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1. Resumo




A hipertensdo arterial (HA) € um dos principais distirbios cardiovasculares,
podendo desencadear alteragdes na vasculatura sistémica. Modelos experimentais sdao
amplamente utilizados em estudos sobre as alteragdes que ocorrem no sistema
cardiovascular induzidas pela HA. O rato SHR € o modelo que mais se aproxima da HA
essencial humana, pois apresenta caracteristicas similares, como aumento da resisténcia
periférica total, do débito cardiaco e da hipertrofia ventricular esquerda. Assim, ratas SHR
podem constituir em modelo de hipertensdo na menopausa, muito semelhante ao
encontrado em mulheres. O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a partir de qual
momento do periodo reprodutivo sdo observadas alteracdes significativas na fungado
cardiovascular de ratas SHR. Foram estudadas ratas SHR com idade a partir de 3 meses
até 12 meses. O eletrocardiograma (ECG) foi realizado nas ratas sob anestesia ao final de
cada més de idade para se determinar o periodo no qual foram observadas as alteragdes na
excitacdo e conducdo elétrica cardiaca que, tornaram-se significativamente diferentes. A
partir desses resultados, esses animais foram distribuidos em 3 grupos (n=10 cada) de
estudo: 3, 6 e 12 meses de idade. Foi observado, através do método do esfregaco vaginal,
que as ratas dos grupos de 3 e 6 meses estavam ciclando enquanto que as ratas de 12
meses ja haviam parado de ciclar. Foram determinadas a pressao arterial (PA) sist€émica e
parametros hemodinamicos ventriculares por meio da cateterizacao da artéria femoral em
ratas anestesiadas. Com esses resultados pudemos avaliar a fungdo sistdlica (+dp/dt), a
forca de contracdo (IC), a funcdo diastélica (-dp/dt) e a complacéncia (tau) do ventriculo
esquerdo. A hipertrofia foi verificada através da morfometria do ventriculo esquerdo.
Além disso, avaliou-se a atividade do SNA sobre a fun¢ao cardiaca através da andlise da
Variabilidade da Freqiiéncia Cardiaca (VFC). As ratas SHR apresentaram desde os trés

meses, elevacdo gradual e progressiva da PA, de acordo com o envelhecimento dos



animais, quando comparadas com ratas Wistar das mesmas idades. Tais efeitos da
progressdo da idade, também foram observados no estudo eletrocardiogréfico, o qual
apresentou a partir dos seis meses, alteragdes significativas nas duragdes dos intervalos
QRS, QT e QTc e alteragdes na morfologia do tracado do ECG, com superposi¢do de duas
ondas R e inversdo da onda T, caracteristico de isquemia cardiaca, resultados inéditos para
este modelo. Nos parametros hemodinamicos ventriculares, observou-se aumento da forca
de contracdo devido a hipertrofia ventricular a partir dos seis meses de idade. Com o
passar do tempo (12 meses), essa hipertrofia tornou-se prejudicial, pois, foi acompanhada
de reducdo da complacéncia ventricular, prejudicando assim, a atividade lusitrépica. Além
disso, os dados da VFC indicaram que, a partir dos seis meses de idade, hd predominancia
do tonus simpdtico sobre a fun¢do cardiaca, associada a reducdo da modulagdo
parassimpdtica. Em conclusdo, ratas SHR apresentaram a partir dos 6 meses de idade,
alteracOes cardiovasculares significativas que resultaram em retardo na transmissdo do
impulso elétrico cardiaco, aumento da sobrecarga do ventriculo esquerdo, podendo
resultar em arritmias cardiacas e morte stbita, como foi precocemente observado pela

analise da VFC.



2. Summary




Hypertension is a major cause of cardiovascular disorders, and the natural
progression of this disease may trigger further changes in the circulatory system.
Experimental models are widely used in studies on the changes that occur in the
cardiovascular system induced by hypertension. The SHR is the model that most closely
matches the human hypertension, as it has similar characteristics, such as increased
peripheral resistance, cardiac output and progressive left ventricular hypertrophy. Thus,
female SHR may become a model of hypertension in menopause, very similar to that
found in women. The aim of this study was to asses from which time of pre-menopausal
period are significant changes in cardiovascular function of female SHR, independent of
the absence of estrogenic activity. Cardiac electrical activity was assessed by
electrocardiogram (ECG) performed in rats under anesthesia at the end of each month of
age to determine the period in which we would observe the changes in excitation and
cardiac electrical conduction become significantly different. From these results, theses
animals were distributed into 3 groups (n=10) of study: 3, 6 and 12 month-old. It was also
observed that female with 3 and 6 month old were cycling through the vaginal smear
method. We determined the blood pressure and hemodynamic ventricular through
catheterization of right femoral artery in anesthetized rats. With these results, we
evaluated the systolic function (+dp/dt), contractility index (IC), diastolic function (-dp/dt)
and complacency (tau) of left ventricle. Cardiac remodeling or hypertrophy was assessed
by left ventricular morphometry. In addition, we assessed the Autonomic Nervous System
activity on cardiac function through the heart rate variability analysis as an indicator of
cardiovascular involvement. The young SHR (3 month old) showed a gradual and
progressive increase since the beginning of the blood pressure according to the aging,

when compared to Wistar rats of the same age. Such ageing effects were also observed in



ECG study of SHR, which showed from 6 month-old, significant changes in the QRS, QT
and QT interval durations and changes in the ECG morphology, with superposition of two
R waves and T wave inversion, typical of cardiac ischemia, which are new results for this
model. For ventricular hemodynamic parameters, there was an increased contractility
index due to left ventricular hypertrophy from 6 month. Over time (12 month), this
hypertrophy has become harmful because it was associated with reduce ventricular
compliance, thereby damaging the lusitropic activity. Furthermore, data from heart rate
variability indicated that, since 6 month-old tone sympathetic tone predominance on heart
function associated with reduction of parasympathetic modulation, making these animals
subjected to arrythmias. In conclusion, SHR showed from 6 month-old, significant
cardiovascular changes that result in daley in transmission of cardiac electrical impulse,
increased left ventricular overload and may result in cardiac arrithimias and sudden death,

as prematurely observed by the of heart rate variability.



3. Lista de Abreviaturas




AV: Atrio Ventricular

BP: Blood Pressure

dP/dt maxima: pressio intraventricular maxima
dP/dt minima: pressio intraventricular minima
ECG: Eletrocardiograma

EDP: End Diastolic Pressure

FC: Frequéncia Cardiaca

GMPc: Guanosina Monofosfato Ciclico
HAS: Hipertensao Arterial Sist€émica

HDL: lipoproteina de alta densidade

HR: Heart Rate

IC: Indice de Contracio

IRP: Periodo de Relaxamento Isovolumétrico
LDL: lipoproteina de baixa densidade

NaCl: Cloreto de Sédio

NO: Monéxido de Nitrogénio

NOS: Oxido Nitrico Sintase

PA: Pressao Arterial

PAM: Pressao Arterial Média

PDF: Pressdo Diastélica Final

PS: Pressao Sistdlica

SHR: Spontaneously Hypertensive Rat

SRA: Sistema Renina Angiotensina

VDF: Volume Diastélico Final

VFC: Variabilidade da Frequéncia Cardiaca



4. Introducao Geral
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A hipertensdo € um dos mais importantes fatores de risco para doencas
cardiovasculares, tanto em homens quanto mulheres. Pacientes com elevada pressdao
arterial, frequentemente, apresentam estrutura e/ou fun¢do cardiaca anormal, incluindo
hipertrofia ventricular esquerda, disfuncdo sistélica e diastdlica e, em casos extremos,
aumento do risco de arritmias e morte subita (Lip et al., 2000).

A maior incidéncia de hipertensdo em homens que em mulheres de mesma idade,
sugere a participagdo do dimorfismo sexual mediado pelo estrégeno que tem efeito
protetor no sistema cardiovascular (Farhat et al., 1996; Reckelhoff et al., 2000; Thompson
& Khalil, 2003). Assim, a incidéncia de hipertensdo também € maior em mulheres no
periodo pés-menopausa quando comparadas no periodo pré-menopausa (Tolbert & Oparil,
2001; Fortepiani et al., 2003; August & Oparil, 1999).

Desta forma, diversos estudos foram realizados para demonstrar que a Terapia de
Reposicdo Hormonal poderia apresentar beneficios vasculares em menopausa (Rosano et
al., 1993; Gerhard & Ganz, 1995; Grodstein et al., 1996). Porém, pesquisadores
demonstraram que a Reposicdo Hormonal pode nido ter efeito benéfico sobre a pressdao
arterial de mulheres idosas hipertensas (Simon et al., 2001; Enstrom et al., 2002; Grimes
& Lobo 2002; Mills et al., 2003).

De fato, o processo do envelhecimento, per se, ja acarreta uma série de alteracdes no
organismo. Harmam (2001) define o envelhecimento como o acumulo progressivo de
diversas alteracdes deletérias nas cé€lulas e tecidos, que aumentam o risco do
desenvolvimento de doengas e morte. Desta forma, o processo do envelhecimento e suas
caracteristicas constituem em fendmeno bioldgico pouco estudado devido a sua
complexidade e a dificuldade em dissociar os efeitos normais da idade daqueles que sdo

conseqiiéncia das doencas relacionadas com o envelhecimento.

12



5. Objetivos
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Gerais: O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a partir de qual momento do periodo
pré-menopausa sao observadas alteracdes significativas na funcio cardiovascular de ratas

SHR, relacionadas com a idade.

Especificos: Considerando a fase reprodutiva (periodo entre trés e doze meses de idade),
este trabalho teve por objetivos especificos estudar em ratas SHR com trés, seis e doze
meses de idade, os seguintes parametros cardiovasculares:

1) Excitacdo e condugdo elétrica cardiaca, através da andlise eletrocardiografica.

2) Pressdo arterial sistdlica, diastdlica e média, assim como duracdo do ciclo cardiaco e
freqiiéncia cardiaca.

3) Parametros hemodinamicos do ventriculo esquerdo: pressdo dicrética (fechamento da
valva adrtica), atividade inotrépica (dP/dt médxima), relaxamento ventricular (dP/dt
minima), indice de contratilidade (IC), pressdo diastdlica final, atividade lusitrpica ou
constante de relaxamento (tau)

4) Determinagdo da drea dos cardiomidcitos através da andlise morfométrica do
ventriculo esquerdo.

5) Avaliagdo da atividade do Sistema Nervoso Autdonomo sobre a funcdo cardiaca,
através da andlise da Variabilidade da Freqiiéncia Cardiaca, como um indicador sensivel e

antecipado de comprometimento cardiovascular.
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6. Capitulo 1
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Hipertensdo Arterial e Fun¢ao Cardiovascular

Trabalho serd encaminhado sob a forma de artigo de revisdo para a Revista Brasileira

de Hipertensao.
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A hipertensdo arterial sistémica (HAS) € uma das principais causas de complicacdes
cardiovasculares em nosso meio, devido a sua alta incidéncia e pelo fato de ser uma
doenca silenciosa (Nawrot & Staessen, 2003). Frequentemente, o seu diagndstico €
efetuado quando hd complicacdes ou comprometimento de 6rgaos alvos como o coragdo,
cérebro e rins (Nawrot et al., 2003; Hyman et al., 2003; Gross & Amann, 2004).

Hipertensdo € definida como a elevacdo anormal da pressao diastdlica e/ou pressao
sistolica e/ou da pressdo arterial média. Cabe ressaltar que nos ultimos anos, o valor da
diastdlica tem sido enfatizado na avaliacdo da hipertensao (Smulyan & Safar, 2000).

Em 90-95% dos casos de pacientes com hipertensdo, a causa é desconhecida, sendo
denominada de hipertensao arterial primdria (essencial). Os restantes 5-10% dos pacientes
hipertensos apresentam hipertensiao que resulta, secundariamente, de uma disfuncdo renal,
enddcrina ou outras causas identificdveis, sendo entdo chamada de hipertensao secundaria

(Mullins et al., 2006).

6.1. Hipertensao primaria

Apesar de muitos anos de pesquisa, ndo hé ainda uma hipétese unica para explicar a
patogénese da hipertensao primdria. A progressao natural da doenca sugere que a elevagdo
precoce do volume sanguineo e do débito cardiaco poderia desencadear alteracdes
posteriores na vasculatura sist€émica, promovendo uma maior resisténcia. Pesquisadores
tém sugerido que os rins de muitos pacientes hipertensos apresentam incapacidade para
lidar adequadamente com o ion sédio (Orlov & Mongin, 2007), aumentando sua retengao,
o que poderia explicar o aumento do volume de sangue.

Na hipertensdo cronica, o volume sanguineo e o débito cardiaco sdo frequentemente

normais, pois a hipertensao € sustentada por elevacio na resisténcia vascular sistémica em
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vez de aumento do débito cardiaco. Esse aumento da resisténcia € causado por
espessamento das paredes dos vasos arteriais aumentando, assim, a resisténcia devido a
reducdo no didmetro do limen vascular. Hid também evidéncias de aumento do tOnus
vascular, mediado por atividade simpética (Julius & Nesbitt, 1996) ou pelo aumento das
concentracdes circulantes de angiotensina Il (De Wardener & MacGregor, 2002).
Consideraveis evidéncias tém sugerido que mudancgas na fun¢@o endotelial vascular
pode causar o aumento do tonus vascular. Por exemplo, em pacientes hipertensos, o
endotélio vascular produz menos 6xido nitrico (NO) e o musculo liso vascular desses
pacientes € menos sensivel a acdo deste potente vasodilatador (Taddei et al., 1993; Rees et
al., 1996; McIntyre et al., 1997; Payne et al., 2004). Ocorre, também, aumento na

producido de endotelina, que € um potente vasoconstritor (Levin,1995).

6.2. Hipertensao secundaria

Enquanto a hipertensdo primdria ndo tem uma causa conhecida, sendo assim
chamada de idiopética, a secunddria € resultante de alguma doenca j4 instalada como, por
exemplo, estenose adrtica (Hein et al., 2003, Bauml & Underwood, 2010), doenga renal
cronica, hiperaldosteronismo, estresse emocional com ativagdo do Sistema Nervoso
Simpdtico (Malpas, 2010), apnéia do sono (Dempsey et al., 2010) e pré-eclampsia (Sibai
et al., 2005). Independentemente da causa, a pressdo arterial torna-se elevada, quer devido
ao aumento do débito cardiaco, aumento da resisténcia vascular sistémica, ou ambos.

Quando o débito cardiaco € elevado, observa-se geralmente a ativacdo de
mecanismos neuro-humorais como, por exemplo, a acdo do sistema nervoso simpatico
sobre o coracdo provocando taquicardia e vasoconstricdo. Além disso, o aumento do

volume sangiiineo pode provocar aumento da pressdo venosa central ocasionando
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aumento da pressdo no atrio direito, no ventriculo direito e na fase final da diéstole. Esse
aumento da pré-carga ventricular, aumenta o volume de ejecdo ventricular pelo
mecanismo de Frank-Starling (Lorell & Carabello, 2000). O aumento no volume de
sangue que sai do ventriculo direito, aumenta o fluxo sanguineo das veias pulmonares
para o ventriculo esquerdo, aumentando assim a pré-carga ventricular esquerda e o
volume de ejecdo. Aumento no volume de ejecdo, entdo, aumenta o débito cardiaco e

,consequentemente, a pressao arterial.

6.3. Funcdo Cardiaca

A principal funcdo do coragdo € impulsionar o sangue para todos os tecidos através
dos vasos sangiiineos, gerando e mantendo a pressdo arterial de perfusao adequada aos
orgdos, através da contragdo das paredes musculares do coracdo em torno de uma cimara
fechada, gerando pressdo suficiente para conduzir o sangue através da valva adrtica, por

exemplo, em dire¢do a artéria aorta (Guyton & Hall, 2010).

6.4. Ciclo Cardiaco

O ciclo cardiaco € a seqiiéncia dos eventos que ocorrem entre o enchimento atrial e a
sistole ventricular. Um tnico ciclo de atividade cardiaca pode ser dividido em duas fases.
A primeira fase € a didstole, que representa o enchimento ventricular, momento no qual os
ventriculos estdo relaxados. A segunda etapa é a sistole, representada pelo tempo de
contracdo e pela ejecdao do sangue dos ventriculos. Para analisar estas duas etapas em mais
detalhes, o ciclo cardiaco € geralmente dividido em cinco fases que estdo bem definidas e
j4 sdo encontradas em detalhes em livros texto (Guyton & Hall, 2010) e em sites

académicos (http://www.cvphysiology.com ):
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1) Enchimento passivo

A maior parte do enchimento ventricular ocorre nessa etapa, quando todas as partes
do miocardio estdo relaxadas. Durante essa fase, a pressdo do sangue nos 4trios €
ligeiramente superior a dos ventriculos, a vdlvula atrio-ventricular (AV) permanece aberta
e o sangue flui das veias cavas e pulmonares para os datrios direito e esquerdo,
respectivamente, e dai para os ventriculos.

ii) Contragdo atrial

Esta fase do ciclo cardiaco, € iniciada pela despolarizacdo elétrica dos dtrios que
corresponde a onda P do eletrocardiograma (ECG). A despolarizacdo atrial, em seguida,
causa a contragdo da musculatura atrial. Com a contragdo dos étrios, a pressido dentro da
camara atrial aumenta, direcionando o fluxo sanguineo para os ventriculos. Como
consequéncia abrem-se as vdlvulas atrioventriculares (AV) permitindo rdpido fluxo de
sangue para os ventriculos. O sangue ndo flui de volta para a veia cava por causa dos
efeitos inerciais do retorno venoso e por causa da onda de contracdo que se move através
do atrio de cima para baixo.

A contragdo atrial responde, normalmente, por cerca de 10% do enchimento
ventricular esquerdo para uma pessoa em repouso, o restante do enchimento ventricular
ocorre quando o sangue flui passivamente das veias pulmonares para o atrio esquerdo,
depois da abertura da vdlvula mitral. Com o aumento da freqii€ncia cardiaca, entretanto, a
contracdo atrial pode representar até 40% do enchimento ventricular.

ApOs a contrag@o atrial, a pressdo atrial comega a cair, provocando inversiao do
gradiente de pressdo através das vélvulas AV. Neste momento, o volume ventricular €
maximo e denominado de volume diastdlico final (VDF) e representa a pré-carga

ventricular.
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1i1) Contracdo ventricular isovolumétrica

Esta fase do ciclo cardiaco é gerada pela despolarizac@o ventricular e representada
pelo complexo QRS do ECG. Esse fenOmeno representa o acoplamento excitacdo-
contragdo, a contragdo do midcito e radpido aumento da pressao intraventricular, conhecida
como dP/dt méxima ou positiva.

As vidlvulas AV se fecham porque a pressdo intraventricular ultrapassa a pressao
atrial. Durante o periodo de tempo entre o fechamento das vadlvulas AV e a abertura das
valvulas adrtica e pulmonar, a pressdo ventricular aumenta rapidamente, sem alteracdo do
volume do ventriculo esquerdo, ocorrendo, assim, a contracdo isovolumétrica. A taxa de
aumento da pressdo nos ventriculos € determinada pela taxa de contragdo das fibras
musculares (indice de contratilidade) e € determinada por mecanismos que regem O
acoplamento excitagcdo-contracao.

iv) Ejecao

Esta fase representa a ejecdo rapida do sangue para as artérias pulmonar e aorta dos
ventriculos direito e esquerdo, respectivamente. A ejecdo comeca quando a pressdao
intraventricular excede a pressdo dentro das artérias aorta e pulmonar, o que faz com que
as valvas adrtica e pulmonar se abram. O sangue € ejetado, porque a energia total do
sangue dentro do ventriculo excede a energia total do sangue dentro da aorta. Em outras
palavras, hd um gradiente de energia para impulsionar o sangue para as artérias aorta e
pulmonar em seus respectivos ventriculos. Durante esta fase, a pressdo ventricular
normalmente excede a pressdo da via de saida em poucos mmHg. A velocidade de
escoamento € maxima no inicio da fase de ejecdo as pressdes das artérias aorta e pulmonar

também sao maximas (sistdlica).
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Cerca de 200 milissegundos depois do inicio do complexo QRS e o inicio da
contracdo ventricular, ocorre a repolarizacdo ventricular representada pela onda T do
ECG. A repolarizagdo leva a diminuicdo da tensdo ventricular e, portanto, a taxa de ejecao
(esvaziamento do ventriculo esquerdo) cai. A pressdo ventricular cai ligeiramente abaixo
da pressdo da via de saida (dP/dt minima ou negativa), no entanto, o fluxo de saida ainda
ocorre devido a energia (ou inercia) cinética do sangue.

v) Relaxamento isovolumétrico

Quando as pressdes intraventriculares caem ao final da fase iv, as valvas adrtica e
pulmonar fecham abruptamente dando inicio ao relaxamento isovolumétrico. O
fechamento da valva estd associado a pequeno refluxo de sangue para os ventriculos e
entalhe caracteristico (né dicrético) nos tracados de pressdo da aorta e da artéria
pulmonar. A taxa de declinio da pressdao nos ventriculos é determinada pela taxa de
relaxamento das fibras musculares (tau), sendo esse fendmeno denominado lusitropismo.

Os ventriculos continuam relaxados e a pressdo intraventricular se torna menor que a
pressdo atrial. A partir deste momento, as valvulas AV abrem-se rapidamente e comeca o
enchimento ventricular. Apesar do afluxo de sangue dos 4trios, a pressdo intraventricular
continua a cair rapidamente, porque os ventriculos estdo ainda em fase de relaxamento.
Uma vez relaxados, a pressao dos ventriculos comega a subir lentamente, a medida que o

sangue enche os 4trios.

6.5. Funcao Cardiaca e Envelhecimento
O envelhecimento tem sido definido como a perda progressiva das capacidades
fisiol6gicas, em diferentes niveis, que culminam em morte (Dice, 1993). O conhecimento

sobre os mecanismos causadores do envelhecimento é, contudo, ainda muito limitado e
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geralmente menos substancial que o conhecimento sobre os processos de regulagdo do
crescimento e melhoria funcional (Folkow & Svanborg, 1993).

Em um contexto fisioldgico, existem trés principais circunstncias que afetam a
capacidade de identificar claramente as mudancas puramente relacionadas a idade
(Folkow Svanborg, 1993).

1) Alguns 6rgdos e sistemas organicos tém uma maior capacidade de reserva do
que outros, ou grande capacidade de se regenerarem apds dano. Por
exemplo, o figado.

i1) Em humanos, € particularmente dificil diferenciar as manifestacdoes do
envelhecimento per se dos sintomas de morbidade, especialmente em idades
mais avangadas, quando a morbidade € mais comum.

1ii) Além disso, o estudo com seres humanos mostrou que as alteracdes
cardiovasculares relacionadas com o envelhecimento ndo ocorrem sé entre
as diferentes populagdes, mas sim, entre faixas etdrias diferentes numa
mesma populagdo.

Evidentemente, o estilo de vida e o meio ambiente podem influenciar a taxa, a
extensdo e as conseqiiéncias de processos funcionais que sdo atualmente relacionados ao
envelhecimento natural.

Muitos autores t€ém observado que, durante o envelhecimento, a capacidade do
endotélio em liberar NO é reduzida (Matz et al., 2000; Hamilton et al., 2001; Vanhoutte,
2002) . No entanto, deve-se levar em consideragdo de que o envelhecimento das células
endoteliais leva a maior liberacdo de sequestradores de NO (Muscari et al., 1996;
Hamilton et al., 2001). In vivo, a resposta a vasodilatadores ou a depressores das respostas

a agonistas dependentes do endotélio sdo reduzidas com a idade, enquanto que a resposta
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a nitrovasodilatores exdgenos mantém-se inalterada em animais mais velhos (Cernadas et
al., 1998; Asai et al., 2000). Uma das explicacdes para tal ocorréncia se da pela descoberta
de que a express@do da NOS endotelial ou da atividade desta enzima € reduzida nos
animais senescentes. A liberacdo basal de NO e a expressdo da guanilato ciclase soldvel
em células do musculo liso vascular também sdo reduzidas, assim como a capacidade
dessas células para produzir GMPc. Deve-se notar, no entanto, que tais mudangas nao
foram observados por todos os investigadores (Challah et al., 1997; Cernadas et al., 1998;
Kloss et al., 2000).

No sistema cardiovascular, durante o envelhecimento, as células musculares, em
geral, mostram lento declinio em numero, forca e velocidade de contracdo (Grimby &
Saltin, 1983). Tanto em ratos como em humanos, o nimero de células do miocardio
diminui com a idade, embora a hipertrofia compensatdria possa regenerar a massa
ventricular (Anversa et al., 1990). Ocorre, ainda, lento declinio na complacéncia ou
distensibilidade do tecido cardiaco afetando de forma importante o sistema cardiovascular
(Kovanen & Suominen, 1989).

Um ventriculo menos complacente terd uma menor pressdo diastdlica final e seu
enchimento serd prejudicado. Se o relaxamento ventricular estd comprometido, como
ocorre em algumas formas de insuficiéncia cardiaca, a complacéncia funcional ventricular
também estard reduzida comprometendo o enchimento ventricular.

Existem algumas diferencas e semelhancgas entre o coracdo senescente normal e o
coragdo com sobrecarga. A sobrecarga cardiaca tem sido frequentemente associada com
um coracdo prematuramente envelhecido, o que é obviamente incorreta tal associagdo
(Besse et al.,, 1994)). Do ponto de vista bioldgico, as modificacdes resultantes da

senescencia do coragdo podem ser ocasionadas por trés fatores diferentes, incluindo o
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processo geral do envelhecimento, o envelhecimento do sistema enddcrino com aumento
dos niveis de cortisol e diminuicdo de tiroxina livre, e sobretudo, o envelhecimento dos
vasos com endurecimento da aorta (Vlachopoulos et al., 2010), que cria uma sobrecarga
no ventriculo esquerdo (Swynghedaw, 1999).

As manifestacdes da doenca cardiaca hipertensiva e do envelhecimento do coracdo
sdo similares. Estes dados podem sugerir a ocorréncia de efeitos somatdrios do

envelhecimento € da HAS sobre o sistema cardiovascular.

6.6. Hipertrofia Cardiaca

A hipertrofia ventricular se desenvolve em resposta a diversas formas de estresse
cardiaco, incluindo o aumento da pressdo arterial, do volume de sobrecarga, da perda de
massa contratil por infarto prévio, da ativacdo neuroenddcrina e de mutacdes em genes
que codificam proteinas do sarcomero (Berenji et al., 2005). A hipertrofia cardiaca irad
adaptar este orgdo as novas condi¢des de trabalho multiplicando as unidades contréteis e
reduzindo o estresse da parede do coracdo de acordo com a lei de Laplace (Swynghedaw,
1999).

O crescimento hipertrofico é compensatdrio para diminuir o estresse da parede do
coragdo ¢ o consumo de oxigénio, mas alguns estudos tém estabelecido a hipertrofia
ventricular como um fator de risco por desenvolver insuficiéncia cardiaca cronica (Levy et
al., 1996), mostrando que a hipertrofia apresenta consequéncias inadequadas ao sistema
cardiovascular.

Hipertrofia € definida como o aumento de um 6rgdo devido ao aumento no tamanho
das suas células. A hipertrofia cardiaca fisiolégica ocorre normalmente durante o

crescimento, a gravidez e em resposta ao treinamento fisico. Na hipertrofia fisioldgica, a
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estrutura e a fungdo cardiaca sdo normais e ndo hd associacdo com insuficiéncia cardiaca
clinica (Lorell & Carabello, 2000).

Em contraste, a hipertrofia patolégica € resultado do estresse biomecanico ou neuro-
humoral. Se desenvolve em pacientes com hipertensido, obesidade, doenca cardiaca
valvular, infarto prévio ou como resultado de mutacdes nos genes que codificam vdrias
proteinas contréteis (Bauml & Underwood, 2010).

A hipertrofia patoldgica é caracterizada por alteragdes metabdlicas, estruturais, e
remodelamento funcional do coragdo. Estas alteracdes podem incluir mudanga na dire¢ao
do metabolismo glicolitico, altera¢cdes na manipulagcdo de cdlcio e contratilidade, a perda
de midcitos com substitui¢do fibrética (Swynghedaw, 1999), disfuncdo sistélica ou
diastdlica, remodelacdo elétrica, arritmogénese, risco elevado de faléncia cardiaca e morte
subita (Berenji et al., 2005; Bauml & Underwood, 2010).

Classicamente, o crescimento hipertrofico do coracdo € dividido em trés padroes
morfolégicos (Ganau et al., 1992; Cohn, 1995): remodelamento concéntrico (aumento da
espessura relativa da parede ventricular, mas com massa cardiaca normal), hipertrofia
concéntrica (aumento da espessura relativa da parede e da massa cardiaca com pouco ou
nenhuma alteracdo no volume da cdmara) e hipertrofia excéntrica (aumento da massa
cardiaca com aumento do volume da camara; espessura relativa da parede pode ser

normal, diminuida ou aumentada).

6.7. Rato espontaneamente hipertenso (SHR).
Modelos experimentais sdo amplamente utilizados em estudos sobre as alteragdes
que ocorrem no sistema cardiovascular induzidas pela hipertensdo arterial. O rato SHR € o

modelo que mais se aproxima da hipertensdo arterial essencial humana, pois apresenta
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caracteristicas similares como aumento da resisténcia periférica total e do débito cardiaco
normal, com volemia normal ou levemente reduzida e da progressiva hipertrofia
ventricular esquerda (Pinto et al., 1998).

SHRs eram animais da cepa Wistar Kyoto que, ao apresentarem hipertensao arterial,
foram sucessivamente selecionados por endocruzamento entre portadores de hipertensao
arterial (Kurtz & Morris. 1987). Os SHRs comecam a desenvolver aumento da pressdo
arterial entre a 6* e 8* semanas de vida, apresentando nivel de pressdao considerada como
hipertensao entre a 8* e a 14* semanas, atingindo um platd entre a 20* e 28* semanas
(Yamori , 1984).

Ratos machos dessa cepa sdo amplamente estudados; entretanto, as fémeas de SHR
passaram a ser alvo de interesse cientifico desde que Fortepiani e colaboradores (2003)
descreveram como possivel modelo de hipertensdo na menopausa, muito semelhante ao
encontrado em mulheres.

Ratas SHR, apés a cessacdo dos ciclos (aproximadamente 12 meses de idade),
apresentam aumento significativo da pressao arterial média no 8° e 18° més (162 mmHg e
180 mmHg, respectivamente), ultrapassando os valores de PA de ratos SHR de mesma
idade (175 mmHg e 176 mmHg, respectivamente) (Fortepiani et al., 2003; Reckelhoff &
Fortepiani, 2004). Entretanto, Fortepiani e colaboradoes (2003) ndo observaram alteracdes
significativas na pressdo arterial média dessas fémeas antes de completarem 12 meses e
entrarem na menopausa.  Resultados semelhantes sdo encontrados em estudos
relacionando homens e mulheres (Burl et al., 1995). Outras caracteristicas desse modelo
também se assemelham a menopausa encontrada em mulheres (Schunkert et al., 1997,

Burger et al., 2002) como, por exemplo, os niveis de estradiol reduzidos e o aumento da
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atividade da renina plasmatica, da testosterona sérica (400%), do estresse oxidativo e dos
niveis de Fr-isoprostanos (malondialdeidos) (Fortepiani et al., 2003; Wynne et al., 2004).

Fortepiani e colaboradores (2003) também observaram que ratas SHR apresentaram
diminuicdo dos niveis de estradiol e aumento de testosterona a partir dos 12 meses e
cessacdo completa somente com 18 meses compativeis com o estado de menopausa. Esse
resultado foi importante para o estudo de Barros e colaboradores (2011) porque, com as
primeiras alteracdes significativas observadas aos 6 meses de idade, os autores puderam
excluir a participacdo estrogé€nica nas alteracdes eletrocardiograficas e hemodinamicas
encontradas nos grupos experimentais com fémeas SHR.

Yanes e colaboradores (2010) vericaram que a hipertensdo em SHR de 8 meses de
idade, machos e fémeas, é, predominantemente, mediada pelo sistema renina angiotensina,
sem excluir a possibilidade de participacido de outros mecanismos.

De fato, Lopez-Ruiz e colaboradores (2008) observaram o importante papel da
testosterona em ratas SHR senescentes no desenvolvimento do quadro de hipertensio
arterial. Nesse trabalho, foram determinados os niveis de testosterona plasmaética durante
periodos do envelhecimento de ratos machos e fémeas (a partir do 8° até completarem o
16° més de idade) submetidos ao tratamento com vitaminas E, C ou tempol (antioxidante
similar a enzima superdxido dismutase). Os autores observaram que as vitaminas E e C,
mas ndo o tempol, reduziram os niveis de testosterona plasmatica em machos e fémeas.
Nas fémeas a reducdo da testosterona plasmdtica foi acompanhada de diminui¢do da
pressdo arterial média (PAM), demostrando que é o aumento dos niveis de testosterona, e
ndo a diminui¢do do estradiol, o fator responsdvel pelo desenvolvimento da hipertensdao

arterial nessse modelo experimental.
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Em ratas SHR senescentes (a partir do 18° mes de idade), observa-se reducdo
significativa dos niveis plasmadticos de estradiol. O estradiol tem sido caracterizado como
hormonio com propriedades antioxidantes uma vez que, altos niveis de estradiol aumenta
a expressdo e a atividade das enzimas superéxido dismutase e da glutationa peroxidase,
além de diminuir a atividade da enzima NADPH oxidase e produ¢do de superéxido (Ji et
al., 2007; Miller et al., 2007).

O estradiol também exerce papel na manutenc¢do da pressdo arterial reduzida em
alguns modelos animais de hipertensdao (Hinojosa-Laborde et al., 2000; Wu et al., 2003).
Entretanto, como mencionado acima, para ratas SHR e Dahl (sal sensiveis), apesar das
propriedades antioxidantes atribuidas ao estradiol, o aumento da pressdo arterial em
fémeas pode ser independente do estresse oxidativo, como observado por Hamilton e
colaboradores (2001). Assim, ndo esta claro se o estradiol exdgeno ou enddgeno exerce
efeito protetor contra o estresse oxidativo e, consequentemente, na prevencdo da
hipertensao arterial desse modelo.

Estudos ainda se fazem necessdrios para esclarecer o papel do estrégeno, bem como
de outros fatores coadjuvantes como o sistema renina angiotensina, a testosterona € o
estresse oxidativo, nas alteragdes cardiovasculares observadas no modelo de ratas SHR

nas fases pré e pds-menopausa.
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Age-Related changes in blood pressure, ventricular parameters and electrical

cardiac activity in female spontaneously hypertensive rats (SHR)

Short Title: Age-related changes in spontaneously hypertensive rats

Trabalho encaminhado para a revista Brazilian Journal of Medical and Biological

Research, cuja forma de apresentagdo foi respeitada conforme as normas da revista.
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Abstract

The present study was performed to determine when the alterations become
significant in the blood pressure, electrical cardiac activity, ventricular hemodynamic
parameters and left ventricular hypertrophy in females SHR since 3 up to 12 month
(n=10), during premenopausal period. Since the 3™ until 12" month, the animals were
submitted to acute ECG studies under anesthesia. At 6 month, we observed the first
significant change in ECG, characterized by increase in QRS complex duration (12 + 0.6,
17 1.2 and 20 + 0.9 ms, respectively for 3, 6 and 12 month-old), QT (29 £ 0.5, 43 £ 3
and 58 + 5 ms) and QTc interval (73 + 2, 102 £ 2 and 141 + 12 ms). We observed
significant rise of systolic (118 %1, 131 £4 and 136 £ 3 mmHg), mean arterial (106 + 2,
113 £ 3 and 122 + 4 mmHg) and pulse pressure (14 + 1, 26 + 4 and 28 £ 3 mmHg). At 12
months, the cardiomyocyte surface area had an increase of almost 100% when compared
to 3 months (6230 + 336 vs 12055 + 682 pmz). Even as we observed an increase in
+dP/dt: 1197 + 146, 3378 £ 555 and 3649 + 718 (mmHg/s)and -dP/dt: -16 + 2, -43 + 6 and
-53 £ 7 (mmHg/s). In conclusion, female SHR 6 month-old, showed cardiac changes
triggered by arterial hypertension associated with aging and are not necessarily related to

menopause, since this phase of the reproductive cycle occurs after 12 months.
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Introduction

Age is a primary risk factor for cardiovascular diseases and with an increase in the
absolute number and proportion of the population at an older age in many countries, the
mechanisms by which ageing increases cardiovascular risk are increasingly relevant
social and economic concern .

Blood pressure (BP) increases after menopause in women such that the prevalence
of hypertension becomes higher in women than men like have been observed by many
authors **. Patients with high blood pressure frequently have abnormalities of cardiac
structure or function, including left ventricular hypertrophy, systolic and diastolic
dysfunction and in extreme cases, overt heart failure. There may also be concomitant or
related an increase risk of arrhythmias and sudden death’.

The elucidation of mechanisms responsible for postmenopausal hypertension has
been stunted by lack of an animal model. Sheep, rabbits, nonhuman primates, rats and
mice have been used as models of various menopausal changes, however, in these
animals there were no model of naturally postmenopausal hypertension g

In 2003, Fortepiani’ and collegues presented a rat model of postmenopausal
hypertension, the aging female spontaneously hypertensive rat (SHR), which is
noncycling, has low serum estradiol, increased oxidative stress and BP to compare with
that premenopausal state. In addition, there is a sex difference in BP in SHR with males
typically having higher BP than that of females®, similarly to that observed in humans.

Thus, the present study, is perform to determine when the alterations become
significant in the BP, evaluate electrical cardiac activity from the surface

electrocardiogram (ECG) in females SHR and correlating these changes with age.
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Material and Methods
Rats

Female SHR, aged 8 weeks, were obtained from CEMIB — UNICAMP.

The protocols were in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA) and
approved by the Institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University

of Campinas) as a protocol number 1652-2.

Electrocardiogram

Young SHR (3 month-old, n=10) were kept under standard conditions including a
12 hours on/off light cycle, commercial diet, and water ad [libitum, until reaching
postmenopause at 12 months-old.

At the end of 3 until 12 month period, the animals were submitted to acute ECG
studies under anesthesia (100mg/Kg body ketamine and 5 mg/Kg body xylazine; i. m.).
Body surface ECGs were made with rats in the supine position. ECGs were recorded
using 3 subcutaneously placed needle electrodes: one on each limb. Data were obtained in

D, using a PowerLab setup (AD Instruments, Colorado Springs, Colo)’.

Blood Pressure Measurement

Animals of each group (3, 6 and 12 months old, n=5) were anesthetized and the
right femoral was exposed, catheterized with a PE-50 polyethylene tube that was
connected to a pressure transducer (AD Instruments, Australia). Hemodynamic variables
were calculated using the Blood Pressure module and the following ventricular parameters

were calculated: heart rate (HR; bpm), end-diastolic pressure (EDP; mmHg), maximum
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change of pressure with time (dP/dt-max; mmHg/sec), minimum first time-derivative of
pressure (dP/dt-min; mmHg/sec), contractility index max dP/dt divided by the pressure at
the time of max dP/dt, IRP average dP/dt, regression of dP/dt versus pressure (Tau; msec)
and the arterial parameters were also measured, systolic, diastolic, pulse pressure, ejection
and non-ejection duration. Hemodynamic data were analyzed off-line with PowerLab

software (AD Instruments, Colorado Springs, Colo, USA)IO.

Cardiomyocyte morphology

The rats were anesthetized and the hearts were excised, trimmed of excess tissue,
and arrested with potassium chloride in NaCl 0,9%. Hearts were then fixed by retrograde
perfusion with 10% formaldehyde and before histological process, hearts were washed
gently three times with a phosphate-buffered saline (PBS) solution and then embedded in
paraffin. Approximately three serial, transverse sections of 4 um were obtained from the
midventricular region of the heart and stained with hematoxylin-eosin (HE) which were
used for morphological analysis and measurement of cross-sectional areas of myocytes,
using LEICA DM LS microscope, 40X objective, coupled to a video camera to obtain
digital images which were analyzed by software Image Pro 3.01 version (Media

Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

Cardiomyocyte surface area

Cardiomyocyte surface area (CSA) was measured by tracing the outlines of round to ovoid
nucleated myocytes (40x) from the myocardial cross sections. A micrometer was utilized
to set the scale (micrometer-to-pixel ratio) before the analysis of each segment. The

digitized pictures were analyzed using the Image J program''.
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Statistics
Data are reported as means + SD. For ECG parameters, arterial, ventricular
pressure and cardiomyocyte surface area data, one-way ANOVA followed by Tukey’s

multiple comparisons Test was performed to evaluate the effect of age.

Results

The ECG parameters are presented in Table 1. The heart rate (HR) is significantly
higher in female 6 month-old and 12 month-old when compare to 3 month-old (P< 0.05),
PR intervals, RR interval and the R amplitude do not differ significantly among groups. P
wave length is significantly larger in older rats (12 month-old) than in young rats (3
month-old).

The Q amplitude is significantly higher in female 6 month-old and 12 month-old
when compare to 3 month-old (P< 0.05).

The fig. 1 shows a significantly increase in the QRS complex among 3 and 6 month
group (12 £ 0.6 ms versus 17 + 1.2 ms) and 3 and 12 month group (20 = 0.9 ms). The
interval QT shows significant increase among all groups (29 + 0.5 ms, 43 + 3 ms and 58
+ 5 ms, respectively). The QTc interval also presents significant differences among all
groups (73 +2 ms, 102 + 2ms and 141 + 12 ms, respectively).

The fig.2 shows the average representative ECG recordings of female SHR with 3
(A), 6 (B) and 12 month-old (C, D) groups. The group A has the typical form ECG with
all components present: depolarization of the atria (P wave); PR interval, defined as the
interval between the apex of the P wave and the Q wave (beginning of QRS complex) and

depolarization of the ventricles (QRS complex). In small rodents, the T wave is partially
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superimposed upon the termination of the QRS complex, but with the precise equipment,
it is possible to detect any variation on QRS complex, S-T segment or T wave. In animals
6 month-old (B), we observed that ST segment shows a depression and the T wave has
reduced amplitude, presenting the inverted shape in C and D. The complex QRS is
extended in C and D, with a modifying in its morphology characterized by a dicrotic notch
in relation to group A.

Systolic pressure is shown in fig.3 (A), rats 6 and 12 month-old showed significantly
increase (131 £ 4 mmHg and 136 + 3 mmHg, respectively) when compared to rats with 3
month-old (118 +1 mmHg). The mean arterial pressure (MAP) also showed significant
increase among all groups (106 £ 2 mmHg, 113 £ 3 mmHg and 122 + 4 ms, respectively),
pulse pressure showed significant difference between 3 and 6 month (14 £ 1 mmHg
versus 26 = 4 mmHg) and 3 vs 12 month (28 + 3 mmHg) and dicrotic notch pressure
showed significantly increase between 3 and 12 month-old (116 £ ImmHg vs 127 + 2
mmHg), but not in 6 month-old (124 + 4 mmHg).

The Fig 3 (B) shows the arterial parameters. The non-ejection duration, which
represents the diastole period, showed significant increment among 3 month and 6 month
groups (66 £ 1 ms versus 81 £ 6 ms) and 12 month group (95 + 9 ms). The ejection
duration (systole period shows significantly increased in rats 12 month-old when
compared to rats with 3 months (116 £4 ms vs 77 + 1) but not when compared to 6 month
(104 + 3). Similarly, we observed increase for cycle duration (156 +2 ms, 178 + 8 ms and
206 £ 23ms, respectively 3, 6 and 12 month-old).

Table 2 illustrates the heart performance in SHR rats with 3, 6 and 12 month-old.
SHR with 6 and 12 month shows greater pressures than SHR 3 month-old. Maximum

change of pressure with time (dP/dt-max; mmHg/sec), the minimum first time-derivative of
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pressure (dP/dt-min; mmHg/sec) and the Contractility Index (CI) show significant increase in
SHR with 6 and 12 month-old when compared to SHR 3 month. The regression of dP/dt
versus pressure (Tau; msec), that represents lusitropic function is greater in SHR 6 month and
decreases significantly in SHR 12 month. The parameters End-Diastolic pressure (EDP) and
Isovolumic Relaxation Period used for estimation of tau (IRP) did not show significant
alterations.

The Fig 4E shows the age effect in the cardiomyocyte morphology. Female SHR
with 6 (B) and 12 (C, D) month-old had an increase in cell size that can be quantified by
Image J program shows a significantly increase in cell surface area (E) among all groups
(6230 + 336 um?, 8528 + 425 pm® and 12055 + 682 pum?, respectively). In Figure 5D it

was possibly recognized a leukocyte infiltration within the area highlighted.

Discussion

Aging is a unique and an inexorable process characterized by a gradual reduction of
the capacity of many systems to perform effectively its functions associated with the
lifestyle of the individual. The cardiovascular system consists of several components and
has a dynamic interaction, making it difficult to define the changes of aging from those
caused by diseases.

It is known that with advancing age, the cardiomyocites decrease in number and
suffer hypertrophy'?. This hypertrophy results from an increase in afterload associated
with aging, primarily due to arterial stiffening. The chronic loss of myocytes reduces the
ability of the senescent heart withstand variations or increase of blood pressure and

) 13
ventricular volume overload .
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Experimental models are widely used in studies about the pathophysiology of
cardiac remodeling induced by hypertension. The spontaneously hypertensive rats (SHR)
is the model that most closely matches the human essential hypertension, as it has similar
characteristics as increased total peripheral resistance, cardiac output and progressive left
ventricular hypertrophy'.

The SHR develop high blood pressure between 6 and 8 weeks-old with in a level
regarded as high blood pressure between the 8th and 14th week (3 month), reaching a
plateau between the 20th and 28th weeks (6 month)ls.

Exactly what we find in our results, SHR with 6 month-old showed significantly
increase of systolic pressure (SP), mean arterial pressure (MAP) and pulse pressure (PP)
accompanied by significant changes in ECG parameters. The increase in the QRS
complex in females with 6 and 12 month-old, is indicative of changes in ventricular
conduction due to, probably, the overload in left ventricle. In addition, change in QRS
morphology, suggested the presence of a ventricular blockagel6.

Thus, the depolarization separately from each ventricle, producing two QRS
complexes in the same ECG, generates the dicrotic notch. This fact may have contributed
to the extension, although not significant, of the PR interval in these groups.

Moreover, the increase in QT and QTc interval observed in the present study in rats
with 6 month age has not been described before in this model, maybe consequently to the
left ventricular hypertrophy triggered by hypertension observed in SHR aged group.

Histological findings of the myocardium allowed to observe an increase in the area
of cardiomyocytes in animals 6 and 12 months characterizing left ventricular
hypertrophy in these groups, in addition to evidence of inflammation in the group of 12

month, as evidenced by lymphocytic infiltration in the myocardium, probably as much as
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the hypertrophy of the aging process. Thus, the prolongation of QT and QTc signal for
risk of sudden death in old SHR groups.

Even so, the presence of leukocyte infiltration showed an area with inflammatory
cells suggesting a myocarditis or cardiac ischemia. The T wave recorded in animals with
6 and 12 month-old and associated with ST-segment depression may be the consequent
processes of ventricular ischemia'’. The ST-segment depression may have been caused
by an anomalous vector originating from ventricular region due to an ischemic process.
In fact, the record chart in the subepicardial ischemia results in a T-wave opposite to the
direction of activation of the ventricles in the region that suffered ischemia.

The systolic (+dp/dt), diastolic (-dp/dt) function and the contractility index showed
better performance of the hypertrophic heart compared to the SRH 3 months'®. However,
the left ventricular isovolumic pressure decay (tau) in the rats with 12 month old falled to
less than younger rats, compromising the lusitropic function'’. Among the agents that
contributed to the mechanical dysfunction and ventricular systolic and diastolic blood
pressure observed in SHR groups 6 and 12 months there are hypertension, ventricular
hypertrophy and left ventricular hemodynamic overload pressure. The compensation to
pressure overload was done initially by means of ventricular hypertrophy resulting from
increased volume of left ventricular cardiomyocytes. With respect to progression of
hypertrophy, there is increased force of contraction (+ dp / dt) and diastolic blood pressure
(-dP/dt), causing the stretching of myocardial fibers. According to the Frank-Starling law,
this stretch causes increased ventricular contractile force to offset the high diastolic
pressure, and the longer the same, the greater the myocardial contractility (IC) to the
physical limit of elasticity of the fibers®. Once beyond this threshold is observed decrease

in ventricular lusitropic activity (Tau). In conclusion, female SHR from 6 months-old,
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have cardiac changes triggered by arterial hypertension associated with aging and are not
necessarily related to menopause, since this phase of the reproductive cycle occurs after

12 months of age in this experimental model .
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Tab.1 Comparison of ECG parameters between female SHR with 3, 6 and 12 month-old.

3" month 6" month 12" month
RR intervals (ms) 204 £ 1 210 £20 226 £40
P wave lenght (ms) 15+£0.7 17+£0.9 20+ 1.2 *
PR intervals (ms) 46 £ 1 48 +3 51+£2%*
Q amplitude (mv) 0.03 £0.01 0.035+0.02 = 0.04 £0.02 *
R amplitude (mv) 0.52 £0.07 0.53+£0.16 0.81 £0.08 *°
ST amplitude (mv) -0.05 £0.02 -0.02 £0.03 -0.05 £ 0.01
HR (bpm) 303 £ 31 374 £48 = 392 £36 *

Data are expressed as mean + SD, minimal number per group equal 5). * P< 0.05, 3 month vs 12

month; = P < 0.05, 3 month vs 6 month; ° P, 0.05, 6 month vs 12 month.
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Tab2. Cardiac analysis of different ages female SHR.

3™ month 6™ month 12" month
Max pressure (mmHg) 119 £2 130 £ 4 = 139 £2 %
Min pressure (mmHg) -1.65 £ 0.01 -1.64 £ 0.06 -1.75+£0.07 *
EDP (mmHg) 2.45+0.01 2.41 £0.08 2.59+0.10
Max dP/dt (mmHg/s) 1197 £ 146 3378 £555 = 3649 £ 718 *
Contractility index (1/s) 142 38+6" 390+8*
Min dP/dt (mmHg) -16+£2 43+6+ S53+7*
IRP Average dP/dt -4849 + 255 -4880 + 703 -6298 + 468 *°
(mmHg/s)
Tau (s) 0.0095 + 0.0007 0.0117 +0.0009 = 0.0082 + 0.0008 * °

Data are presented as means * SD; n = 5. Max pressure (systolic), Min pressure

(diastolic), EDP (end-diastolic pressure); Contractility index; IRP Average; tau, time

constant of isovolumic pressure relaxation; £dP/d¢, maximal rate of positive and negative

change in left ventricular pressure. * P< 0.05, 3 vs 12 month; = P < 0.05, 3 vs 6 month; ° P

< 0.05, 6 vs 12 month.
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Legends:

Fig.1. Comparison of QRS complex, QT interval and QTc with age; female SHR with 3, 6
and 12 month-old (n=5). * P< 0.05, 3 vs 12 month; = P < 0.05, 3 vs 6 month; ° P < 0.05, 6
vs 12 month.

Fig.2.Example of signal-average ECG waveforms recorded by PowerLab-ADInstruments
of the 3 groups of female SHR: A — 3 month old; B — 6 month old and C1, D — 12 month
old.

Fig. 3 Measures of Systolic pressure (SP), Mean arterial pressure (MAP), Pulse pressure
(PP) and Dicrotic notch pressure (DNP) in mmHg in different age (A). Ejection duration
(ED), Non ejection duration (NED) and cycle duration (CD) in ms analysed age (B).
Groups of female SHR with 3 month-old, 6 month-old and 12 month-old (n=5). * P <
0.05, 3 vs 12 month; = P < 0.05, 3 vs 6 month and ° P < 0.05, 6 vs 12 month.

Fig 4. Transversal left ventricular tissue sections from female SHR with 3 month-old (A),
6 month-old (B) and 12 month-old (C). All sections are stained with hematoxylin-eosin
(HE) and viewed at the same magnification (x40). Cardiomyocyte surface area in um? of 3
groups (E): * P < 0.05, 3 vs 12 month; = P < 0.05, 3 vs 6 month and ° P < 0.05, 6 vs 12
month.
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8. Capitulo III
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Hipertensao arterial altera a variabilidade da frequéncia cardiaca em ratas SHR no periodo
pré-menopausa

Short title: variabilidade da frequéncia cardiaca em ratas SHR

Trabalho serd encaminhado para a revista Brazilian Journal of Medical and

Biological Research.
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8.1. Introdugdo

8.1.1.  Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) e Sistema Nervoso Autbnomo

O controle do sistema cardiovascular € realizado, em parte, pelo sistema nervoso
autbnomo (SNA), através de terminacOes simpdticas por todo o miocardio e
parassimpdticas para os nddulos sinusal e atrioventricular (Aubert et al, 2003). A
influéncia do SNA sobre o coragdo estd associada as informagdes dos baroceptores,
quimioceptores, mecanoceptores atriais e ventriculares, frequénca respiratéria, neurdnios
vasomotores do bulbo, sistema renina-angiotensina-aldosterona e sistema termorregulador
hipotalamico (Rajendra et al, 2006). Este controle autondmico estd intimamente associado
a frequéncia cardiaca (FC), adaptando-a as variagdes das condi¢des organicas a cada

momento (Vanderlei et al, 2009).

O aumento da FC € decorrente da maior atividade simpdtica e/ou da menor
atividade parassimpdtica, enquanto que a predominancia da atividade parassimpdtica

constitui-se no fator fundamental para a sua reducao.

Alteragdes na FC, definidas como Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC),
sdo absolutamente normais e indica a capacidade do coragdo em se adaptar aos diversos
estimulos endégenos e ambientais, tais como, respiracdo, exercicio fisico, estresse mental,
alteragdes hemodinamicas e metabdlicas, sono e alteragdes organicas induzidas por

estados mérbidos (Caruana-Montaldo et al, 2000; Rajendra et al,2006).

Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) é a variacdo do tempo entre
batimentos cardiacos consecutivos seqiienciais (intervalos R-R, caso a frequéncia cardiaca

seja determinada pelo registro eletrocardiografico), sujeitos as influéncias do SNA sobre o
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nédulo sinusal. Num eletrocardiograma (ECG) a maior deflexdo de um complexo QRS
normal é o pico da onda R, e a duracdo entre os picos de duas ondas R adjacente, é

denominada intervalo R-R (Reed et al, 2005).

Dessa forma, VFC € o resultado do equilibrio entre a acdo de mediadores
simpdticos (adrenalina e noradrenalina) e parassimpaticos (acetilcolina) sobre a frequéncia
cardiaca. Os mediadores simpéticos atuam sobre os nodos sino atrial e atrioventricular
aumentando, além da frequéncia cardiaca, a forca de contracdo e a velocidade de
conducdo do impulso para o nodo atrioventricular, enquanto a acetilcolina,
neurotransmissor parassimpatico, reduz a frequéncia cardiaca e a velocidade de conducio

do impulso para o nodo atrioventricular.

A andlise da VFC trata-se de um método ndo-invasivo, que pode ser utilizado para
identificar fendmenos relacionados a0 SNA em individuos sauddveis, atletas e portadores
de doengas (Task Force,1996; Pumprla et al, 2002). Wolf e colaboradores (1977)
demonstraram a correlacdo entre redugdo na VFC e maior risco de mortalidade apods
infarto agudo do miocérdio. Kleiger e colaboradores (1987) confirmaram que a VFC era
um potente e independente indice preditor de mortalidade apds infarto agudo do

miocardio.

Assim, alteragdes nos padrdoes da VFC constituem-se num indicador sensivel e
antecipado de problemas na satude. Alta VFC € sinal de boa adaptacdo, caracterizando um
individuo saudavel com mecanismos autondomicos eficientes (Chatzimichali et al, 2011).
Por outro lado, baixa VFC € um indicador de um processo anormal e insuficiente de

adaptacdao do SNA, o que pode indicar alteracdes anormais nos processos fisioldgicos do
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organismo, necessitando de investigagcdes adicionais para se encontrar um diagndstico

final (Di Iorio et al, 2010; Malmberg et al, 2010).

8.1.2. Determinacao da VFC através do registro eletrocardiografico

A excitagdo cardiaca inicia-se com um impulso gerado no ndédulo sinusal, o qual é
distribuido pelos éatrios, resultando na despolarizacdo atrial, que € representada no
eletrocardiograma (ECG) pela onda P. Este impulso é conduzido aos ventriculos por meio
do ndédulo atrioventricular e distribuido pelas fibras de Purkinje, resultando na
despolarizagdao do septo, dpice e base dos ventriculos, a qual no ECG é representada,
respectivamente, pelas ondas Q, R e S, formando o complexo QRS. A repolarizagdo
ventricular € representada pela onda T. Os indices de VFC sdo obtidos pela andlise dos
intervalos entre as ondas R, as quais podem ser captadas pelo eletrocardidgrafo, a partir de

eletrodos colocados em pontos especificos do corpo (Twomey et al, 2010).

8.1.3. Indices de VFC

Para andlise da VFC, podem ser utilizados indices obtidos por meio de métodos
lineares, no dominio do tempo e da frequéncia, e métodos ndo-lineares. Os métodos
lineares sdo divididos em dois tipos: andlise no dominio do tempo, realizada por meio de
indices estatisticos e geométricos, e andlise no dominio da frequéncia. Para a andlise da
VFC no dominio do tempo, assim denominada por expressar os resultados em unidade de
tempo (milissegundos ou segundos), mede-se cada intervalo RR normal (batimentos
sinusais) durante determinado intervalo de tempo e, entdo, com base em métodos

estatisticos ou geométricos (média, desvio padrao e indices derivados do histograma ou do
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mapa de coordenadas cartesianas dos intervalos RR), calculam-se os indices tradutores de
flutuagdes na duracdo dos ciclos cardiacos (Task Force, 1996). Os indices estatisticos, no
dominio do tempo, obtidos pela determinacdo de intervalos RR correspondentes em

qualquer ponto no tempo, sao (Reed et al, 2005; Rodrigues-Linares, 2010).

a) SDNN - Desvio padrao de todos os intervalos RR normais gravados em um

intervalo de tempo, expresso em milessegundos;

b) SDANN - Representa o desvio padrdo das médias dos intervalos RR normais, a
cada 5 minutos, em um intervalo de tempo, expresso em milessegundos;
¢) SDNNi - E a média do desvio padrao dos intervalos RR normais a cada 5 minutos,

expresso em milessegundos;

d) rMSSD - E a raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos
RR normais adjacentes, em um intervalo de tempo, expresso em milessegundos;
e) pNNSO - Representa a porcentagem dos intervalos RR adjacentes com diferenca de

duracao maior que 50 milessegundos.

Os indices SDNN, SDANN e SDNNi sdo obtidos a partir de registros de longa
duracdo e representam as atividades simpdtica e parassimpdtica, porém ndo permitem
distinguir quando as alteracdes da VFC sdo devidas ao aumento do tdnus simpdtico ou a

retirada do tonus vagal (Reed et al, 2005; Rodrigues-Linares, 2010)

Ja os indices tMSSD e pNNS5O0 representam a atividade parassimpdtica, pois sao
encontrados a partir da andlise de intervalos RR adjacentes. Outra possibilidade de
processar intervalos RR no dominio do tempo € a partir de métodos geométricos, sendo o

indice triangular e a plotagem de Lorenz (ou Plot de Poincaré) os mais conhecidos. Os
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métodos geométricos apresentam os intervalos RR em padrdoes geométricos e vdrias
aproximagdes sio usadas para derivar as medidas de VFC a partir delas (Reed et al, 2005;

Rodrigues-Linares, 2010).

O findice triangular é calculado a partir da constru¢do de um histograma de
densidade dos intervalos RR normais, o qual mostra, no eixo horizontal (eixo X), o
comprimento dos intervalos RR e, no eixo vertical (eixo Y), a frequéncia com que cada
um deles ocorreu. A unido dos pontos das colunas do histograma forma uma figura
semelhante a um tridngulo e a largura da base deste tridngulo expressa a variabilidade dos
intervalos RR. O indice triangular (correspondente a base do triangulo) pode ser calculado
dividindo-se a drea (corresponde ao nuimero total de intervalos RR utilizados para
construir a figura) e a altura (corresponde ao nimero de intervalos RR com frequéncia
modal) do tridngulo. Este indice tem uma intima correlacdo com o desvio padrao de todos
os intervalos RR e ndo sofre a influéncia dos batimentos ectépicos e artefatos, pois os

mesmos ficam fora do tridngulo (Reed et al, 2005; Rodrigues-Linares, 2010).

O plot de Poincaré é um método geométrico para andlise da dindmica da VFC, que
representa uma série temporal dentro de um plano cartesiano no qual, cada intervalo RR ¢é
correlacionado com o intervalo antecedente e definem um ponto no plot (Vanderlei et al,
2010). A andlise do plot de Poincaré pode ser feita de forma qualitativa (visual), por meio
da avaliagdo da figura formada pelo seu atrator, a qual € util para mostrar o grau de
complexidade dos intervalos RR, ou quantitativa, por meio do ajuste da elipse da figura
formada pelo atrator, de onde se obtém trés indices: SD1, SD2 e a razio SD1/SD2
(Bruneto et al, 2005). O SD1 representa a dispersao dos pontos perpendiculares a linha de

identidade e parece ser um indice de registro instantaneo da variabilidade batimento a
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batimento; o SD2 representa a dispersdo dos pontos ao longo da linha de identidade e
representa a VFC em registros de longa duracio; a relacdo de ambos (SD1/SD2) mostra a
razdo entre as variagdes curta e longa dos intervalos RR. A andlise qualitativa (visual) do
plot de Poincaré € feita por meio da andlise das figuras formadas pelo atrator do plot, as
quais foram descritas por Tulppo et al. (1998), que as classificaram como:

a) figura com caracteristica de um cometa, na qual um aumento na dispersao dos
intervalos RR batimento a batimento é observado com aumento nos intervalos RR,
caracteristica de um plot normal;

b) figura com caracteristica de um torpedo, com pequena dispersdao global
batimento a batimento (SD1) e sem aumento da dispersdao dos intervalos RR a longoprazo;
c) figura complexa ou parabdlica, na qual duas ou mais extremidades distintas sdo
separadas do corpo principal do plot, com pelo menos trés pontos incluidos em cada
extremidade.

Outro método linear é o dominio da frequéncia, sendo a densidade de poténcia
espectral a mais utilizada atualmente, quando se trata de estudos com individuos em
condi¢des de repouso. Esta andlise decompde a VFC em componentes oscilatérios
fundamentais, sendo que os principais sdo (Reed et al, 2005; Rodrigues-Linares, 2010):

a) Componente de alta frequéncia (High Frequency - HF), com variagdo de

0,15 a 0,4Hz, que corresponde a modulacdo respiratéria e € um
indicador da atuagdo parassimpdtica sobre o coragdo;

b) Componente de baixa frequéncia (Low Frequency - LF), com variacio

entre 0,04 e 0,15Hz, que é decorrente da agdo conjunta dos
componentes vagal e simpdtico sobre o coracdo, com predominincia do

sistema nervoso simpdatico;
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) Componentes de muito baixa frequéncia (Very Low Frequency - VLF) e
ultrabaixa frequéncia (Ultra Low Frequency - ULF) - Indices menos
utilizados cuja explicacao fisioldgica ndo estd bem estabelecida e parece
estar relacionada ao sistema renina-angiotensina-aldosterona, a
termorregulacdo e ao tonus vasomotor periférico (Novais et al, 2004).

A relacdo LF/HF reflete as alteracdes absolutas e relativas entre, os componentes

simpdtico e parassimpatico do SNA, caracterizando o balanco simpato-vagal sobre o

coragdo (Vanderlei et al, 2009).

8.1.4. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e controle metabdlico

Fatores de risco cardiovasculares, como excesso de gordura corporal,
hiperglicemia, hipersinsulinemia, elevacdo nos niveis de colesterol total, triglicerideos,
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), pressdo arterial sistdlica e diastdlica, assim como
reducdo nos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL) estdo associados com a
reducdo da VFC (Stutzman et al, 2010).

Neste contexto, a VFC em repouso € uma das medidas comumente utilizadas para
estabelecer estas relagdes, sendo que procedimentos capazes de modificar essas varidveis
podem melhorar a regulacao autondmica com consequente aumento da VFC.

A atividade parassimpdtica tende a se associar negativamente com o indice de
massa e gordura corporal. A baixa atividade parassimpdtica ¢ um fator de risco
independente para doenca arterial coronariana, assim como € um fator predisponente para
arritmia e morte subita em obesos. Além disso, o tdnus parassimpdtico aumenta com a

reduc@o de massa corporal em mulheres obesas (Cambri et al. 2008).
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Individuos hipertensos tendem a ter menor VFC e maior FC de repouso que
normotensos; sendo que normotensos com VFC reduzida tendem a apresentar maior risco
de desenvolver hipertensao (Sowmya et al, 2010).

Ha evidéncias de que a menopausa reduz a atividade simpato-vagal devido ao
aumento da gordura corporal, pressdo arterial e perfil lipidico. Estas altera¢des frequéntes
na menopausa fazem com que as mulheres apresentem risco cardiaco aumentado, com
indices similares aos observados em homens. Neste caso, ndo sdo encontradas diferencgas
entre géneros na atividade simpato-vagal quando observada pela VFC, diferentemente de
adultos jovens, fase em que as mulheres apresentam maior atividade parassimpética que
os homens (Smith et al, 2007).

Ratas espontaneamente hipertensas (SHR) constituem-se num importante modelo
para o estudo dos efeitos do estrogeno durante o desenvolvimento da hipertensdo arterial
(Dias et al, 2010). Ha diversos estudos mostrando que fémeas SHR tém menor pressado
arterial que os machos da mesma espécie (Fortepiani et al, 2003; Reckelhoff et al, 1998).

Além disso, ratas SHR senescentes t€m sido aceitas como um modelo adequado
para hipertensio pos-menopausa por duas razdes: 1) imediatamente apds a interrup¢ao dos
ciclos estrais aos 12 meses de idade, aproximadamente, esses animais apresentam redugdo
progressiva dos niveis de estrogeno, de forma semelhante as mulheres; 2) esses animais
exibem maiores niveis de pressdo arterial do que fémeas SHR jovens (Fortepiani et al,
2003).

Entretanto, dados da literatura indicam que animais SHR apresentam
preponderancia do tonus simpdtico, em relacdo ao parassimpdtico, sob condi¢des basais
comparados com ratos Wistar (Lundin et al, 1984). E provavel que o aumento da atividade

simpdtica observado nesse modelo experimental justifique os resultados verificados por
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Tadepalli e colaboradores (1974), os quais observaram que fémeas SHR jovens (9 a 12
semanas de idade) apresentaram maiores valores para pressdo arterial e frequéncia
cardiaca do que ratas Wistar da mesma idade, independente da auséncia da agdo
estrogénica.

De fato, animais SHR comecam a desenvolver aumento da pressdo arterial entre a
6" e 8" semana de vida, apresentando nivel de pressdo considerada como hipertensio entre
a 8" e a 14" semana, atingindo um platd entre a 20" e 28" semana de idade (Yamori, 1984).
Animais SHR constituem-se no modelo experimental que mais se aproxima da
hipertensdao arterial essencial humana, pois apresenta caracteristicas similares como

aumento da resisténcia periférica total e progressiva hipertrofia ventricular esquerda.

8.2. OBJETIVOS

Considerando que:

a) ratas SHR apresentam alteracdes no ciclo estral a partir dos 12 meses de idade;

b) ratas SHR apresentam elevagdo progressiva da pressao arterial a partir dos 3 meses
de idade;

c) Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) € um método capaz de avaliar a acdo

do sistema nervoso autdbnomo sobre o corag¢do, constituindo-se num indicador antecipado

de problemas cardiacos;

Este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade do sistema nervoso autdonomo
sobre o coracdo de fémeas SHR (aos 3, 6 e 12 meses de idade) através da determinagdo da

Variabilidade da Frequéncia Cardiaca calculada pela andlise do eletrocardiograma.
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8.3. MATERIAL E METODOS
Animais

Fémeas SHR foram obtidas do CEMIB — UNICAMP, e mantidas em ambiente
com ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura de 22 + 2°C. Os animais foram

alimentados com racdo comercial e dgua ad libitum.

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais com cinco animais

em cada grupo:
a) SHR-3: fémeas SHR com trés meses de idade;
b) SHR-6: fémeas SHR com seis meses de idade;
C) SHR-12: fémeas SHR com doze meses de idade
Comité de Etica

Os protocolos estio de acordo com os Principios Eticos para Pesquisa Animal
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado
pelo Comité Institucional para Pesquisa Etica em Animal (Universidade Estadual de

Campinas) sob n° 1652-2.
Determinagdo da pressao arterial.

Os animais foram anestesiados com Ketamina (100mg/Kg peso corpdreo) /
xilazina (5 mg/Kg peso corpéreo) via i. m. . A artéria femoral direita foi exposta e
canulada com tubo de polietileno PE-50 e, posteriormente, conectado a um transdutor

de pressdo arterial (ADinstruments-Austrdlia). A pressdo sistolica, diastélica e média
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foram gravadas por dois minutos e analisadas pelo software PowerLab -

ADInstruments).
Andlise e Aquisi¢ao de dados

Os animais dos grupos experimentais foram anestesiados conforme descrito
anteriormente. Sinais analdgicos de eletrocardiogramas (ECG) de superficie foram
gravados, durante cinco minutos, utilizando eletrodos em forma de agulha, implantados
subcutaneamente nas extremidades dos membros. Os dados foram obtidos utilizando o
sistema de aquisicdo de dados PowerLab e analisados pelo software Chart 7.0
(ADInstruments — Australia). Frequéncia Cardiaca (FC) foi calculada a partir da gravacao

dos ECG.

Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC), nos dominios do tempo e da freqiiéncia.

Indices espectrais da variagdo da frequéncia cardiaca foram calculados utilizando
o modulo de Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) do software Chart 7.0

(ADInstruments -Austrélia). Foram calculados os seguintes indices:

a) No dominio da freqiiéncia: relativo as freqiiéncias das variacdes periddicas dos
intervalos RR., foram calculados os seguintes indices espectrais, 0os quais representam
parametros do espectro de freqii€éncias com que se manifestam as variagOes periddicas de
uma série continua e estaciondria de intervalos RR do eletrocardiograma, registrado

durante 5 minutos:

a.1) Total Power reflete a acdo autondmica geral sobre o coragdo.
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a.2) LF, faixa de baixa frequéncia (0,04 — 0,15 Hz), representa ambos os

componentes do SNA com a predominancia do sistema nervoso simpatico.

a.3) HF, faixa de alta frequéncia (0,15 - 0,4 Hz), € indicativo da acdo

parassimpadtica sobre o coragdo.

a.4) LF/HF reflete a interacio entre os componentes simpaticos e

parassimpaticos, determinando o equilibrio da fun¢@o autondmica sobre o coragdo.

b) No dominio do tempo: relativo a duragdo dos Intervalos RR, foram calculados
os seguintes indices temporais., 0s quais representam parametros estatisticos das
variacdes da duracdo dos intervalos RR do eletrocardiograma, de uma série continua e

estaciondria registrada durante determinado periodo de tempo:

b.1) SDNN: média e desvio padrio dos intervalos R-R, representa tanto a
atividade simpdtica quanto parassimpdtica, porém ndo permite distinguir quando as
alteracdes da VFC sdo devidas ao aumento do tonus simpdtico ou a retirada do tonus

vagal

b.2) RMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre
intervalos RR normais adjacentes em um intervalo de tempo, reflete a modulacio

parassimpdtica sobre a frequéncia cardiaca.

b.3) pNNS50: indica a porcentagem dos intervalos RR adjacentes com diferencga de
duracdo maior que 50 milessegundos, representa a atividade parassimpdtica sobre o

coracao.

Estatistica
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Os dados apresentados como média + SD, foram analisados estatisticamente pela

ANOVA seguida pelo teste de Tukey para comparacao entre as médias. Foi considerado p

< 0,05 como nivel de significancia, utilizando-se do software Graph-Pad — Prism.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os valores da pressdo arterial sistdlica, diastélica e média dos

grupos experimentais.

Tabela 1. Pressao arterial sistdlica (PAS), diastélica (PAD) e média (PAM)
das fémeas SHR com trés (SHR-3), seis (SHR-6) e doze (SHR-12) meses de

idade.

grupos PAS (mmHg) PAD (mmHg) PAM ( mmHg)
SHR-3 118 +1 87 +5 106 +2
SHR-6 131 £4° 101 £6° 113 £3*°
SHR-12 136 £3° 112 +£5°¢ 122 +4°¢

Os resultados mostraram que os valores da pressdao arterial sistdlica, diastélica e

Me SHR-6. (") SHR-3 x SHR-12. (°) SHR-6 x SHR-12: n = 5.

| Valores expressos como média + desvio padrio; p< 0,05 para (*) SHR-3 x

animais de trés meses de idade.

O aos

Nossos resultados estdo de acordo com Amenta e colaboradores (2010), os quais

verificaram que animais SHR, normotensos ao nascimento, desenvolveram hipertensdao

sustentada a partir dos 3 meses de idade, constituindo-se num dos principais modelos para

o estudo e tratamento das conseqii€ncias da hipertensao.

Tadepalli e colaboradores (1974), Yamori (1984), Reckelhoff e colaboradores

(1998), Fortepiani e colaboradores (2003) e Dias e colaboradores (2010), também
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observaram elevacdo da pressdo arterial em ratas SHR nos periodos pré e pds-menopausa,
em decorréncia das caracteristicas genéticas dessa cepa de ratas.

Segundo Landgraf e colaboradores (2010), animais SHR exibem desequilibrio na
expressdo de receptores renais para angiotensina AT1 e AT2 associados a processos
inflamatérios contribuindo, assim, para lesdes renais em animais adultos e,
consequentemente, no desenvolvimento da hipertensdo arterial. Dessa forma, o sistema
renina-angiotensina parece exercer papel fundamental na génese da hipertensdo arterial
em animais SHR, nos periodos pré e pds-menopausa.

Por outro lado, a hipertensdo arterial constitui-se num fator de risco cardiovascular,
independente do sexo e da presenga da acdo estrogénica.

Avaliamos, entdo, a relacdo entre a hipertensdo arterial e a atividade autonémica
através da determinacdo da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca, de acordo com
registros eletrocardiograficos dos grupos experimentais, para verificar se seria possivel
prever riscos cardiacos nesse modelo em estudo.

A figura 1 apresenta segmentos dos eletrocardiogramas representativos dos
animais dos grupos experimentais obtidos na derivacdo D,.

O grupo SHR-3 apresentou eletrocardiograma com registro normal, ou seja, uma
unica onda P (despolarizag¢do atrial) antecedendo um complexo formado pelas ondas Q
(despolarizacdo do septo ventricular), R (despolarizagdo do d&pice ventricular) e S
(despolarizacdo da base ventricular), seguido pela onda T positiva (repolarizacio
ventricular) imediatamente apds a onda S. O segmento ST curto, normalmente observado
em ratos, ocorre devido a alta frequéncia cardiaca observada nessa espécie.

Por outro lado, o grupo SHR-6 e, principalmente, o animais SHR-12 apresentaram

infradesnivelamento do segmento ST com inversdo da onda T no grupo SHR-12, sinais
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eletrocardiograficos indicativos de isquemia cardiaca como resultado, provavelmente, de
alteragdes cardiovasculares induzidas pela hipertensao arterial.

Nossos resultados sd@o corroborados por Angeli e colaboradores (2010), os quais
afirmaram que anormalidades na repolarizagdo ventricular sio comuns em individuos
hipertensos. A prevaléncia de sinais eletrocardiograficos indicativos de isquemia definidos
como desnivelamento do segmento ST, inversdo da onda T ou bloqueio completo de ramo
esquerdo podem estar relacionados tanto com o aumento da idade quanto com a elevagao
da pressdo arterial que, em médio ou longo prazo, pode promover a hipertrofia do
ventriculo esquerdo, comprometendo a conducao elétrica pelo cora¢do e a hemodinamica
ventricular (Angeli et al, 2010). Tais pardmetros, bem como a andlise detalhada do ECG,
foram avaliados em outro artigo desta tese.

Os intervalos entre as ondas R (R-R) do ECG foram utilizados para a
determinacdo da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca.
A tabela 2 apresenta os valores dos indices de Variabilidade da Frequéncia

Cardiaca (VFC), nos dominios do tempo e da frequéncia, dos grupos experimentais.
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Figura 1. Segmentos dos eletrocardiogramas representativos dos grupos SHR-3, SHR-6 e SHR-12
em D,. A onda P, o complexo QRS e a onda T apresentaram-se com registro normal no grupo
SHR-3. Os grupos SHR-6 ¢ SHR-12 apresentaram infradesnivelamento do segmento ST (A),
sendo que no grupo SHR-12 a onda T apresentou-se invertida (B), sugerindo isquemia ventricular.
Os intervalos entre as ondas R (R-R) foram utilizados para o cdlculo da Variabilidade da
Frequéncia Cardiaca.
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Tabela 2. Valores dos indices autondmicos da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca nos
dominios do tempo e da frequéncia das fémeas SHR com trés (SHR-3), seis (SHR-6) e
doze (SHR-12) meses de idade

fndices SHR-3 SHR-6 SHR-12
FC (bpm) 303,55 +£31 373.78 +48* 392,44 36"
SDNN (ms) 475+1,13 6,77 1,42 7.04+1,04"
RMSSD (ms) 6,08 1,18 4,12+0,91° 3,73+ 0,66 "
pNNS50 (%) 20,57 7,95 13,35+3,97* 12,03 4,12 °
Total power (ms?) 94,38 + 15,23 79,28 + 20,43 73,22 + 12,06
LF power (ms’) 3,94 £0,83 4924021 ° 6,15+0,78 "¢
HF power (ms’) 4,02+ 1,31 2,14 +0,44° 1,19 +021 "¢
LF/HF 0,89 0,51 1,98 +0,57 3,81+0,66"¢

Dados expressos como média + SD. FC: frequéncia cardiaca; SDNN: desvio padrdao da media
dos intervalos R-R; RMSSD: raiz quadrada da média da soma dos quadrados das diferencas
entre intervalos R-R consecutivos; pNN50: porcentagem de intervalos R-R que variaram mais
que 50 ms do intervalo anterior; Total power:: variacdo do intervalo R-R em baixa e alta
frequéncia; LF: faixa de baixa frequéncia (0,2-0,75 Hz); HF: faixa de alta frequéncia (0,75-3,0
Hz) ; LF/HF: equilibrio da a¢do autondmica sobre o intervalo R-R; p < 0,05 em relagdo: (*)

SHR-3xSHR-6; (b) SHR-3xSHR-12 and () SHR-6xSHR12; n = 5.

Nossos resultados evidenciaram significativas alteracoes na VFC nos grupos
SHR-6 e SHR-12, em relagdo ao SHR-3, devido, provavelmente, aos maiores valores de

pressdo arterial encontrados nesses animais.

As diferencgas na variabilidade da freqii€ncia cardiaca entre os grupos hipertensos
(SHR-6 e SHR-12), em relacdo ao grupo normotenso (SHR-3), estdo de acordo com

relatos prévios, no que diz respeito a alteracdes da SDNN (Barbosa et al, 2002), PNN50

71




(Chakko et al, 1993), LF (Chakko et al, 1993; Huikuri et al, 1996; Singh et al, 1998), HF e

LH/HF (Pikkujamsa et al, 1998; Sevre et al, 2001; Menezes-Jr et al, 2004).

Apesar dos menores valores absolutos observados em ratas com 6 e 12 meses
para o indice Total Power, o fato de n@o serem significativos ndo permitiu que
afirmdssemos a existéncia de alteracOes na participagdo do sistema nervoso auténomo
como um todo sobre a atividade cardiaca. Entretanto, o aumento do indice SDNN nos
grupos SHR-6 (ndo significativo) e SHR-12, sugere aumento da atividade de uma das
divisOes autonOmicas nesses animais, em relacdo ao grupo SHR-3. Esse indice ndo
permite distinguir se as alteracdes da VFC foram devidas ao aumento do tonus simpdtico

e/ou a reducdo do tdnus parassimpatico.

O aumento da frequéncia cardiaca, verificado nos grupos de fémeas SHR-6 e
SHR-12, sugere predominéncia da fun¢do autondmica simpética e/ou reducdo da atividade

parassimpdtica, em relacdo ao grupo SHR-3,

De fato, observamos reducao significativa nos indices RMSSD, PNN50 e HF nos
grupos SHR-6 e SHR-12, em relacio ao SHR-3, refletindo menor modulagdo
parassimpdtica sobre o coragdo desses animais. Realmente, segundo Menezes Jr. et al
(2004), a queda na atividade parassimpatica estd refletida nos baixos valores do PNN50
observados em pacientes com hipertensdo moderada, uma vez que o valor deste indice no

dominio do tempo € conseqiiéncia, principalmente, do tonus vagal.

Além disso, os grupos SHR-6 e SHR-12 apresentaram aumento significativo da
VFC, tendo como parametro a variagdo do intervalo R-R na faixa de baixa frequéncia

(LF), refletindo maior atividade simpdtica nesses grupos, em relagdao ao grupo SHR-3.
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O aumento significativo da relacio LF/HF nos grupos SHR-6 e SHR-12
evidenciou maior atividade autondmica sobre o cora¢do, com predominincia do tonus
simpdtico associada a redu¢do da modulag¢do parassimpdtica nesses grupos, em relagdo ao

grupo SHR-3.

O fato de termos trabalhado com ratas SHR de 3 e 6 meses (as quais ainda estavam
ciclando), os niveis de estrégenos presentes podem ter contribuido para a predominéncia
da atividade simpdtica durante o periodo pré-menopausa dos grupos estudados. Nossos
resultados estdo de acordo com Dias e colaboradores (2010), os quais verificaram que a
ovarectomia ndo afetou o balango simpatovagal em animais SHR, porém a administragdao

de estradiol aumentou a modulacio simpética nesse modelo experimental.

Segundo Menezes Jr. E colaboradores (2004), o tratamento de pacientes com anti-
hipertensivos do tipo inibidores da enzima conversora de angiotensina, proporcionou
significativa recuperacdo de todos os indices de variabilidade da freqiiéncia cardiaca em
individuos hipertensos. A recuperagdo do tOnus parassimpatico, antes diminuido nos
pacientes hipertensos, mostrou que a angiotensina II é um potente inibidor da atividade
barorreflexa arterial (Bigger et al, 1992). Dessa forma, a a¢do dos baroceptores arteriais
envolve principalmente reducdo reflexa da atividade simpdtica e aumento da atividade

vagal.

Convém destacar, como visto anteriormente, a participagdo do sistema-renina-
angiotensina no desenvolvimento da hipertensdo arterial no modelo experimental de
animais SHR. Assim, apesar de ndo fazer parte dos nossos objetivos, a participacdo do

reflexo baroceptor e a reducdo da atividade vagal associada, provavelmente, a acdo da
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angiotensina sobre o sistema cardiovascular, podem ter sido fatores determinantes na

geragdo da hipertensao arterial deste modelo experimental.

8.5. CONCLUSAO

Nossos resultados indicaram que fémeas SHR a partir de 6 meses apresentaram
alteragdes significativas na variabilidade da freqiiéncia cardiaca, tanto no dominio do
tempo quanto no dominio da freqiiéncia, com predominéncia da acdo simpética e redu¢do
da modulacdo parassimpdtica sobre a atividade cardiaca. Essas alteragdes foram
conseqiientes a hipertensdo arterial verificada a partir dos trés meses, que se acentuou aos
seis meses e permaneceu sustentada até os doze meses de idade. Essas variagdes na VFC
constituem-se em indices preditores de risco cardiaco para ratas SHR, a partir dos trés

meses de idade.
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9. Conclusodes Gerais da Tese

A finalizacdo desta Tese de Doutorado nos permitiu verificar algumas importantes

alteracOes cardiacas a respeito do modelo SHR fémeas jovens:

v" Fémeas SHR apresentam desde jovem adulta (trés meses) elevacdo gradual e
progressiva da pressdo arterial, bem como da pressdo sistdlica, pressdo
arterial média e pressdo dicrética, como ocorrem em machos desta cepa;

v Tais efeitos da progressdo da idade sobre a pressdo arterial, também sio
observados no estudo eletrocardiografico, o qual apresenta a partir dos 6
meses de idade, alteracgdes significativas nas duragdes dos intervalos QRS,
QT e QTc. O tempo de duracdo da ejecdo, da ndo-ejecdo e do ciclo completo
também aumentou, refletindo a demora na condugdo do impulso por toda a
massa cardiaca;

v A partir dos 12 meses de idade observou-se, também, altera¢cbes na
morfologia do tracado do ECG, com a superposi¢cio de duas ondas R,
conhecido como entalhe, caracteristico de uma dificuldade na conducio do
impulso elétrico pelo septo ventricular e, consequentemente, da
despolarizacdo em tempos diferentes dos dois ventriculos, direito e esquerdo.
E, também, supradesnivelamento do segmento ST e inversdo da onda T,
caracteristico de isquemia cardiaca, resultados inéditos para este modelo;

v Nos pardmetros hemodinidmicos ventriculares, observa-se o aumento da forca
de contragdo (inotropismo positivo) a partir do aumento da dP/dt maxima e
do indice de contragdao (IC) devido a hipertrofia ventricular esquerda
observada pelo aumento da drea dos cardiomidcitos, a partir dos 6 meses de
idade;

v' Esse aumento da massa cardiaca, com o passar do tempo, torna-se
prejudicial, pois, diminui a complacéncia ventricular, prejudicando a
atividade lusitropica.

v" Os dados da Variabilidade da Freqiiéncia Cardiaca indicaram que, a partir

dos seis meses de idade, os animais SHR apresentaram maior atividade
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autondmica sobre o coragdo, com predomindncia do tonus simpdtico
associada a reduc¢do da modulacdo parassimpdtica, tornando esses animais

sujeitos as arritmias cardiacas descritas anteriormente.

Concluindo, as alteracdes cardiacas observadas em fémeas SHR no periodo pré-
menopausa foram devidas a progressao da hipertensdo arterial sustentada, a qual refletiu
no aumento da atividade auton6mica simpdtica e reducdo da modulagdo parassimpética

sobre a atividade cardiaca desse modelo experimental, independentes da agdo estrogénica.
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Arritmia cardiaca em fémea de SHR com 12 meses de
1dade. Estudo de caso

Brigida Figueiredo de Barros e Miguel Arcanjo Areas

Introduc@o: A arritmia cardiaca significa uma alteracdo do ritmo normal do coragdo,
produzindo freqiiéncias cardiacas rdpidas, lentas e/ou irregulares. Também € conhecida
como disritmia ou ritmo cardiaco irregular. Arritmia cardiaca € causada por uma alteragao
na velocidade de transmissao ou no ritmo do impulso elétrico pelo coragdo. Essa alteragao
¢ mais comum em pessoas mais velhas e com problemas cardiacos, porém pode ocorrer
em qualquer idade, independente do sexo e da etnia, estando ou ndo associadas a outras
doencas do coracdo. De acordo com o local de origem as arritmias podem ser: a)
Supraventriculares: originada nos atrios ou no nédulo atrioventricular; b) Ventriculares:

originada nos ventriculos.

As arritmias dividem-se em dois tipos, de acordo com a freqiiéncia: a) Taquicardias: a
freqiiéncia cardiaca é maior que 100 batimentos por minuto, para humano. Podem ser
decorrentes de ansiedade, medicacdes ou exercicio. A freqiiéncia cardiaca é considerada
anormal quando ocorre um aumento subito, desproporcional ao esfor¢o realizado,
podendo ocorrer em diversas circunstancias (repouso, sono, atividades didrias ou
exercicio); b) Bradicardias: A freqiiéncia cardiaca é menor que 60 batimentos por minuto
para humano, podendo ser normal durante o repouso pelo uso de medica¢des ou em

atletas.
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Objetivo: Analisar as alteracdes que ocorrem no registro eletrocardiografico em rata com

12 meses de idade, em relacdo a uma rata com 3 meses de idade.

ratal-3 meses r

PR

OR‘S\ Tempo do experimento

Figura 1: Registro de ECG de rata SHR com 3 meses de idade.

P w\‘ kEntal\ke N}'\

}ﬂWWMMWWﬁNWMﬁ

T invertida

Tempo do experimento

Figura 2: Registro de ECG de rata com 12 meses de idade.
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Resultados: A figura 1 apresenta o perfil eletrocardiogrifico de uma rata com 3 meses. E
possivel observar a representagdo de todas as ondas caracteristicas: onda P positica com
amplitude normal seguida do intervalo PR regular. Presenca do complexo QRS com
duracdo e amplitude das suas respectivas ondas dentro da normalidade. Segmento ST com
curta durag@o proporcional a freqiiéncia cardiaca da espécie estudada. Onda T presente e
positiva.

A figura 2 apresenta redu¢do na amplitude da onda P sendo, mascarada, em alguns
momentos pelo ruido elétrico da linha de base do registro do ECG, indicando alteracdo no
processo de despolarizacdo atrial e, consequentemente, provdvel comprometimento do
enchimento ativo ventricular. Presenca de complexo QRS com ondas R de diferentes
amplitudes sugerindo ativacdo irregular do dpice ventricular o que poderia repercutir em
menor for¢a contritil. Além disso, nota-se a presenca de “entalhe” em ondas R indicando
ativagcdo dos ventriculos direito e esquerdo em momentos diferentes caracterizando um
bloqueio de ramo. A onda T apresenta-se invertida caracterizando provavel processo

isquémico ventricular.

Conclusao: Tais alteracdes podem ser decorrentes do processo natural do envelhecimento,
associado ou ndo, as alteracOes cardiovasculares induzidas pela hipertensdo arterial,
caracteristica do modelo experimental SHR, independente da acdo estrogénica, uma vez

que as ratas entram no periodo da menopausa a partir do 12 meses de vida.
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