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INFLUENCIA__QA SINVASTATINA SSE!SQE%OCONTROLE AUTONOMICO E

FREQUENCIA CARDIACA INTRINSECA EM RATOS IDOSOS
O objetivo deste estudo foi para avaliar os efeitos do tratamento com sinvastatina,
inibidor da HMG-CoA redutase, sobre a Frequéncia Cardiaca Intrinseca (FCI) e o
controle autonémico cardiaco em ratos idosos. Foram utilizados ratos machos de idade
de 24 meses e foram divididos aleatoriamente em dois grupos, denominados de grupo
controle (C; n=8), e grupo tratado (T; n=8) que foi submetido a terapéutica com a
sinvastatina (5mg/kg de peso do rato/ dia) por gavagem durante sete dias antes do
protocolo experimental. Foram avaliados os valores de Frequéncia Cardiaca basal
(FC), a FCI, tobnus simpatico e vagal, efeito simpatico e vagal os quais foram obtidos
apos bloqueio farmacologico autondmico, com administragdo de metilatropina (3
mg/kg) e propranolol (8 mg/kg). A analise espectral foi utilizada para estudar a
modulagcao autonémica cardiaca. Para analise estatistica foi utilizado o teste t Student,
considerando significancia estatistica de p < 0,05. Os resultados mostraram que néao se
observou diferenga na FC basal nos grupos T e C estudados, (347,8 + 3,9 bpm vs
330,0 + 3,7 bpm, respectivamente). A FCI foi maior no grupo T (363,9 + 3,5) quando
comparado ao grupo C (321,4 + 2,9) (p = 0,002). O mesmo foi observado para o efeito
vagal (T: 67,6 + 4,8 vs C: 25,3 + 2,9; p = 0,02) e para o tonus vagal (T: 42,9+ 3,9vs C:
15,2 + 4,2; p =0,046). O tdnus e o efeito simpatico ndo apresentaram diferenga nos
grupos estudados. Na analise espectral da FC, n6s observamos que o componente de
baixa frequéncia (indice de modulagdo simpatica e vagal) nao apresentou diferencga
nos grupos estudados. Entretanto, o componente de alta frequéncia (indice de
modulagao vagal) foi maior no grupo T (1,24 + 0,04 ms?) quando comparado ao grupo
C (0,86 + 0,04 ms?) [p = 0,038]. Conseqiientemente, o balango simpato-vagal foi menor
no grupo T (0,46 + 0,02) quando comparado ao grupo C (0,81 + 0,03) [p = 0,001]. Em
conclusao, observamos que, em ratos idosos, a sinvastatina nao alterou a FC basal,
aumentou a FCI, o efeito, o tbnus e a modulagédo vagal sobre a frequéncia cardiaca,
nao alterou o efeito, o tbnus e a modulacdo simpatica sobre a freqléncia cardiaca e
reduziu o balango autondmico cardiaco. Estes dados apresentam importantes
implicagdes para o tratamento de idosos.

Palavras chave: Sinvastatina, Controle Autonémico, Frequéncia Cardiaca Intrinseca.



ABSTRACT

EFFECT OF THE SIMVASTATIN UPON THE AUTONOMIC CONTROL AND
INTRINSEC HEART RATE IN OLD RATS

The aim of this study was to evaluate the effects of simvastatin treatment, (HMG-CoA)
reductase inhibitor, on intrinsic heart rate (IHR) and cardiac autonomic control in aged
rats. Twenty four months old male Wistar rats were used and divided into two groups:
the control group (C, n=8) and the treated group (T, n=8), which were submitted to
simvastatin treatment (5 mg/kg/day) by gavages for seven days before experimental
protocol. Measurements of heart rate (HR), IHR, sympathetic and vagal tonus and
sympathetic and vagal effects. The cardiac autonomic control was studied after
blockade double with administration of methylatropine (3 mg/kg) and propranolol (8
mg/kg). The spectral analysis was utilized to study cardiac autonomic modulation. The
Student’s test was utilized for statistical analysis considering the significance level of p <
0,05. The HR was similar in both groups (T: 347,8+3,9 bpm; C: 330,0+3,7 bpm [p=
0,264]). The IHR was increased in T group (363,9 + 3,5 bpm) compared to C group
(321,4+2,9 bpm) [p = 0,002]. The vagal effect and tonus were increased in T group
(42,9 + 3,90 bpm; 67,6 + 4,85 bpm, respectively) compared to C group (15,2+4,21 bpm;
25,3+2,9 respectively) [p = 0,046; p = 0,02, respectively]. The sympathetic effect and
tonus were similar in both groups. In the spectral analysis, we observed that the LF
component (index of sympathetic and vagal modulation) was similar in both groups.
Moreover, HF component (index of vagal modulation) was increased in T group (1,24
0,04 ms?) compared to C group (0,86+0,04 ms?) [p = 0.038]. In addition, LF/HF ratio
(index of sympathovagal balance) was decreased in T group (0,46+0,02) compared to C
group (0,81+0,03) [p = 0.001]. In conclusion, we observed that simvastatin was able to
increase the IHR and cardiac vagal control in old rats. This data have important
implications for the treatment of elderly patients.

Key words: Simvastatin, Autonomic Control, Intrinsec Heart Rate.
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5. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, individuos da terceira idade passaram a representar o
grupo populacional que mais cresce nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (RAMOS et al, 1993; PACHECO & SANTOS, 2004). Apds o
termino do desenvolvimento organico, ocorre um periodo de relativa estabilidade e
as primeiras alteragdes decorrentes do envelhecimento humano séo detectadas ja
ao final da terceira década. O processo de envelhecimento € dinamico e
progressivo, ocorrendo alteragdes bioldgicas, sociais e psicolégicas (RAMOS et al,
2003; SHEPHARD, 2003; SANGLARD et al, 2004), as quais podem ser
influenciadas por: fatores genéticos, ambientais e pela histéria de vida de cada
individuo.

A incidéncia de varias doencas € maior nas pessoas com mais de 60 anos,
e a presenga de mais de uma doenga é frequente (SANGLARD et al., 2004),
devido ao uso concomitante de varios medicamentos e a reducédo da funcédo dos
diferentes 6rgaos, que compde o corpo humano.

Alteracdes decorrentes do envelhecimento no sistema cardiovascular levam
ao aparecimento de algumas doengas como: o diabetes, a hipertensao arterial, a
insuficiéncia coronariana, o infarto agudo do miocardio, a insuficiéncia cardiaca, o
acidente vascular cerebral, a aterosclerose, entre outras; que podem aumentar o
risco de morte precoce na terceira idade (SPIRDUSO, 2005).

1.1 Alteracoes cardiacas no envelhecimento

O envelhecimento fisiolégico é acompanhado de mudangas no coragao que
podem ser estruturais e/ou funcionais. Essas alteragdes estao relacionadas a uma
maior rigidez da aorta e danos no feixe de His, como perfuragao no trigéno fibroso
devido a fibrose do esqueleto cardiaco, a uma maior rigidez cardiaca devido ao
aumento do tecido conectivo, indicando aumento da massa do musculo liso dos

vasos coronarianos, com consequente aumento da rigidez vascular, aumentando



a massa do coracdo (FISHER, 1976, NOBREGA et al., 1999) e prolongamento do
tempo de relaxamento ventricular (NOBREGA et al., 1999). O miocardio de
humanos diminui a capacidade de tolerar e responder a varias formas de estresse
(TAYLOR & SFARNES, 2003). Também foi observado que ocorre perda de
miocitos com subsequente hipertrofia de células remanescentes (PUGH & WEI,
2001), calcificagdes envolvendo condugdo e aparelho valvular, predispondo a
arritmias. Neste sistema ha reducado de complacéncia arterial que contribui para
hipertensao sistélica com hipertrofia do ventriculo esquerdo. Ocorre aumento da
poOs-carga sistémica, aumento na PA Sistdlica e hipertrofia do ventriculo esquerdo,
bem como outras mudangas na parede deste, as quais prolongam o seu
relaxamento em diastole (CHEITLIN, 2003).

O rendimento cardiaco fica caracterizado em condi¢gbes basais por reducao
precoce do enchimento diastdlico. No relaxamento miocardico ha mudangas na
bomba Ca-ATPase do reticulo sarcoplasmatico. Os elevados niveis de
catecolaminas sanguineas, que contribuem para dessensibilizagdo da estimulagao
noradrenérgica, associados a idade levam a um declineo da FC maxima
suportavel em condi¢des de estresse (CHEITLIN, 2003; PUGH & WEI, 2001).

Mudancas na funcéo dos reflexos barorreceptor e quimiorreceptor também
sao observadas com o envelhecimento, ocorrendo respostas adaptativas na
geometria e na composigao vascular que sdo concomitantes com a adaptac¢ao dos
barorreceptores (KRIEGER et al., 1982). Este mecanismo ainda € desconhecido,
mas existem varios mecanismos propostos, tais como: destruicido seletiva dos
receptores ou alteragées no seu funcionamento, alteragdes no acoplamento dos
receptores com a parede vascular, alteracbes na composi¢cdo da parede vascular
que possam interferir na sensibilidade dos receptores a pressao e alteracdes na
distensibilidade ou nas propriedades viscoelasticas da parede vascular (BROWN,
1980). Destruicao seletiva dos barorreceptores foi relatada apenas nos receptores
carotideos em autopsias de humanos hipertensos (HILGENBERG, 1967;
ABRAHAM, 1967), em ratos com hipertensao espontanea (YATES & CHEN, 1980)
e em caes com hipertensao renal (REES et al., 1978). Em individuos idosos, que

apresentavam arteriosclerose, foram observadas alteragdes degenerativas



(ABRAHAM, 1967) e regenerativas constantes nas terminagbes dos
barorreceptores na adventicia (WEDDELL,1962), ndo se sabe se devido a lesdes
vasculares associadas ao envelhecimento e/ou, a hipertensao arterial.

A alteragdo da resposta do barorreflexo pode também ser devida a um
defeito na mediagdo central do reflexo, no acoplamento aferéncia-eferéncia do
reflexo, podendo ser a maior causa da simpatico-excitagdo observada no idoso.
Mecanismos neurais funcionais, em adicdo as mudancas estruturais vasculares,
como a distensibilidade vascular diminuida, ou um defeito na geragao da atividade
do barorreceptor, podem contribuir significativamente para alterar as respostas do
barorreflexo em estados normais e patolégicos (CHAPLEAU et al., 1995).

Com o envelhecimento, sabe-se que tanto a frequéncia cardiaca intrinseca
como o tbnus simpatico e parassimpatico para o coracao estao significantemente
alterados (CRAFT & SCHWARTZ , 1995; STANLEY et al., 1996). Estas alteracdes
podem estar associadas a modificagdes funcionais ou morfolégicas do nodo
sinoatrial do idoso (KUGA & YAMAGUCHI, 1993). Alteragdes no conteudo celular
nodal e infiltragdes de colageno no nodo sinoatrial poderiam explicar a redugao da
freqUéncia cardiaca intrinseca do idoso (CRAFT & SCHWARTZ, 1995; DAVIES &
POMERANCE, 1972; KREIDER et al., 1984; KUGA & YAMAGUCHI, 1993;
STANLEY et al., 1996), entretanto, este tema ainda permanece controverso, uma
vez que, estas alteragdes estruturais do nodo sinoatrial vindas com o
envelhecimento n&o produzem bradicardia de repouso (FLEG, 1985, IRIGOYEN
et al, 2000)

A reducdo da frequéncia cardiaca intrinseca verificada em idosos foi
observada tanto no homem, através da retirada das influéncias simpatica e
parassimpatica, por bloqueios farmacolégicos simultaneos (CRAFT &
SCHWARTZ, 1995; KUGA & YAMAGUCHI, 1993; JOSE, 1966), quanto em
animais envelhecidos desnervados (SHANNON et al., 1987; WADDINGTON et al.,
1979) ou que tiveram extraido o coragdo ou o atrio direito ou ainda, midcitos
cardiacos, com os quais foram realizadas preparacbes para medicdo da

freqUiéncia espontanea de disparo (SCHMIDLIN et. al., 1992).



De uma maneira geral os estudos tém demonstrado que a frequéncia
cardiaca basal sofre (ARORA et al., 1987; CHEFER et al., 1997; SCHWARTZ et
al., 1991; SIMPSON & WICKS, 1988), ou nao (FLEG et al., 1985) redugdes a
medida que o organismo envelhece.

O processo de envelhecimento também esta associado as alteragdes do
controle autonédmico da fung¢ao cardiovascular (FRANCHINI et al., 1996). Sabe-se
que com o avangar da idade ocorre diminuigao do ténus vagal, aumento do ténus
simpatico e atenuacdo dos mecanismos regulatérios autonémicos (KATIRCIBASI
et al., 2005).

Uma forma de explicar, a nao alteracdo da frequéncia cardiaca basal
através dos anos, € através da reducdo da descarga do nodo sinoatrial,
promovendo consequentemente reducdo da frequéncia cardiaca intrinseca, e
também, em decorréncia de alteragbes na modulagdo no sistema nervoso
autondémico cardiaco, levando a redug¢ao do ténus parassimpatico e aumento do
tébnus simpatico (ESLER et al., 1981, ROWE & TROEN, 1980). Estudo realizado
por IRIGOYEN et al. (2000), demonstrou que o envelhecimento em ratos nao
promoveu alteracdo nos niveis da frequéncia cardiaca basal, no entanto,
observou-se alteragao no controle autonémico da frequéncia cardiaca.

Nos dias atuais, varias sdo as terapéuticas utilizadas para diminuir os
eventuais prejuizos ao sistema cardiovascular em decorréncia do proprio
envelhecimento, dentre elas: o exercicio fisico, alimentacdo saudavel e terapias
medicamentosas. Dentre as terapias medicamentosas que existem, o grupo das
estatinas esta sendo utilizada em larga escala para combater as hiperlipidemias,
embora, sua atuacdo em outras acdes primarias benéficas para o sistema

cardiovascular ainda ndo estejam bem esclarecidas.

1.2 Estatinas

As estatinas, também conhecidas como inibidoras da HMG-CoA redutase
(3-hidroxi 3-glutametaril-CoA redutase), sdo moléculas relativamente recentes e
foram descobertas em 1971 por um pesquisador japonés, Akira Endo, através da

constatagdo que alguns cogumelos produziam uma substancia toxica, fatal para



0s animais que a ingerissem. Ao verificar o mecanismo de agao desta, descobriu
uma molécula que impedia a producdo de colesterol nos animais intoxicados. O
colesterol e os seus derivados tém um papel importante em nosso organismo,
nomeadamente na producdo de horménios, na formacdo de membranas, na
producao de vitamina D sendo também essenciais no metabolismo do calcio, que,
por sua vez, € muito importante na formagdo, conservagdo e regeneragao dos
ossos. Embora, as lipoproteinas sejam essenciais para o funcionamento do
organismo humano, o colesterol sanguineo elevado esta associado ao
aparecimento de doengas degenerativas sistémicas (ARREIAS, 2005).

As estatinas sdo um grupo de farmacos benéficos na prevencdo das
doencgas cardiovasculares, sao lipoproteinas utilizadas para o tratamento de altos
niveis de colesterol no sangue, pois tém capacidade de inibir a sintese de
colesterol endocelular, por competicdo com a enzima HMG-CoA redutase,
impedindo a transformagao da HMG-CoA (ARREIAS, 2005).

O mecanismo de acado das estatinas envolve a reducdo do colesterol
intracelular promovendo, ao nivel da membrana celular, a produgédo de receptores
de lipoproteina de baixa densidade (LDL). Com a elevagdo do numero de
receptores de LDL ocorre um aumento na capacidade das células de captarem o
LDL circulante e com consequente redugdo em seus niveis plasmaticos. Em
virtude desta queda, observa-se uma diminuicdo na incidéncia de doencgas
degenerativas, principalmente, daquelas doengas que resultam de niveis altos de
colesterol no sangue, como a arteriosclerose, a obstru¢ao das artérias do coragéo,
cérebro e da circulacao periféricas (ARREIAS, 2005).

Sao conhecidas as seguintes estatinas: a Sinvastatina, a Lovastatina, a
Atorvastatina, a Pravastatina, a Fluvastatina, a Cerisvastatina e a Rosuvastatina.
(ARREIAS, 2005).

1.3 Efeitos das Estatinas no Sistema Cardiovascular

Nos ultimos anos, varios estudos multicéntricos, ou ndo, vem investigando

0 papel das estatinas na prevengcdo de eventos cardiovasculares (infarto do



miocardio, parada cardiaca, acidente vascular cerebral) e na prevencéo
secundaria em grupos de individuos que apresentam risco para eventos cardiacos
(idosos, hipertensos, diabéticos, entre outros). Com relagdo aos estudos
multicéntricos sabe-se que o PROSPER (Estudo Prospectivo da Pravastatina no
Envelhecimento e Risco), foi o primeiro estudo que teve por objetivo investigar os
efeitos benéficos de uma estatina na prevencao de eventos cardiovasculares em
idosos. Nele, os autores demonstraram que a utilizagdo de Pravastatina, por trés
anos, reduziu o risco da doenca da arterial coronaria, do ataque cardiaco
isquémico, principalmente naqueles individuos que mantinham o colesterol LDL
dentro dos limites da normalidade (SHEPHERD, 2003).

O envelhecimento € um importante fator de risco para a aterosclerose,
assim como a hipercolesterolemia, o diabetes e a hipertensdo, em particular pela
diminuicdo da disponibilidade do oxido nitrico (SHIMADA et al., 2004, RASMUSEN
et al., 2005), o qual é produzido pelo endotélio vascular (OHNAKA et al., 2005), e
que tem importante fungédo no relaxamento vascular, efeito anti-aterosclerético ou
efeito anti-trombético. Evidéncias sugerem que a disfuncdo endotelial € o passo
inicial para o desenvolvimento da aterosclerose, a qual € potencializada com o
envelhecimento. O mecanismo da disfuncédo endotelial com o envelhecimento nao
foi totalmente elucidado, entretanto, acredita-se que o estresse oxidativo possa
estar envolvido no prejuizo da funcao endotelial (OHNAKA et al., 2005).

Neste sentido, varios estudos tém sido realizados. TREASURE et al.
(1995), observaram que pacientes portadores de doenga arterial coronariana e
que fizeram uso da lovastatina, apresentaram melhora na resposta mediada
endotélio-dependente. LANDMESSER et al. (2004), observaram que apds o
infarto agudo do miocardio, as estatinas foram efetivas na biodisponibilidade do
oxido nitrico endotelial, com melhora da fungao do ventriculo esquerdo, levando a
acreditar que, um dos principais mecanismos de efeito benéfico da estatina é a
preservacao da biodisponibilidade do éxido nitrico endotelial.

Uma das explicagbes encontradas na literatura para justificar a maior
ativagdo do oOxido nitrico é que os inibidores da HMG-CoA redutase (estatinas)

diminuem os niveis intracelulares de intermediarios isoprenoides, os quais sao



importantes para a modificar o funcionamento de numerosos fatores celulares. Isto
pode restaurar a sintese de 6xido nitrico, por aumentar a sua liberagao e diminuir
o estresse oxidativo (SHIMADA, 2004).

Com relacado a participacdo das estatinas nas doencas onde o controle
autonémico cardiaco esta reconhecidamente alterado, sabe-se que, em pacientes
com cardiomiopatia dilatada nao isquémica, tratamento com estatina ndo houve
modificagdo na  variabilidade da frequéncia cardiaca, existindo modesta
correlagcdo entre a diminuicdo do LDL e a resposta simpatica ao estresse
(GENTLESK, et al., 2005). Também foi observado que a atorvastatina melhorou a
fracdo de ejecdo ventricular esquerda e atenuou a adversa remodelacdo do
ventriculo esquerdo, além de apresentar efeitos nos varios niveis de marcadores
inflamatodrios soluveis (SOLA et al., 2006).

Em outros estudos, com pacientes com cardiomiopatia ndo isquémica,
observou-se que a estatina melhora a qualidade de vida e a capacidade de
realizar exercicio, diminui os marcadores da inflamagao e corrige o desequilibrio
neurohormonal, aumenta a fragdo de ejecdo ventricular devido a reducao
inflamatdria sistémica, melhora a fungcao cardiaca e aumenta a funcdo endotelial
(NODE et al., 2003; LAUFS et al., 2004)

KATIRCIBASI et al. (2005), demonstraram que a administragdo da
sinvastatina, em ratos na insuficiéncia cardiaca induzida diminui os niveis de
norepinefrina e a ativagdo nervosa simpatica, normalizando a resposta do
barorreflexo.

Por fim, ao entendermos que o envelhecimento resulta em modificacbes
fisiolégicas do coracdo e que as estatinas podem ser utilizadas com um meio de
prevencao para as doencgas cardiovasculares, por modular o controle autonémico,
nao podemos deixar de considerar a possibilidade de que esta terapéutica
farmacolégica poderia ser benéfica sobre a frequéncia cardiaca e seu controle
com o aumento da idade. Deste modo, no presente estudo resolvemos testar a
hipotese de que a sinvastatina restaura a fungcdo autonémica e a frequéncia
cardiaca intrinseca alterada em ratos considerados idosos (SHEPHERD et al,
1999).
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2. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar, em ratos idosos, o efeito da sinvastatina sobre o controle

autonémico e a frequéncia cardiaca intrinseca em repouso.

3.2 Especificos

Estudar, em ratos idosos, o efeito da sinvastatina sobre:

6. O comportamento da frequéncia cardiaca basal,

7. Os efeitos vagal e simpatico,

8. Os tbnus vagal e simpatico,

9. A frequéncia cardiaca intrinseca em repouso,

10.0 comportamento dos espectros de poténcia da variabilidade da

frequéncia cardiaca.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novegicus
albinus) com idade de 24 meses, provenientes do biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFPE. Os animais foram mantidos agrupados em
gaiolas, na propor¢cédo de dois/um, até a idade experimental. Todos os animais
receberam a ragdo Labina® e agua para consumo ad libitum e eram mantidos em
ciclo claro/escuro 12/12 horas, com temperatura controlada entre 21 e 23° C,

Os procedimentos cirurgicos e os protocolos experimentais utilizados foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de
Ciéncia Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (Processo n°
019251/2006-83).

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos experimentais:

* Grupo Controle (C) - Composto por 8 ratos, nos quais nao foi administrado
estatina ®.

* Grupo Tratado (T) - Composto por 8 ratos, que receberam uma dose diaria
de 5 mg/Kg de estatina ® através de gavagem por 7 dias, antes do
protocolo experimental.

Apos vinte e quatro meses de idade, os grupos foram submetidos ao

protocolo experimental.

3.2 Protocolo Experimental

Durante o periodo do protocolo os animais foram mantidos em ciclo
claro/escuro 12/12 horas em gaiolas individuais, com temperatura controlada
entre 21 e 23° C, no laboratério de Hipertensdo Experimental do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade

Federal de Pernambuco.



O protocolo experimental para os grupos estudados consistiu na avaliagao
do ganho ponderal, procedimento cirurgico e analise da frequéncia cardiaca, antes

e apo6s bloqueio farmacoldgico autonémico, conforme descrito a seguir:

3.2.1 Procedimento Cirargico
3.2.1.1 Anestésico

Os animais foram anestesiados para a implantacdo dos catéteres arteriais e
venosos, com solugdo anestésica de Rompun (2,5ml) associado a Cloridrato de
Ketamina (10ml) e Acepromazina (1,4ml - Bayer, Brasil) [0,7/0,2/0,1 vol/vol]
através de injecao intramuscular profunda no biceps femoral. Apds a cirurgia, os
ratos receberam Pentabiotico veterinario (Fontoura Wyeth, SP, Brasil), via

intramuscular profunda (biceps femoral), para profilaxia de infecgdes.

3.2.1.2 Confecgao dos Cateteres

Foram utilizados catéteres confeccionados com tubos de polietileno (PE)
(Intradermic Polyethylene Tubing, Clay Adams, Parsippany, USA) de dois
tamanhos, o PE-10 (com diametro interno de 0,28mm e didmetro externo de
0,61mm) e o PE-50 (com didmetro interno de 0,58mm e didmetro externo de
0,965mm), que foram fixados um ao outro com a utilizagdo de uma cola de
secagem rapida (Superbond). Os tamanhos destes catéteres foram padronizados
em fungcdo do peso dos animais e depois de confeccionado, foram preenchidos

com solugao de heparina (100Ul/ml) e ocluidos com pinos de ago inoxidavel.

3.2.1.3 Canulagao Arterial e Venosa

Os ratos dos grupos controle e tratado foram submetidos a canulagéo da
artéria e veia femoral esquerda. A implantacdo dos catéteres foi realizada com o
animal em decubito dorsal, onde inicialmente foi feita a tricotomia e a assepsia da
regido que sofreu a incisdo. A artéria e a veia foram isoladas e o catéter de menor
didametro (PE-10) foi inserido no vaso, enquanto que, o catéter de maior didmetro

(PE-50) ficava exteriorizado. O catéter arterial foi introduzido na aorta abdominal



através da artéria femoral, pelo qual o animal é acoplado ao sistema de aquisi¢cao
de dados. O catéter venoso foi introduzido na veia cava inferior através da veia
femoral, pelo qual, foram injetadas as drogas para bloqueio do sistema nervoso

autondmico cardiaco.

3.3 Registro Direto da Pressao Arterial para Determinacao da Frequéncia

Cardiaca

Os registros da pressao arterial (PA) foram realizados cerca de 18 a 24
horas apds a canulagdo cronica arterial/venosa. A PA pulsatil, diretamente da
canula implantada pela artéria femoral esquerda, foi registrada continuamente
com animais nao anestesiados e em livre movimentagcdo mantidos em caixas
individuais. O catéter arterial foi conectado ao transdutor de presséo (Statham
P23DB), previamente calibrado, esta calibracdo foi realizada utilizando-se um
mandmetro de mercurio. O transdutor de pressao foi acoplado ao pré-amplificador
do poligrafo (HP Carrier 880 5A HP, USA) e transmitido a CPU para registro
através do sistema de aquisicio WINDAQ (DATAQ), com frequéncia de
amostragem de 2000Hz/canal. Apds a conexao do animal ao sistema de registro,
aguardamos 30 minutos, para estabilizagao dos parametros cardiovasculares. Em
seguida, foram registrados os valores basais de PA de forma continua durante 30
minutos, para obtencado dos valores de pressao arterial sistélica, pressao arterial
diastdlica e pressao arterial média.

A frequéncia cardiaca (FC) foi obtida a partir do intervalo de pulso
proveniente da duragdo entre os picos sistolicos. Apos coleta do registro basal,
para determinacdo dos valores da FC de repouso, foi iniciado o estudo do

bloqueio autonémico cardiaco.
3.4 Bloqueio Autonémico Cardiaco
O bloqueio autonédmico cardiaco foi realizado no 2° e 3° dia do protocolo

experimental. A atividade vagal e simpatica foi bloqueada com injecdes i.v in bolus

de atropina® (3mg/Kg — Sigma Chemical) e propranolol® (8mg/Kg - Sigma



Chemical), respectivamente. Este bloqueio foi realizado, sequencialmente, isto é,
no primeiro dia (experimento 1) administrou-se atropina® e 20 minutos apos foi
administrado propranolol®; para determinacdo da FC intrinseca (FCI) . No
segundo dia (experimento 2), as drogas foram administradas na sequéncia
inversa, ou seja, foi administrado propranolol ® e apds 20 minutos foi administrada
atropina ®. Os ténus e efeitos vagal e simpatico foram calculados como descrito a
sequir:
» Efeito vagal: diferenga entre a FC atingida ap6s a agéo da atropina® e
a FC basal.
« Efeito simpatico: diferenca entre a FC basal e a FC apds a acéo de
propanolol®.
* Tonus vagal: diferenga entre a FCl e a FC apés acao de propanolol®.
« Tbénus simpatico: diferenca entre a FC apds agao da atropina® e a
FCI.

3.5 Analise Espectral da Variabilidade da Frequiéncia Cardiaca

Os registros da pressao arterial (PA) pulsatii foram gravados em
microcomputador com freqiéncia de amostragem de 2000Hz/canal. Para cada dia
de experimento (1 e 2) foi utilizado aproximadamente 1 hora e 10 minutos de
registro.

Durante todo o protocolo para coleta do sinal da PA, os valores e a forma
da onda, foram inspecionados através da tela do computador para garantir a
fidedignidade da deteccdao automatica do experimento. Os valores
correspondentes a artefatos, tais como: obstrucdo do catéter, movimento do
animal, entre outros, foram descartados.

Os experimentos foram processados “off line” em microcomputador,
utilizando o software WINDAQ PLAYBACK (DATAQ Instruments — Akron, Oshio,
USA) e, a partir de sua funcdo calculate, foram localizados e marcados os picos
sistélicos para determinagcdo dos valores de FC. Posteriormente, as séries

temporais (valores continuos de FC) foram gravadas em planilhas na formatacao



LOTUS (L2) e convertidas em séries temporais da freqiiéncia cardiaca
(PLANILHAS DO MICROSOFT EXCEL).

As séries temporais foram analisadas através de um software, desenvolvido
no Departamento de Ciéncias Pré Clinica, Universita Di Milano- Italy, que utiliza o
modelo autorregressivo (AR) para analisar no dominio de frequéncia os
componentes espectrais (e uma estimativa de suas densidades relativas)
presentes na variabilidade espontanea de Frequéncia Cardiaca (Malliani et al.,
1994). O software utilizado calcula o espectro de freqiéncia a partir de 200 ciclos
cardiacos consecutivos em situagdo estacionaria. Desta forma, o espectro
autoregressivo possibilita a obtengdo dos diferentes componentes espectrais, no
dominio da frequéncia, que serao definidos em termos de freqtiéncia central e de
sua respectiva densidade espectral, expressa em valores absolutos de variancia
(msec?/Hz). Os componentes espectrais foram definidos como: bandas de baixa
frequéncia (0,20 a 0,6Hz; BF) e de alta frequéncia (0,6 a 3,0Hz; AF) conforme
figura 1. Foi calculado também o balango simpato-vagal ou autonédmico, que é
determinado pela razdo entre os componentes de baixa e alta freqiéncia.
(BROVELLI et al., 1983; BASELLI,G et al., 1986; PAGANI et al., 1986; BERNARDI
et al., 1994; SLEIGHT et al., 1995; ECKBERG et al., 1997).
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FIGURA 1- Densidade Espectral de Poténcia (DEP) da frequéncia cardiaca em
rato controle normal com as bandas de baixa freqiéncia (BF) e alta freqiéncia
(AF).

3.7 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como medias * erro padrdo da média (EPM).
Para determinar se houve diferenga estatistica entre os grupos estudados, nos
valores médios do peso corporal, da frequéncia cardiaca (FC) basal, FC
intrinseca, tonus e efeito vagal, tonus e efeito simpatico, utilizou-se o teste “t” de
Student para dados ndo pareados. Para determinar se houve diferenca estatistica
da FC basal e FC intrinseca entre o primeiro e segundo dia de protocolo nos
grupos C e T, utilizou-se o teste “t” de Student para dados pareados. Foi

considerado, como nivel de significancia estatistica, o valor de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da Amostra

A idade dos animais inclusos nos grupos C (24,7 + 0,1 més) vs. T (24,5 +
0,1 més) ndo diferiu significantemente. Os dados individuais da idade nos grupos
estudados sao apresentados no ANEXO I.

O comportamento do peso corporal médio da amostra € mostrado na
FIGURA 2. O peso corporal nao diferiu significantemente entre os grupos C e T
durante o periodo de crescimento, desenvolvimento e envelhecimento. Os dados

individuais do peso corporal sdo apresentados no ANEXO II.
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FIGURA 2- Comportamento do peso corporal médio a cada trimestre nos grupos

controle e tratado.



4.2 Comportamento da Pressao Arterial Basal

Para garantir que o controle autonémico da FC nao fosse influenciado pela
pressao arterial, analisamos os valores basais médios da pressao arterial sistolica
(PAS), presséo arterial diastdlica (PAD), e pressao arterial média (PAM) na
condigdo de repouso (15 minutos) prévia intervengdo farmacoldgica no primeiro
dia de experimento.

Podemos observar que a sinvastatina ndo promoveu alteragao nos niveis
pressoricos entre os grupos C e T. Os valores de PAS, PAD e PAM foram
comparados através de Teste-t de Student para dados nao pareados. A
significancia estatistica foi fixada em P<0,05 (TABELA 1). Os dados individuais da
PAS, PAD e PAM basais sao apresentados no ANEXO IllI.

TABELA 1 - Presséao Arterial Sistédlica (PAS), Pressédo Arterial Diastélica (PAD)
e Pressao Arterial Média (PAM) basais observadas no experimento 1 (DIA 1)

entre os grupos controle e tratado.

GRUPO GRUPO
CONTROLE TRATADO P entre
grupos
(n=8) (n=8)
PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA 121,5 + 1,0 115,5 + 0,9 0.15
(PAS) BASAL (mmHG)
PRESSAO ARTERIAL DIASTOLICA| 824 +0.7 79,9+ 1,3 0,57
(PAD) BASAL (mmHG)
PRESSAO ARTERIAL MEDIA 954+ 0,8 91,8+ 1.1 0,37
(PAM) BASAL (mmHG)

Com intuito de responder as questdes concernentes a cada objetivo
especifico proposto, bem como o efeito da sinvastatina sobre o controle
autonbmico e frequéncia cardiaca intrinseca, foram realizadas as seguintes

analises:



4.3 Efeito da Sinvastatina Sobre o Comportamento da Frequéncia Cardiaca

Basal

Para garantir a condicdo de repouso ao ser realizada a intervengao
farmacoldgica fosse a mesma do registro basal, foi verificada a FC basal, esta
realizada imediatamente prévia a intervencao. Assim, existiu um registro continuo,
do periodo basal (30 minutos) seguido ao da administragao dos farmacos (15 a 20
minutos). Para anadlise estatistica do efeito da sinvastatina sobre a FC basal foram
utilizados os dados obtidos nos registros de 15 minutos. Antes da analise do efeito
da Sinvastatina, verificou-se se as frequéncias cardiacas basais, medidas nos
experimentos 1 e 2, ndo apresentaram diferenca, através de Teste-t para dados
pareados (TABELA 2). Nao houve diferengas significantes entre as freqtiéncias
cardiacas medidas nos experimentos 1 e 2, em nenhum dos grupos.

Para verificagdo do efeito da sinvastatina sobre a FC, os dados dos grupos
C e T foram comparados através de Teste-t de Student para dados n&o pareados.
A significancia estatistica foi fixada em P<0,05 (TABELA 2).

A FC basal ndo apresentou diferenga entre os grupos estudados, tanto no
experimento 1 como no experimento 2. Podemos conferir essa informagao nos
valores médios do calculo da FC basal dos dois experimentos (TABELA 2). Os

dados individuais da FC basal sdo apresentados no ANEXO IV.

TABELA 2 - Frequéncia cardiaca (FC) basal observada nos experimentos 1 e 2

e freqUéncia cardiaca média dos dois dias, nos grupos controle e tratado.

GRUPO GRUPO
CONTROLE | TRATADO | F entregrupos
(n=8) (n=8)
FC CONTROLE DIA 1 (bpm) 322 +5 337 +2 0,34
FC CONTROLE DIA 2 (bpm) 338 + 4 359 + 8 0,40
FC CONTROLE MEDIA (bpm) 330 + 4 348 + 9 0,26
p diat vs. dia2 0,25 0,35




4.4 Efeito da Sinvastatina Sobre a Freqliéncia Cardiaca Intrinseca

A sequéncia de experimentos permitiu duas medidas da FCI em dias
distintos. Considerou-se como FCl a média dos batimentos observados no
intervalo entre 15 e 20 minutos de ac&o do segundo farmaco injetado.

O Teste-t para dados pareados (significancia estatistica fixada em P<0,05)
mostrou que nao houve diferenga significante entre as frequéncias cardiacas
intrinsecas observadas apds os bloqueios duplos com atropina-propranolol
(experimento 1) e propranolol-atropina (experimento 2), em nenhum dos grupos.
Por outro lado, para analise do efeito da Sinvastatina e também para utilizagdo no
calculo dos ténus vagal e simpatico, calculou-se a média das FCI observadas nos
dois experimentos (TABELA 3). Os dados individuais de FCI encontram-se
demonstrado no ANEXO V.

Para obtencgao do resultado do efeito da Sinvastatina, os dados obtidos nos
grupos C e T foram comparados através de Teste-t de Student para dados nao
pareados. A significancia estatistica foi fixada em P<0,05.

A FCI do grupo T foi maior do que a do grupo C tanto no dia 1 quanto no dia

2, o mesmo acontecendo com a FCI média dos dois experimentos (FIGURA 3).

TABELA 3 - Freqiiéncia cardiaca intrinseca (FCI) observada nos experimentos 1 (DIA 1) e
2 (DIA 2), e FCI média dos dois dias, nos grupos controle e tratado.

GRUPO GRUPO P entre grupos
CONTROLE TRATADO
(n=8) (n=8)
FCI DIA 1 (bpm) 322 +3 359 +5 0,03
FCI DIA 2 (bpm) 314 + 4 371+3 0,01
FCI MEDIA (bpm) 318 +3 365 +4 0,01
p dial vs. dia2 0,54 0,39
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FIGURA 3 - Frequéncia cardiaca intrinseca média dos experimentos 1 e 2.

* = Significancia estatistica (p < 0,05).

4.5 Efeito da Sinvastatina Sobre o Efeito Vagal para o Coracao

Como as frequéncias cardiacas basais foram semelhantes nos
experimentos 1 e 2, para calculo do efeito vagal foi utilizada como FC basal, a
meédia de FC dos dois experimentos. A FC sob acao da atropina, considerada para
calculo do efeito vagal, foi a média da FC observada no intervalo compreendido
entre 15 e 20 min de registro, por representar, em média, o pico de acédo do
farmaco.

Desta forma, para verificagao do efeito da Sinvastatina sobre o efeito vagal,
os dados concernentes ao intervalo de 15-20 minutos, nos grupos C e T, foram
comparados através de Teste-t de Student para dados nao pareados. A
significancia estatistica foi fixada em P<0,05. As variaveis utilizadas para calculo
do efeito vagal, bem como o efeito vagal, encontram-se demonstrados na TABELA
4.



Neste intervalo, o valor absoluto de FC induzido pelo bloqueio
farmacolégico parassimpatico foi diferente entre ratos dos grupos controles e
tratados, o mesmo foi observado com o efeito vagal.

A FC basal do grupo C nao apresentou diferenca quando comparada ao
grupo T. Apesar da FC basal ndo apresentar diferenca nos grupos estudados, o
efeito vagal no grupo T foi maior do que no grupo C (FIGURA 4). Os dados

individuais estdo apresentados no ANEXO VI.

TABELA 4 - Efeito vagal sobre a frequéncia cardiaca (FC) e variaveis

utilizadas para seu calculo.

GRUPO GRUPO P
CONTROLE TRATADO
(n=8) (n=8)
FC ATROPINA (bpm) 355 +4 415+5 0,01
FC CONTROLE (bpm) 330 +4 348 + 4 0,26
EFEITO VAGAL (bpm) 253+3 68 +5 0,02

FC ATROPINA = FC média do intervalo entre 15 e 20 min de acao da atropina.
FC CONTROLE = FC média dos periodos de 15 min prévios aos experimentos 1 e 2.

4.6 Efeito da Sinvastatina Sobre o Ténus Vagal para o Coragao

As frequéncias cardiacas intrinsecas nao foram diferentes nos
experimentos 1 e 2. Para o calculo do ténus vagal, foi utilizada a média da FCI dos
dois experimentos. Utilizaram-se os mesmos valores de FCI considerados para
verificar o efeito da Sinvastatina sobre a FCI, e a FC média do intervalo entre 15 e
20 minutos de bloqueio farmacolégico - adrenérgico. Na TABELA 5, encontram-
se os valores meédios das variaveis utilizadas para calculo do ténus vagal, bem
como o ténus vagal. Como também podemos observar esse achado na FIGURA
4.



Para verificagdo do efeito da Sinvastatina, os dados dos grupos C e T foram
comparados através de Teste-t de Student para dados nao pareados. A
significancia estatistica foi fixada em P<0,05.

Da mesma forma que o efeito vagal, o tdnus vagal diferiu significantemente
entre os grupos, C e T, onde observamos que no grupo T houve aumento do efeito
e ténus vagal comparado ao grupo C. Os dados individuais do tbnus vagal sdo
mostrados no ANEXO VII.
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FIGURA 4 - Efeito e Ténus vagal nos grupos controle e tratado. * = Significancia
estatistica (p < 0,05).

TABELA 5 - Tonus vagal e variaveis utilizadas para seu calculo, nos grupos controle ¢

tratado.
GRUPO GRUPO p
CONTROLE TRATADO
(n=8) (n=8)
FCI MEDIA (bpm) 318+ 3 365 + 4 0,01
FC PROPRANOLOL (bpm) 306 +5 321+3 0,37
TONUS VAGAL (bpm) 12+ 4 44 + 4 0,04

FCI MEDIA = média dos registros de 15 min dos experimentos 1 e 2.
FC PROPRANOLOL= FC observada no intervalo entre 15 e 20 min apds a injegéo de
propranolol.




4.7 Efeito da Sinvastatina Sobre o Efeito Simpatico para o Coragao

Como as FC controles foram semelhantes nos experimentos 1 e 2, para
calculo do efeito simpatico, utilizado para verificar o efeito da sinvastatina, foi
utilizada, como FC basal, a média da FC observada nos dois experimentos
(TABELA 6); como FC sob bloqueio farmacoldgico beta-adrenérgico, utilizou-se a
FC média dos 15-20 minutos sob ag¢ao do propranolol, por ser o periodo que, em
meédia se observa o pico de acido do farmaco.

Para verificagcado do efeito da sinvastatina sobre o efeito simpatico, os dados
obtidos nos grupos C e T foram comparados através de Teste-t para dados nao
pareados. A significancia estatistica foi fixada em p<0,05. A FC sob bloqueio
farmacoldgico (efeito simpatico) ndo foi diferente entre os grupos. Os dados

individuais sdo mostrados no ANEXO VIII.

TABELA 6 - Efeito simpatico e variaveis utilizadas para seu célculo, nos grupos controle

e tratado.
GRUPO GRUPO P
CONTROLE TRATADO
(n=8) (n=8)
FC CONTROLE (bpm) 330 +4 348 + 4 0,26
FC PROPRANOLOL (bpm) 306 +5 321+3 0,37
EFEITO SIMPATICO (bpm) 24 +4 27 +2 0,81

FC CONTROLE = FC média dos registros de 15 min dos experimentos 1 e 2.
FC PROPRANOLOL= FC observada no intervalo entre 15 e 20 min apds a injecao de
propranolol.

4.8 Efeito da Sinvastatina Sobre o Ténus Simpatico para o Coragao




Como as frequéncias cardiacas intrinsecas foram semelhantes nos
experimentos 1 e 2, para célculo do tdnus simpatico, foi utilizada a média da FCI
dos dois experimentos.

Para verificagao do efeito da sinvastatina sobre o ténus simpatico, os dados
obtidos a partir dos experimentos 1 e 2 nos grupos controle e tratado foram
comparados através de Teste-t de Student para dados nao pareados. A
significancia estatistica foi fixada em P<0,05. Os dados individuais sdo mostrados
no ANEXO IX.

Como aconteceu com o efeito simpatico, o tbnus simpatico para o coragao
nao diferiu entre os grupos (TABELA 7), principalmente devido a heterogeneidade

dos dados.

TABELA 7 - Tonus simpatico e variaveis utilizadas para seu calculo, nos grupos controle

e tratado.
GRUPO GRUPO p
CONTROLE TRATADO
(n=8) (n=8)
FC ATROPINA (bpm) 355 +4 415+5 0,01
FCI MEDIA (bpm) 318 +3 365 +4 0,01
TONUS SIMPATICO (bpm) 37 +4 50 +7 0,54

FCI MEDIA = média dos registros de 15 min dos experimentos 1 e 2.
FC ATROPINA = FC observada no intervalo entre 10 e 15 min apds a inje¢do de atropina.

49 Sumario dos Resultados Concernentes ao Controle Autondomico

Cardiaco e Frequéncia Cardiaca Intrinseca

A FIGURA 5 sumariza os achados nos grupos C e T, unindo as informacdes
concernentes a FCI e ao controle autonédmico esquematicamente. A FC basal ndao
apresentou diferenga nos grupos estudados. A FCI dos animais tratados foi maior
do que a dos animais controles. Nao houve diferenca nos ténus e efeito simpatico
entre os grupos. No entanto, observamos diferenga nos tdnus e efeito vagal nos

grupos estudados.
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FIGURA 5 - Frequéncia cardiaca intrinseca (FCI), tonus vagal (TV) e simpatico
(TS), e frequéncia cardiaca de repouso (setas), nos grupos controle e tratado. * =

diferencga significante entre grupos (p < 0,05).

4.10 Efeito da Sinvastatina Sobre a Modulagdao Autonémica para o Coragao

Na figura 6 podemos observar o comportamento da modulagao autonédmica
cardiaca nos grupos C e T. O componente de baixa freqiiéncia (BF, ms?),
representa parcialmente a modulacdo simpatica cardiaca, ndo apresentou
diferenca significante nos grupos estudados, no grupo T(BF; 0,54 + 0,02 ms?)
quando comparado com o grupo C ( 0,72 + 0,05 ms?). Enquanto que, o grupo T,
submetido ao tratamento com sinvastatina, apresentou um aumento significativo
da modulagdo parassimpatica cardiaca (AF; 1,24 + 0,04 ms?) quando comparado
com o grupo C ( 0,86 = 0,04 ms?®. Essas informagdes associadas s&o
corroboradas pela redug¢ao do balango autonémico (BF/AF) observada no grupo T

(0,46 + 0,02 ms?) quando comparada ao grupo C( 0,81+ 0,03 ms? ).



Para verificagcdo do efeito da sinvastatina na modulagdo autonémica
cardiaca, os dados foram comparados através de Teste-t para dados néo
pareados. A significancia estatistica foi fixada em p<0,05. Os dados individuais
sdo mostrados no ANEXO X.
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FIGURA 6 - Modulagdo autondmica da frequéncia cardiaca nos grupos controle e
tratado. Componentes absolutos, de baixa (BF; grafico A), alta frequéncia (AF;

*

grafico B) e balango autondmico (BF/AF; grafico C). = diferenga significante

entre grupos (p <0,05).



DISCUSSAO



5 DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudo sdo: 1) A sinvastatina nao
promoveu alteracao na frequéncia cardiaca basal em ratos idosos; 2) A freqliéncia
cardiaca intrinseca é maior em ratos idosos submetidos a tratamento com
sinvastatina quando comparado aos ratos do grupo controle; 3) O ténus e o efeito
parassimpatico sdo maiores no grupo tratado com sinvastatina do que no grupo
controle; 4) A sinvastatina ndo promoveu alteragéo no efeito e tdnus simpatico de
ratos idosos; e 5) Pela analise espectral, observamos um aumento da modulagao
parassimpatica com reducéo do balango autonémico em ratos idosos tratados com
sinvastatina quando comparado aos animais do grupo controle.

A idade dos animais nos grupos C (24,75 + 0,1 meses) e T (24,5 + 01
meses), caracteriza a amostra como realmente idosa, pois um rato é considerado
idoso aos 24 meses de vida (DE SOTOMAYOR et al, 2005)). A idade n&o foi
diferente entre os grupos estudados, principalmente pelo cuidado que se teve na
separagao dos animais. Cada animal, para ser incluso no grupo T deveria ter pelo
menos um outro rato da mesma ninhada para compor o grupo C, e vice-versa. O
pareamento foi completo, uma vez que, a amostra estudada n&o apresentou
mortalidade.

Uma avaliagao trimestral foi realizada para observar as alteragdes no peso
corporal dos animais estudados durante todo o periodo de acompanhamento (3, 6,
9,12, 15,18, 21 e 24 meses), nela nés podemos observar que houve um ganho do
peso corporal nos dois grupos. Este fato pode ser creditado a um consumo
energético superior ao gasto caldrico diario devido a condi¢gao de inatividade dos
animais (BOLTER et al, 1973; SCHAEFER et al, 1992). E importante ressaltar que
nao houve diferenga estatistica entre os dois grupos, o que caracteriza uma

homogeneidade da amostra também em relagdo a este parametro.



Os valores médios da PAS, PAD e PAM néo diferiram entre os grupos
estudados C e T de ratos idosos, esses dados sido corroborados por estudos
experimentais DE SOTOMAYOR et al. (2005), LEDINGHAM & LAVERTY (2002) e
por estudos clinicos de TONELLI et al. (2006), ICHIHARA et al. (2005). No
entanto, em estudos realizados por SICARD et al. (2005) e BORGHI et al. (2000)
em pacientes hipertensos com hipercolesterolemia, observaram que tratamento
com estatina a longo prazo reduz os niveis de pressao arterial. Em nosso estudo,
utilizamos a estatina por um periodo de sete dias e nossos ratos idosos nao
apresentavam niveis de pressao arterial elevados, diferentemente dos estudos
anteriores.

No presente estudo, foram empregados bloqueios farmacoldgicos para
determinacao da FCIl e da participacdo de cada um dos ramos autonémicos na
modulagdo da FC de ratos idosos em repouso. Em ratos idosos, este método foi
utilizado previamente por KALIL, 1997. Nesses animais, foram utilizadas doses do
antagonista 3 —adrenérgico, o propranolol, maior do que a utilizada previamente
no Laboratdrio de Fisiopatologia da Hipertensao Arterial em ratos adultos jovens (4
vs. 8 mg.kg™"), enquanto a dose de atropina foi similar (3 mg.kg™). Esse aumento
na dose do antagonista adrenérgico para promover bloqueio da atividade
simpatica para o coragao foi necessario, uma vez que ja se sabe da ocorréncia de
dessensibilizacdo dos receptores adrenérgicos com o envelhecimento fisioldgico,
acompanhado por um aumento da concentracdo plasmatica de catecolaminas,
deste modo, tornando necessaria a utilizagdo de uma dose maior desse
antagonista adrenérgico para seu completo bloqueio. A dosagem de atropina
utilizada, entretanto foi similar a aquela usada por outros autores (KALIL et al.,
1997; HUGHSON et al., 1977; LIN & HORVATH, 1972).

A utilizacdo dos valores da FC batimento a batimento permitiu que se
verificasse o comportamento da FC durante todo o periodo do protocolo
experimental. Assim, para que nao houvesse influéncia da manipulacdo no
momento da administragcado dos farmacos, foram realizadas inje¢des intravenosas

ao invés de intraperitoneal.



Neste estudo podemos afirmar que ndo houve influéncia da cénula nos
valores de FC basal encontrados, uma vez que, estes corroboram com aqueles
observados anteriormente em ratos sedentarios jovens estudados no nosso
laboratério por URBANO, 2006 (325 + 6 bpm) e em ratos idosos por KALIL,
1997.

A semelhanga entre as frequéncias cardiacas basais nos experimentos (1 e
2), é resultado de condi¢gbes ambientais bem controladas (temperatura e siléncio),
além da realizagao de experimentos sempre no mesmo horario do dia, para evitar
variagdes circadianas.

A semelhanca da FCI observada nos experimentos 1 e 2 mostram que nao
houve influéncia da ordem de injecdo de um ou outro farmaco na atividade do
outro ramo autondémico, além de garantir um bloqueio autondmico similar, com
valores de FCI reprodutiveis, evidenciando que os calculos do controle
autonémico da FC sao realmente confiaveis.

Os resultados obtidos pela andlise espectral, utilizando o algoritmo
paramétrico autorregressivo, mostraram-se confiaveis, uma vez que, estes
corroboraram com os dados observados pelo estudo do controle autonémico
cardiaco, obtido através dos bloqueios farmacolégicos.

Desta forma, consideramos que a metodologia empregada foi adequada
para estudo da FC basal ou de repouso, da FCl e também do controle e da
modulagdo autondmica da FC.

A eficacia da terapia com estatina tem sido bem estabelecida em diversos
estudos randomizados. No entanto, poucos estudos clinicos investigaram o
beneficio desse farmaco na populagao senescente (> 70 anos).

O estudo PROSPER (Study of Pravastatin in the Elderly at Risk) investigou
o feito da pravastatina na prevencao de eventos cardiovasculares na populacao
idosa e concluiram que a pravastatina reduzem a concentragcéo de LDL, risco de
doencga coronariana e o risco de doenca cerebrovascular (SHEPHERD et al.,
1999; SHEPHERD, 2003).

No presente estudo, a FC basal foi similar no grupo T quando comparado

ao grupo C. De maneira geral, acredita-se que o envelhecimento fisiolégico ndo



cause reducdo na FC de repouso ou bradicardia. Este assunto ainda é
controverso. Alguns autores tém demonstrado que a frequéncia cardiaca sofre
redu¢cdo com o envelhecimento (ARORA et al.,, 1987; CHEFER et al., 1997;
SCHWARTZ et al., 1991; SIMPSON & WICKS, 1988), outros verificaram que essa
reduc&o n&o ocorre a medida que o organismo envelhece (FLEG ef al., 1985).

Uma provavel explicacdo para a manutencao da FC basal ou de repouso,
através dos anos, pode esta relacionado a redugdao da frequéncia cardiaca
intrinseca, reducdo do tbnus parassimpatico e aumento do tbnus simpatico
(ESLER et al.,, 1981, ROWE & TROEN, 1980). Prévio estudo realizado por
IRIGOYEN et al. (2000), demonstrou que o envelhecimento em ratos néo
promoveu alteragdo da FC basal, por outro lado, foi observada alteracdo no
controle autonémica da FC.

Em humanos idosos saudaveis, submetidos a tratamento com sinvastatina,
foi demonstrado que, esse farmaco ndo promoveu mudanga na FC basal
(ANTONCINELLI et al, 1990). Por outro lado, em pacientes com insuficiéncia
cardiaca, o tratamento com fluovastatina melhorou a FC de recuperacdo mas nao
a FC basal. Apesar do mecanismo n&o ser conhecido, este achado sugere que as
estatinas podem atuar sobre a FCI e o controle autondmico cardiaco promovendo
os ajustes necessarios em situagao de estresse (KATIRCIBASI et al., 2005). Estes
resultados corroboram com os encontrados no presente estudo, ou seja, a estatina
nao promoveu alteracdo na FC basal.

Apesar de nao termos observado diferengas significativa na FC basal em
nosso estudo, podemos verificar que no grupo T, a FC basal média apresentou um
incremento médio de 17 batimentos, quando comparado ao grupo C. Esse achado
poderia sugerir melhora da contratilidade e do relaxamento cardiaco, uma vez
que, essa fungao é importante para o coragcado senescente, o qual tem capacidade
reduzida em tolerar e responder, especialmente, em situagao de estresse (LIM et
al, 2000; TAYLOR, 2003).

Até onde se tem conhecimento n&do existem estudos prévios que tenham
investigado o comportamento da FCI em organismos idosos submetidos a

tratamento com sinvastatina.



No presente estudo, ratos idosos submetidos a um protocolo de
administracao de sinvastatina por 07 dias apresentaram maior FCl em relacéo a
ratos controles. Houve um aumento médio de 46 bpm, o que representou um
incremento de aproximadamente 15% na FCI.

O achado do aumento da frequéncia cardiaca intrinseca com a sinvastatina
€ bastante interessante, considerando que o proprio envelhecimento a reduz
(CRAFT & SCHWARTZ, 1995; JOSE, 1966; KUGA et al, 1993; LAKATTA 1993;
SHANNON et al., 1987; STANLEY et al., 1996; WADDINGTON et al., 1979).

Neste sentido, tém-se proposto que a redugdo da FCI, com aumento da
idade, pode estar relacionada as alteragdes celulares (DAVIES et al., 1983; LEV,
1954) e intersticiais (LEV, 1954; SHIRAISHI et al., 1992) do nodo sinoatrial que
parecem emergir com o envelhecimento fisiolégico (DAVIES & POMERANCE,
1972; KUGA et al, 1993). Se estas alteragbes podem explicar a diminuicdo da FCI
com o envelhecimento, é possivel que neste estudo, a sinvastatina tenha
promovido alteragdes funcionais no nodo sinoatrial.

Estudos realizados por HUGHSON et al. (1977), encontraram uma
correlacdo positiva entre a redugao da FCl e a reducdo da resposta maxima a
norepinefrina, deste modo, eles sugeriram que os fatores que limitavam a resposta
cronotropica maxima poderiam ser os mesmos que reduziam a FCI.

Da mesma forma que nao existem estudos sobre o efeito da sinvastatina
sobre a FCI, ndo existem estudos, com senescentes, que indiquem quais o0s
mecanismos que promovem o aumento na FCI, quando estes individuos sao
submetidos a tratamento com esse farmaco.

Um provavel mecanismo, pelo qual a Sinvastatina poderia promover
alteragdes sobre a FCI nos ratos idosos, seria via ativagdo da sintese do 6xido
nitrico (ON), uma vez que, a agao das estatinas pode se dar a partir do aumento
da sua sintese. HOGAN et al. (1999), demonstraram “in vivo”, que o ON exerce
um pequeno, mas significante, efeito cronotropico positivo independente do
sistema nervoso autondmico. Neste mesmo contexto, MUSIALEK et al. (1997),
observaram que ativacado da via GMPc - ON pode estimular as correntes ativadas

por hiperpolarizagao nos miocitos do no sinoatrial.



IRIGOYEN et al. (2000), ao estudarem em ratos idosos, a contribuigéo
parassimpatica sobre a FC basal, verificaram que esta se mostrava deprimida,
embora a atividade simpatica apds bloqueio farmacolégico estivesse preservada.
Em nosso estudo, ndo tivemos um grupo adulto jovem, para avaliar
comparativamente o comprometimento do controle autondmico cardiaco
observado no grupo idoso. No entanto, podemos especular, que a contribuigdo
parassimpatica no grupo controle encontra-se reduzida, uma vez que, quando
comparamos os dois grupos estudados, a sinvastatina aumentou o ténus e o efeito
parassimpatico.

Neste estudo, também foram observadas modificagdes nos indices de
atividade parassimpatica para o coragao dos ratos submetidos a tratamento com
sinvastatina.

Um provavel mecanismo envolvido na restauracdo da responsividade
parassimpatica foi o proposto no estudo realizado por HAIGH et al. (1988),
demonstraram que a deplecdo de lipoproteina de baixa densidade aumenta a
responsividade parassimpatica em células atriais. Desta forma, as estatinas
poderiam alterar essa responsividade, em decorréncia de promover redu¢cao nos
lipideos hepaticos.

A metodologia de analise utilizada para avaliar a atividade vagal para o
coracao foi adequada para responder os objetivos propostos, como também
acreditamos, que nao influenciou os resultados. Assim, os dados referentes ao
tbnus vagal corroboraram os dados de efeito vagal, mostrando que realmente
houve aumento da atividade vagal para o coragdao pos-tratamento com
sinvastatina em ratos idosos.

O achado de alteracdo no efeito e no tébnus vagal mostra-se relevante,
devido aos possiveis efeitos cardioprotetores associados ao aumento da atividade
parassimpatica para o coragao (BILLMAN et al., 1984). Um aumento da atividade
vagal para o coragao e benéfico nesta faixa etaria, uma vez que ja se sabe que o
aumento da atividade vagal contribui para o aumento da variabilidade da FC,
indice este correlato com um favoravel prognéstico. Adicionalmente, existem

relatos de aumento da variabilidade da frequéncia cardiaca em individuos idosos



submetidos a tratamento com estatinas, o que por si ja se justificaria por um
aumento da atividade vagal para o coragao devido a redugao da atividade vagal,
observada com o envelhecimento.

Desta forma, podemos afirmar que em populagcbes senescentes, a
modificagdo da modulagédo vagal da FC com sinvastatina mostra-se importante e
esperada.

No nosso estudo, com ratos idosos, ndo observamos modificacdo na
atividade simpatica para o coracdo pos-tratamento com sinvastatina. Os dados
referentes ao ténus simpatico corroboraram os dados de efeito simpatico,
mostrando que realmente ndao houve diminuicdo da atividade simpatica para o
coragao pos-tratamento com sinvastatina.

Apesar de nao termos observado alteracdo do efeito e tdbnus simpatico nos
ratos idosos submetidos a sinvastatina, estudo prévio, verificou que as estatinas
podem contribuir para a reducdo de morte cardiaca subita devido a alteracdo na
modulagao do ténus simpatico (GENTLESK et al., 2005).

Os achados do nosso estudo, referente a atividade simpatica, mostram-se
diferentes daqueles encontrado por PLIQUET et al. (2003a), no qual verificaram
que a sinvastatina reduziu a atividade simpatica do nervo renal. No presente
estudo avaliamos a atividade o simpatica cardiaca, diferente do estudo anterior
que avaliou a participacao do simpatico renal. Como também, vale ressaltar, que o
tempo de tratamento com sinvastatina no nosso estudo foi um tergo do realizado
pelo PLIQUET et al. (2003a).

Diante de valores aumentados de FCl encontrados nesse estudo, é
realmente possivel que uma manutencdo da atividade simpatica com
concomitante aumento da atividade parassimpatica fosse necessario para manter
os niveis adequados de FC basal.

A frequéncia cardiaca basal representa um poderoso meio de se avaliar o
balango autonémico ou simpato-vagal (TASK FORCE, 1996), essa informagao tem
sido demonstrado em estudo prospectivo, sendo fortemente relacionado a
mortalidade (GILLUM et al., 1991).



A medida da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) nos fornece
informagédo da modulagéo vagal. Reduzida VFC tem associagdo com aumento da
morbidade e mortalidade cardiovascular (KANNEL et al.,1987; VAN BOVEN et al.,
1998; PERDESEN et al., 2000). Sabe-se que a da VFC é reduzida na populagao
idosa (CRAFT et al., 1995).

No presente estudo, através da analise espectral da VFC, observamos que
o componente de alta frequéncia da VFC, o qual representa a modulagéo
parassimpatica, mostra-se maior no grupo tratado com sinvastatina quando
comparado com os ratos do grupo controle. Como ndo observamos diferenga no
componente de baixa frequéncia da FC entre os grupos estudados, que
representa a modulagdo simpatica cardiaca, temos, portanto uma redugdo do
balanco simpato-vagal ou autondmico cardiaco. Esse achado corrobora com os
dados obtidos com o bloqueio farmacolégico.

Estudo utilizando VFC e sua analise espectral, realizado por PLIQUET et al.
(2003b) na insuficiéncia cardiaca experimental, demonstrou que, a terapia com
sinvastatina restaura a disfuncdo autonémica cardiaca, por aumentar a VFC e
suas densidades espectrais de poténcia. Esse estudo corrobora em grande parte
com 0s nhossos achados, mesmo que nao tenhamos observado alteracio
significativa na modulagao simpatica cardiaca.

VRTOVEC et al. (2005), observaram que pacientes portadores de
insuficiéncia cardiaca avancgada tratados por trés meses com atorvastatina
apresentaram aumento na VFC, neste mesmo estudo os autores também
observaram que esse farmaco pode ter efeito anti-arritmico. Aditivamente, outros
estudos clinicos, avaliando a influéncia do tratamento com estatinas, em pacientes
hipercolesterolémicos com doencga arterial coronariana e pds-infartados, sobre a
modulagdo autondmica cardiaca através da VFC, demonstraram aumento dessa
modulagao (PEHLIVANIDIS et al., 2001; RIAHI et al., 2002). Apesar da estatina
apresentar estes efeitos benéficos, o mecanismo pelo qual a ela age sobre o
controle cardiaco ainda nao esta completamente esclarecido.

Numa tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos nos beneficios das

estatinas sobre o controle autonbémico cardiaco, PELAT et al. (2003),



demonstraram experimentalmente que tratamento com rosuvastatina diminui a
expressao de caveolina-1 e promove sintese de ON com melhora da VFC. Em
estudo com pacientes hipercolesterolémicos, realizado por WELZIG et al., (2003),
demonstrou que a reducao de colesterol por pravastatina altera a expressao Gai,,
um componente molecular da sinalizagdo parassimpatica cardiaca. NoO nosso
estudo, sinvastatina aumentou a modulacido parassimpatica, este achado,
corrobora com os estudos anteriores. No entanto, ndo investigamos alteragdes
moleculares ou bioquimicas.

Sabe-se que o ON €& um importante sinalizador molecular na regulagéo da
resisténcia vascular e contragdo miocardica. BALLIGAND et al. (1993),
demonstraram pela primeira vez, que a inibicdo da sintese do ON bloqueia o efeito
cronotrépico negativo de agonistas colinérgicos em batimentos espontaneos de
midcitos em ratos neonatais. Essa informagao, foi conseqlientemente associada
aos achados de HAN et al. (1994), onde observaram que a inibicdo da sintese do
ON também previne a inibigdo dos canais de Ca++ tipo L das células do nodo
sinoatrial, quando pré-estimulados adrenergicamente. A partir desses achados,
comecou a especulacdo de que o ON tem papel modulatério importante no
controle autonémico da FC.

Estudos realizados por ELVAN et al. (1997), demonstraram que o ON além
de estimular a modulagdo vagal, também inibe a neurotransmissao simpatica.
CHOATE et al. (2001), demonstraram evidéncias do papel modulatério do ON
neuronal na bradicardia vagal. Ainda, neste mesmo sentido, SWEENEY et al.
(2004), estudando coragao de ratos in vitro, investigaram o papel do ON neuronal
no controle vagal da FC, concluiram que o ON facilita o efeito vagal por agir nas
sinapses pré e pos ganglionares.

Parece existir uma relagdo de dependéncia entre estatina e oxido nitrico.
Como o oxido nitrico (ON) enddégeno tem sido implicado na modulagdo da
descarga parassimpatica para o coragao nos niveis pré e pos sinaptico, um defeito
ou alteracdo na sua sintese, pode ter participacdo e influenciar a banda de alta
freqUéncia da variabilidade da frequéncia cardiaca (PELAT, 2003). Deste modo,

terapéuticas que propiciem a restauracdo da regulacédo vagal mediada pela



sintese do ON podem ser importantes em pacientes de alto risco, como também
na populagao senescente.

Varios estudos, evidenciaram a participagcdo do ON no controle da FC
(ELVAN et al., 1997; CHOATE et al., 2001; SWEENEY et al., 2004; BALLIGAND
et al., 1993; PELAT, 2003; HOGAN et al., 1999; MUSIALEK et al., 1997), quer via
modulagdo do né sinoatrial ou sistema nervoso autondmico. Em nosso estudo,
demonstramos que a FCI e o controle vagal da FC foram aumentados no grupo de
ratos idosos tratados com Sinvastatina. Sendo assim, podemos acreditar que
essas alteracbes podem também ter sido desencadeadas a partir da participacao
do ON.

Em resumo, através das informagdes obtidas com a literatura, verificamos
que: o envelhecimento promove alteracdo na FCI e no tbnus parassimpatico; as
estatinas propiciam beneficios sobre o controle autonémico cardiaco; existe uma
relacdo direta entre ON e atividade simpatica e parassimpatica; as estatinas
conseguem restaurar a disfungdo autondbmica em animais e humanos. Desta
forma, os prévios estudos, nos permitiram discutir a influéncia da sinvastatina

sobre a FCI e sobre o controle autondmico cardiaco em ratos idosos.



CONCLUSAO



6. CONCLUSOES

Com base nos presentes resultados, concluiu-se que, em ratos idosos, a
sinvastatina:
a) nao alterou a freqtiéncia cardiaca basal,
b) aumentou a freqliéncia cardiaca intrinseca,
C) aumentou o efeito vagal sobre a frequéncia cardiaca,
d) aumentou o ténus vagal sobre a frequéncia cardiaca,
e) nao alterou o efeito simpatico sobre a frequiéncia cardiaca,
f) nao alterou o ténus simpatico sobre a frequiéncia cardiaca,

9) reduziu o balango autonémico cardiaco.

Todos estes efeitos da sinvastatina poderiam ser benéficos ao induzir uma

recuperacao do controle autonémico cardiaco alterado pelo envelhecimento.
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ANEXOS



ANEXO | - Caracteristicas da Amostra. Valores, individuais e em média * erro

padrdo da média de idade dos animais inclusos nos grupos controle

e tratado.
IDADE (meses)

RATO GRUPO CONTROLE GRUPO TRATADO
R1 25 24
R2 25 24
R3 25 24
R4 25 24
R5 25 25
R6 25 25
R7 24 25
R8 24 25
MEDIA + EP 24,7 £0,1 24,5 +0,1

Dados apresentados em média + erro padrdo da média.



ANEXO Il - Caracteristicas da Amostra. Valores individuais e em média +
erro padrao da média do peso corporal a cada trimestre dos

animais inclusos nos grupos controle e tratado.

PESO CORPORAL (gramas)

GRUPO CONTROLE

RATO 3 6 9 12 15 18 21 24

mesesS meses mesesS meses meses mesesS meseS meses
RC1 326 382 418 446 463 484 488 489
RC2 320 379 411 439 471 483 490 492
RC3 322 385 413 457 465 472 483 490
RCA4 328 373 420 456 468 477 490 493
RC5 322 379 415 447 460 477 489 493
RCE 327 376 417 452 476 483 499 504
RC7 317 382 415 454 468 482 492 499
RCS 320 385 419 446 474 488 500 504
MEDIA +EP | 355 40,5380£0,5 413+0,7 449+07 468+0,7 485+0,6 491407 495£0,7

GRUPO TRATADO

RATO 3 6 9 12 15 18 21 24

meses mesesS mesesS meses meses mesesS meseS meses
RT1 324 377 419 460 473 488 498 508
RT2 319 388 414 459 477 487 498 506
RT3 327 376 422 459 464 480 487 496
RT4 326 379 418 445 477 482 486 497
RTS 325 387 420 457 464 484 486 486
RT6 328 386 422 448 469 481 490 495
RT7 322 373 415 443 478 489 493 492
RT8 329 387 419 456 466 484 497 502
MEDIA + EP | 325+ 0,4 381+07 421+0,3 453+0,8 471+0,7 486+0,5 491+0,6 498+0,9
p entre grupos | 0,219 0,589 0,102 0,248 0,362 0,139 0,892 0,511

Dados apresentados em média + erro padrdo da média a cada trimestre. p entre grupos
= resultado de Teste-t para dados nao pareados.



ANEXO IIl - Valores individuais de pressao arterial sistolica (PAS), pressao
arterial diastélica (PAD) e pressdo arterial média (PAM) basais

durante o experimento 1, nos grupos controle e tratado.

GRUPO CONTROLE

RATO PAS PAD PAM
(mmHg) (mmHg) (mmHg)

RC1 73,94 109,66 85,85
RC2 86,84 127,24 100,30
RC3 92,59 135,43 106,87
RC4 81,85 119,45 94,38
RC5 83,28 112,87 93,14
RC6 79,40 118,91 92,57
RC7 77,72 120,58 92,01

RC8 83,39 127,54 98,11

MEDIA + EP 82,37 121,46 95,40

GRUPO TRATADO
RATO PAS PAD PAM
(mmHg) (mmHg) (mmHg)

RT1 78,04 106,49 87,52
RT2 78,15 110,23 88,84
RT3 71,80 114,70 86,10
RT4 80,28 119,53 93,36
RTS 93,95 123,39 103,77
RT6 96,27 127,35 106,63
RT7 67,18 111,66 82,01

RT8 74,29 110,70 86,42
MEDIA + EP 79,99 115,51 91,83
p entre grupos 0,57 0,15 0,37

Os dados individuais representam a média + erro padrdo da média.
p entre grupos = resultado de Teste-t para dados n&o pareados
*p<0,05.



ANEXO IV - Valores individuais de frequéncia cardiaca (FC) basal observados
nos experimentos 1 e 2 e sua média dos dois dias, nos grupos

controle e tratado.

GRUPO CONTROLE

RATO FC DO DIA 1 FC DO DIA 2 FC MEDIA

(bpm) (bpm) (bpm)
RCA1 2824 337,8 310,1
RC2 387,0 388,1 387,6
RC3 375,6 330,0 352,8
RC4 320,3 339,4 329,9
RC5 291,0 335,0 313,0
RC6 3227 352,1 337,4
RC7 290,9 343,0 316,9
RC8 305,1 279,9 2925
MEDIA + EP 2219+49 338,2 +3,7 330,0 + 3,7
p dia 1vs. dia 2 0,25

GRUPO TRATADO

RATO FC DO DIA 1 FC DO DIA 2 FC MEDIA

(bpm) (bpm) (bpm)
RT1 325,6 356,9 3413
RT2 3473 475,7 411,5
RT3 312,5 408,9 360,7
RT4 328,8 287,9 308,3
RT5 346,6 372,5 359,5
RT6 363,5 3224 343,0
RT7 339,2 341,6 340,4
RT8 330,2 305,7 317,9
MEDIA + EP 336,7 +2,0 358,9+7,6 347,8 + 3,9
p dia 1 vs. dia 2 0,35
p entre grupos 0,341 0,339 0,264

Os dados individuais representam a média + erro padrao da média.
p dia vs. dia2 = resultado de Teste-t para dados pareados
p entre grupos = resultado de Teste-t para dados nao pareados. * p < 0,05.



ANEXO V - Valores individuais e médios da Frequéncia cardiaca intrinseca
referente ao intervalo de 15 a 20 min de agao do segundo farmaco injetado, no

experimento 1 (DIA 1) e no experimento 2 (DIA 2) dos grupos controle e tratado.

GRUPO CONTROLE

RATO FCIDO DIA 1 FCI DO DIA 2 FCI MEDIA

(bpm) (bpm) (bpm)
RCA1 320,9 335,6 328,2
RC2 315,5 375,1 3453
RC3 322,6 308,4 3155
RC4 351,3 298,9 325,1
RC5 317,6 326,9 3223
RC6 326,3 311,5 318,9
RC7 344,2 295,6 319,9
RC8 280,6 261,2 270,9
MEDIA + EP 3224 +26 3142+4.2 3186 +2,6
p dia 1 vs. dia 2 0,54

GRUPO TRATADO

RATO FCIDO DIA 1 FCI DO DIA 2 FCI MEDIA

(bpm) (bpm) (bpm)
RT1 347,0 339,0 343,0
RT2 350,3 392,5 3714
RT3 286,1 348,4 317,2
RT4 358,5 350,9 354,7
RTS 420,0 392,0 406,0
RT6 374,6 344,9 359,7
RT7 3534 389,0 371,2
RT8 386,2 409,3 397,8
MEDIA + EP 359,5+4,8 370,8 + 3,4 365,1 + 3,6
p dia 1 vs. dia 2 0,39
p entre grupos 0,03 0,02 0,002

Os dados individuais representam a média + erro padrao da média.



ANEXO VI - Dados individuais de efeito vagal e de variaveis utilizadas para seu

calculo, nos grupos controle e tratado.

GRUPO CONTROLE

RATO FC BASAL FC ATROPINA EFEITO VAGAL
(bpm) (bpm) (bpm)
RC1 310,1 343,8 33,6
RC2 387,6 396,6 9,1
RC3 352,8 390,7 37,9
RC4 329,9 396,9 67,0
RC5 313,0 350,3 37,3
RC6 3374 337,3 -0,1
RC7 316,9 312,6 -4,3
RC8 2925 314,2 21,7
MEDIA + EP 330,0 + 3,7 355,3+44 253+29
GRUPO TRATADO
RATO FC BASAL FC ATROPINA EFEITO VAGAL
(bpm) (bpm) (bpm)
RT1 341,3 384,0 42,8
RT2 411,5 459,6 48,1
RT3 360,7 4247 63,9
RT4 308,3 450,0 141,7
RTS 359,5 452,4 92,8
RT6 343,0 434,3 91,3
RT7 340,4 369,1 28,7
RT8 317,9 349,0 31,1
MEDIA + EP 347,8 + 3,9 4154 + 5,3 67,6 +4,8
p entre grupos 0,264 0,008 0,02

FC BASAL = média dos registros basais dos experimentos 1 e 2.

FC ATROPINA= média + erro padrdo da média da FC observada no intervalo entre 15 e
20 min apés a injecao de atropina.

MEDIA + EP = Média + erro padrdo da média, de cada variavel, em cada grupo.



ANEXO VIl - Dados individuais de tdnus vagal e de variaveis utilizadas para seu
calculo, nos grupos controle e tratado.
GRUPO CONTROLE

RATO FCI MEDIA FC PROPRANOLOL TONUS VAGAL
(bpm) (bpm) (bpm)

RC1 328,2 333,5 53

RC2 345,3 380,7 35,4

RC3 315,5 298,4 17,2

RC4 325,1 2788 46,3

RCS 322,3 324.,6 2,3

RC6 318,9 280,8 38,1

RC7 319,9 276,0 43,9

RC8 270,9 276,4 55

MEDIA + EP 318,6 + 2,6 306,1 + 4,7 12,1+3,6

GRUPO TRATADO

RATO FCI MEDIA FC PROPRANOLOL TONUS VAGAL
(bpm) (bpm) (bpm)

RT1 343,0 319,8 23,3

RT2 371,4 358,1 13,3

RT3 317,2 308,4 8,8

RT4 354,7 287,8 66,9

RTS 406,0 350,2 46,8

RT6 359,7 319,0 40,7

RT7 371,2 312,9 58,3

RT8 3978 301,5 96,3

MEDIA + EP 365,1 + 3,6 320,8 + 3,2 44,3 +3,7

p entre grupos 0,02 0,375 0,046

FCI MEDIA = média dos registros de 15 min dos experimentos 1 e 2.

FC PROPRANOLOL=

médiatdesvio padrdo da média da FC observada no intervalo

entre 15 e 20 min ap6s a injecao do propranolol.
MEDIA + EP= Média * erro padrdo da média, de cada variavel, em cada grupo.



ANEXO VIl -Dados individuais do efeito simpatico e de variaveis utilizadas para

seu calculo, nos grupos controle e tratado.

GRUPO CONTROLE

RATO FC BASAL FC PROPRANOLOL EFEITO SIMPATICO
(bpm) (bpm) (bpm)
RC1 310,1 333,5 -23,4
RC2 387.6 380,7 6,9
RC3 352,8 298 4 54,5
RC4 329,9 278,8 51,1
RCS 313,0 324,6 11,6
RC6 3374 280,8 56,6
RC7 316,9 276,0 40,9
RC8 2925 2764 16,1
MEDIA + EP 330,0 + 3,7 306,1 +4,7 23,9+ 3,9
GRUPO TRATADO
RATO FC BASAL FC PROPRANOLOL EFEITO SIMPATICO
(bpm) (bpm) (bpm)
RT1 3413 319,8 21,5
RT2 411,5 358,1 53,3
RT3 360,7 308,4 52,3
RT4 308,3 287.8 20,5
RTS 359,5 359,2 0,3
RT6 343,0 319,0 23,9
RT7 3404 312,9 27,5
RTS8 317.9 301,5 16,5
MEDIA + EP 347,8 + 3,9 320,8 + 3,2 27,0 + 2,2
p entre grupos 0,264 0,375 0,812

FC BASAL = média dos registros de 15 min de repouso dos experimentos 1 e 2.

FC PROPRANOLOL= média * erro padrdo da média da FC observada no intervalo entre
15 a 20 min ap6s a injecdo do propranolol.

MEDIA + EP= Média + erro padrdo da média, de cada variavel, em cada grupo.



ANEXO IX -Dados individuais do ténus simpatico e de variaveis utilizadas para

seu calculo, nos grupos controle e tratado.

GRUPO CONTROLE

RATO FC ATROPINA FCI MEDIA TONUS SIMPATICO
(bpm) (bpm) (bpm)
RC1 343,8 328,2 15,5
RC2 396.6 345,3 51,3
RC3 390,7 315,5 75,2
RC4 396,9 325,1 71,8
RCS 350,3 322,3 28,0
RC6 337,3 318,9 18,4
RC7 312,6 319,9 7,3
RC8 314,2 270,9 433
MEDIA + EP 355,3 + 4,4 318,6 +2,6 37,1+3,6
GRUPO TRATADO
RATO FC ATROPINA FCI MEDIA TONUS SIMPATICO
(bpm) (bpm) (bpm)
RT1 384,0 343,0 41,0
RT2 4596 371,4 88,1
RT3 4247 317,2 107,4
RT4 450,0 354,7 95,3
RT5 4524 406,0 46,4
RT6 434,3 359,7 74,6
RT7 369,1 371,2 -2,1
RT8 349,0 397,8 -48,8
MEDIA + EP 4154 +5.3 365,1 + 3,6 50,2 + 6,7
p entre grupos 0,008 0,002 0,548

FC ATROPINA= média + erro padrdo da média da FC observada no intervalo entre 15 a
20 min apéds a injegao de atropina.

FCI MEDIA = média dos registros de 15 min dos experimentos 1 e 2.

MEDIA + EP= Média +erro padrdo da média, de cada variavel, em cada grupo.



ANEXO X - Dados individuais e médios dos componentes de baixa (BF) e alta
frequéncia (AF) e banco autonédmico (BF/AF) da frequéncia cardiaca

nos grupos controle e tratado.

GRUPO CONTROLE

RATO BF AF BF/AF
ms? ms? ms?
RC1 0,77 117 0,66
RC2 0,41 0,67 0,62
RC3 0,46 0,63 0,74
RC4 1,40 1,15 1,21
RCS 0,38 0,40 0,95
RC6 1,28 1,33 0,06
RC7 0,59 0,77 0,76
RC8 0,46 0,76 0,60
MEDIA + EP 0,72+ 0,05 0,86 + 0,04 0,81+ 0,03
GRUPO TRATADO
RATO BF AF BF/AF
ms? ms? ms?
RT1 0,49 1,28 0,38
RT2 0,45 0,92 0,49
RT3 0,61 0,98 0,63
RT4 0,72 1,45 0,50
RTS 0,33 1,87 0,18
RT6 0,78 1,46 0,53
RT7 0,43 0,97 0,44
RT8 0,50 0,96 0,52
MEDIA + EP 0,54 + 0,02 1,24 + 0,04 * 0,46 + 0,02 *
p entre grupos 0,260 0,038 0,001

MEDIA + EP= Média +erro padrdo da média, de cada variavel, em cada grupo. * p < 0,05
entre grupos
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