a insignificancia deste método, por se tratar de uma forma muito
simplista de averiguar sobre a atividade das vias simpadtica e parassimpdtica do
SNA, assumindo que varia¢gdes mais ou menos instantadneas no ritmo cardiaco
sdo consequéncia, nica e exclusivamente, da atividade do SNS e SNP. Esta su-
posicdo descarda, por exemplo, o papel relevante da frequéncia e ritmo respira-
tério sobre a atividade cardiaca.

Vdrias outras andlises poderiam ser consideradas neste contexto.
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Em primeiro lugar, é importante realcar que o ndmero reduzido de amos-
tras consideradas em cada grupo de animais estudado, por limitacdes de dados
disponiveis, torna as conclusées deste projeto menos significativas.

Tal como previamente descrito na literatura, os resultados deste estudo per-
mitem verificar que a patologia metabdlica estd associada a um aumento da ati-
vidade do SNS, sem aumento da atividade opositora do SNP.

Observou-se que o aumento da atividade simpdtica é mais notério num es-
tado mais avancado de patologia, o que, neste caso, é conseguido por exposigao
a uma dieta hipercaldrica com consumo aumentado de agticar.

Verificou-se que diferentes dietas hipercaldricas tém diferentes impactos ao
nivel autonémico, mas que qualquer das duas dietas hipercaldricas estudadas
acarreta alteragdes no SNA.

A resposta fisiologica a um estimulo de anoxia parece manter-se preservada
mesmo na presenca de patologia metabdlica. Por outro lado, a resposta a um es-
timulo de aumento dos niveis de glicose no sangue parece ser alterada na pre-
senca de patologia metabdlica, patologia causadora da tal neuropatia autonémica
ja referida.

O bloqueio cirdargico do NSC foi ja descrito como capaz de retroceder as
alteragdes metabdlicas causadas por distirbios como a Diabetes tipo 2 a nivel de
deposicdo de gordura, niveis de glicémia, tolerancia a glicose e resisténcia a in-
sulina, bem como, da hiper ativacdo do SNS. Este estudo permitiu validar estas
observagOes e possibilitar uma andlise mais individualizada e pormenorizada
desta cirurgia no SNA, por meio da analise da VFC.
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6.1. Efeitos de diferentes dietas hipercaldricas no
SNA

De uma simples visualizacdo grafica comparativa do tacograma de um rato
Wistar sujeito a uma dieta standard, portanto, um animal metabolicamente sau-
ddvel e de um rato Wistar sujeito a uma dieta hipercal6rica, portanto, um animal
com algum tipo de patologia metabdlica, torna-se possivel verificar que existe
uma maior variabilidade no grafico do animal saudével.

Uma condi¢do de distirbio metabdlico induzido por uma dieta hipercal6-
rica afeta, de forma visivel, a VFC e, portanto, a atividade do SNA.

Na Figura 73 podem ser visualizados dois tacogramas de intervalos RR, um
para um rato Wistar sauddvel, exposto a uma dieta standard; e um para um rato
Wistar com Sindrome Metabdlico e Diabetes tipo 2, por exposi¢do a uma dieta
hipercalérica com aumento do consumo de agticares.

Sendo sabido que a VFC estd diretamente relacionada com o SNA, pode-se
concluir que existem diferengas a nivel autonémico entre um individuo com e
sem patologia metabdlica.

Animais sujeitos a uma dieta hipercalérica tendem a apresentar um valor
ligeiramente mais elevado de FC e uma menor VFC do que animais expostos a
uma dieta standard. Dietas hipercaléricas conduzem ao desenvolvimento de pa-
tologia metabdlica e consequente neuropatia do SNA, por um aumento da ativi-
dade do SNS sem compensacado da atividade opositora do SNP.
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Figura 73. — Tacograma de intervalos RR em fungdo de cada batimento cardiaco para uma condi-
¢do sauddvel e uma condigdo de patologia metabdlica.
Em (A) o tacograma para um rato Wistar sauddvel e em (B) para um rato Wistar com patologia

metabdlica.
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Uma andlise dos parametros utilizados para caracterizacdo da VFC no do-
minio do tempo (média RR, SDNN, rMSSD, SDSD, pNN20, pNN6) permite veri-
ficar uma reducado da VFC perante uma condigdo patoldgica induzida por dietas
hipercaléricas. Os animais expostos a uma dieta hipercaldrica apresentam meno-
res valores de SDNN, rMSSD, SDSD, pNN20 e pNN6, em relacdo aos animais do
grupo Controlo, e, portanto, uma menor VFC.

No dominio da frequéncia, o rdcio LF/HF entende-se como preditor da ati-
vidade simpdtica em relagdo a atividade parassimpatica. Assim, animais intole-
rantes a glicose e/ou resistentes a insulina tenderdo a apresentar uma atividade
aumentada do SNS, por oposicdo a atividade do SNP, sendo mais explicito no
grupo sujeito a uma dieta hipercalérica com consumo aumentado de agticares.

Pode-se entender que os disttirbios metabdlicos acarretam alteragdes no
SNA, por inibi¢do da atividade do SNP, mais evidentes num curto prazo, ou seja,
numa reducdo da variabilidade entre intervalos RR de batimentos cardiacos con-
secutivos.

Conclui-se entdo que, em primeiro lugar, qualquer das dietas hipercaldri-
cas estudadas acarreta alteragdes ao nivel do SNA. Portanto, uma condigao de
patologia metabdlica, independentemente de se tratar de um estado mais inicial
ou mais avangado, implica alteracdes na regulagdo simpadtica e parassimpadtica,
com consequéncias na VFC.

Em segundo lugar, verifica-se que a hiperestimula¢do do SNS, descrita
numa condicdo de distirbio metabdlico, aumenta com o avango da patologia. Os
animais do grupo HFHSu, modelos de Diabetes tipo 2 em humanos e com um
estado mais avangado de patologia, quando comparados ao grupo HF, apresen-
tam uma atividade simpdtica mais elevada, sem compensacdo por parte da ativi-
dade parassimpdtica, que parece permanecer constante ou, até mesmo, reduzida.

6.2. Efeitos de diferentes dietas hipercaldricas na
resposta autonomica

O segundo objetivo do presente projeto era o de verificar a resposta auto-
ndémica na presenca de patologia metabdlica, por altera¢cdes da VFC, numa con-
dicdo de estimulo metabdlico e ndo metabdlico.

Para um estimulo ndo metabdlico, no presente estudo definido como uma
condicdo de anoxia, verifica-se que o perfil de variagdo da média RR e, conse-
quentemente, variacdo da FC, é semelhante em animais sauddveis e em animais
diabéticos.
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O perfil de variagdo da FC e da VFC parece manter-se semelhante entre ani-
mais sauddveis e animais com patologia metabdlica, aquando da exposigdo a um
estfmulo ndo metabdlico, neste caso, a privagdo temporaria de oxigénio. Apesar
da FC ser mais elevada e a VFC ser mais reduzida em animais com disttarbio
metabdlico, a variagdo, quer da FC, quer da VFC, mostra-se, ao longo do esti-
mulo, semelhante entre animais sauddveis e patolégicos. Conclui-se, entdo, que
a resposta autonémica a um estimulo ndo metabdlico ndo se encontra prejudi-
cada numa condigdo de patologia metabdlica.

Por outro lado, perante um estimulo metabdlico, os animais portadores de
patologia metabdlica parecem responder de uma forma mais lenta e menos efici-
ente, por variagdes mais tardias e reduzidas na FC e na VFC, quando comparados
a animais saudéveis.

Esta discrepancia entre a atividade das vias simpdtica e parassimpatica do
SNA tende a prejudicar a resposta a um estimulo metabdlico, neste caso, o au-
mento dos niveis de glicose no sangue.

Para um estimulo metabdlico, no presente estudo representado pelo au-
mento dos niveis de glicose no sangue, através de injecdo intravenosa, verifica-
se, mais uma vez, que o perfil de variagdo da VFC é semelhante em animais sau-
déveis e em animais diabéticos. No entanto, os animais sauddveis respondem ao
estimulo metabdlico de uma forma mais imediata e eficiente.

Os animais com patologia metabdlica, diabéticos, sdo intolerantes a glicose
e resistentes a insulina e demoram mais tempo a desencadear qualquer resposta
autondmica, perante uma elevacdo da concentragdo sanguinea de glicose.

Num estimulo de glicose, individuos sauddveis respondem através do au-
mento da FC, sem modificacdo significativa da VFC. Por outro lado, em indivi-
duos com patologia metabdlica 0 mais notdrio, na resposta a este estimulo,
prende-se com o aumento da atividade simpdtica e decréscimo do ténus paras-
simpético (por variagdo do valor de LF/HF), o que sugere um desequilibrio no
SNA como consequéncia de uma situagdo de uma condi¢do de hiperglicemia.

6.3. Efeitos da denervag¢ao do NSC na resisténcia
insulinica

A VFC parece estar prejudicada em animais com patologia metabdlica e
NSC intacto. Quando sujeitos a denervagdo do NSC, estes animais, portadores de
patologia metabdlica, tendem a aumentar a VFC e a aproximar-se da VFC de ani-
mais sauddveis tidos como controlo.
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Animais saudédveis sujeitos a denervacao do NSC apresentam uma redugao
do valor da atividade simpdtica, ainda que menos significativa do que aquando
da denervacdo em animais patolégicos, em relacdo a atividade parassimpatica
(por variagdo do valor do indice LF/HF) e uma VFC semelhante a animais sau-
daveis com NSC intacto.

Nota-se uma hiper ativagdo da atividade do SNS em animais com patologia
metabdlica e NSC intacto, por oposigdo a animais saudéveis. O bloqueio cirtrgico
do NSC, nestes animais patolégicos, reduz a atividade do SNS, reestabelecendo
um equilibrio entre ambas as vias do SNA e aproximando a regulacdo autoné-
mica a uma condicdo de nao patologia.

O bloqueio cirtrgico do NSC implica uma reducao da atividade simpética
em animais com patologia metabdlica e em animais sauddveis.

Ao denervar o NSC, perde-se a influéncia do SNS sobre este, sem perda da
influéncia do SNP. Apesar de ambas as vias atuarem, ao nivel do coragdo, por
outras formas para além do CC, uma via de comunicacdo com o SNS acaba por
ser perdida. Isto pode resultar numa ligeira redugdo da VFC em animais sujeitos
abloqueios do NSC, por reducdo néo significativa dos valores dos indices SDNN,
rMSSD e SDSD. Por outro lado, ao privar esta via de atuagdo do SNS, os animais,
tanto sauddveis como patoldgicos, apresentam um valor mais reduzido do para-
metro LF/HF, sendo esta reduc¢do mais visivel em animais com patologia meta-
bélica.

Os resultados obtidos neste projeto, e nos vdrios estudos previamente pu-
blicados neste ambito, clarificam o papel do CC na patogénese das doencas me-
tabdlicas e sugerem que a modulagdo da atividade do NSC pode ser um alvo
terapéutico promissor para as patologias metabdlicas.

6.4. Trabalhos futuros

Apesar dos resultados interessantes a que se chegou, sugere-se a validagdo
das conclusées para amostras maiores, uma vez que a dimensdo dos grupos es-
tudados era reduzida. No entanto, para este estudo, considera-se ter conseguido
uma amostra de modelos animais representativa da patologia metabdlica em hu-
manos.

Torna-se importante, também, homogeneizar o procedimento de recolha de
dados e garantir que todas as séries de intervalo RR sdo adquiridas nas mesmas
condi¢des, nomeadamente, a nivel de especifica¢des do software de recolha de da-
dos.

Apesar dos resultados positivos que apresenta, por retroceder os efeitos da
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patologia metabdlico a nivel autonémico, a denervacgao cirtrgica do NSC néo
serd, certamente, aceite como terapéutica nas doengas do foro metabdlico. Este
procedimento, para além de invasivo, pode implicar outros efeitos ainda ndo
identificados. Estes efeitos poderao ser adversos e implicar complica¢gdes mais ou
menos graves. Assim, o grupo da professora Silvia Conde, tem-se dedicado a in-
vestigacdo na procura de estratégias terapéuticas que permitam a modulagao da
atividade deste 6rgdo e que acarrete efeitos colaterais minimos.

Neste sentido, o grupo tem testado a utilizagdo de corrente alternada de alta
frequéncia, com o intuito de bloquear a transmissdo de informacao elétrica no
NSC. Neste seguimento, foi demonstrado, pela primeira vez, que o bloqueio elé-
trico bilateral da atividade do nervo sensitivo do CC replica os efeitos metabdli-
cos benéficos da denervacgao bilateral do NSC.

O procedimento apresentado neste estudo deve ser aplicado a estudos de
bloqueio elétrico bilateral por altas frequéncias, procurando perceber se os bene-
ficios a nivel do SNA s&do semelhantes.
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ANEXO I: COMPOSICAO NUTRICIONAL DAS DIETAS

Table S2—- Composition of 60% lipid-rich diet

Arginine 0.90
Histidine 0.67
Isoleucine 1.24
Leucine 2.24
Lysine 1.88
Phenylalanine 1.24
Tyrosine 1.31
Threonine 1.0
Valine 1.47
Aspartic Acid 1.66
Glutamic Acid 5.28
Proline 3.04
Serine 1.43
L .

Cholesterol 301 ppm
Linoleic Acid 4.70
Linolenic Acid 0.39
Arachidonic Acid 0.06
Omega-3 Fatty Acids 0.39
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Total Saturated Fatty A 13.68
Total Monounsaturated Fatty Acids 14.00
Polyunsaturated Fatty Acids 5.15

From: %
Protein 18.1
Fat 61.6
Calcium 0.79
Phosphorus 0.59
Potassium 0.77
Magnesium 0.07
Sodium 0.15
Chloride 0.25
Fluorine 1.2 ppm
Iron 65 ppm
Zinc 46 ppm
Manganese 76 ppm
Vitamins [
Vitamin A 5.2 1U/g
Vitamin D-3 (added) 1.31U/g
Vitamin E 67.2 IU/kg
Vitamin K 0.65 ppm
Thiamin 6.2 ppm
Riboflavin 8.7 ppm
Niacin 39 ppm
Pantothenic Acid 21 ppm

Table S4 - Composition of Standard diet
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Moisture 10.00
Crude Oil 4.16
Crude Protein 21.86
Crude Fibre 4.33
Ash 7.89
ﬁtrﬁn Free Extract 51.24
~Arginine 1.39
Histidine 0.54
Isoleucine 0.96
Leucine 1.81
Lysine 1.30
Phenylalanine 1.20
Tyrosine 0.85
Alanine 0.27
Aspartic Acid 1.34
Glutamic Acid 4.30
Proline 1.53
Serine 0.98
Fattyacids
Lauric 0.05
Myristic 0.17
Palmitic 0.37
Stearic 0.10
Myristoleic 0.01
Palmitoleic 0.09
Oleic 1.00
Linoleic 1.25
Linolenic 0.17
Arachidonic 0.12

Total Dietary Fibre 15.70
Pectin 1.47
Hemicellulose 9.33
Cellulose 4.04
Lignin 1.50
Starch 33.61
Suaar 5.84
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Gross Energy 15.10 MJ/kg
Digestible Energy 12.27 MJ/kg
Metabolizable energy 11.24 MJ/kg
Atwater Fuel Energy (AFE) 13.79 MJ/kg
AFE from Oil 11.35

AFE from Protein 26.51

AFE from Carbohﬁrato 62.13
Calcium 1.24
Phosphorus 0.80
Potassium 0.78
Magnesium 0.28

Sodium 0.24

Chloride 0.36

Fluorine 8.53 mg/kg
Iron 161.01 mg/kg
Zinc 46.90 mg/kg
Manganese 101.71 mg/k:
Vitamin A 42522.66 1U/kg
Vitamin D-3 (added) 4369.41 IU/kg
Vitamin E 171.70 IU/kg
Vitamin K 40.72 mg/kg
Thiamin 49.77 ma/kg
Riboflavin 37.74 mg/kg

Disponiveis em: www.mdpi.com/2072-6643/11/6/1197 /s1
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