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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos cronicos da amiodarona
sobre os reflexos cardiovasculares em ratos espontancamente hipertensos
(SHRs) e normotensos (Wistar-Kyoto - WKY). Foram utilizados 52 ratos
com 16 semanas de idade SHRs e WKY, divididos em 4 grupos
experimentais: normotensos controles (WKY-CON, n=10), normotensos
tratados (WKY-AM, n=14), hipertensos controles (SHR-CON, n= 12), e
hipertensos tratados (SHR-AM, n=13). Os animais tratados ingeriram
~Img/ml de amiodarona dissolvida em agua por um periodo de 16 semanas.
Os animais controles ingeriram somente 4gua no mesmo periodo. No final
do periodo de tratamento, todos os animais sob anestesia, foram canulados
os vasos femurais e eletrodos de eletrocardiograma foram implantados.
Apds 48 horas, a pressdao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) foram
registrados em condigdes basais durante 15 minutos seguido pelo teste do
barorreflexo cardiaco com fenilefrina e nitroprussiato de sédio. O intervalo
RR e a pressdo arterial sistolica foram derivadas do ECG e o sinal da
pressdo arterial pulsatil, respectivamente, e analisadas pela média da
analise espectral autoregressiva. O reflexo de Bezold-Jarisch foi avaliado
usando serotonina (5-HT). Em adigdo, o quimiorreflexo periférico foi
testado usando cianeto de potassio (KCN). Por fim para o bloqueio
autonomico cardiaco foi empregado usando atropina e propanolol. O
aumento do intervalo RR, intervalo PR, duragdo do QRS e intervalo QT,
bem como a significante diminuigdo dos batimentos prematuros foram
observados em SHR tratados com amiodarona. O grupo SHR-AM, mostrou
valores médios basais de PA (PAM) e FC significantemente mais baixos,
comparados ao grupo controle respectivamente. Essas mudancas foram
associadas a um significante aumento do componente de alta freqiiéncia da
variabilidade da FC e uma significante reducdo do componente de baixa
freqiiéncia da variabilidade da PA em SHR tratados com amiodarona. A
sensibilidade barorreflexa foi significantemente mais alta em animais
WKY-AM e SHR-AM (-3.58+£0.4 ¢ -2.27+0.2 bpm) em relacdo aos animais
WKY-CON e SHR-CON (-2.41+0.6 e -1.44+01 bpm; p<0.05). O grupo
WKY-AM mostrou resposta bradicardica com 5-HT nas doses de 16 e 32
ng/kg significantemente mais altas (-208.81+23.5 e -279.06+15.4 bpm,
respectivemente) em comparagdo ao WKY-CON (-118.22+25.9 e -
175.82+£30.4 bpm; p<0.05). Considerando a resposta do quimiorreflexo, o
grupo WKY-AM mostrou significantemente uma maior bradicardia com
KCN nas doses de 80 ¢ 160 ug/kg (-48.95 + 3.8 ¢ -63.89 £ 4.9 bpm),
quando comparados com o grupo WKY-CON (-37.60 = 7.3 ¢ -34.55 + 4.7
bpm; p<0.05). Considerando o controle do tdnus autondémico da FC os
animais SHR-AM mostraram um efeito vagal significantemente



maior (95+15bpm) que observado nos animais (49+11bpm; p<0.05). Ambos
os grupos WKY-AM e¢ SHR-AM mostrou uma freqiié€ncia intrinseca de
marcapasso significantemente mais baixa (357+9 e¢ 335+9 bpm) quando
comparada ao respectivo grupo controle (38119 e 370+£8bpm; p<0.05).
Nossos resultados indicam que o tratamento créonico com amiodarona em
ambas condi¢des de ratos normotensos ¢ hipertensos, é capaz de exercer um
efeito modulatorio na resposta reflexa cardiovascular, aumentando a
resposta parassimpatica vagal no corag¢do. Estes resultados sugerem que o
este efeito autondomico da amiodarona pode ser benéfico para proteger o
coragdo contra eventos arritmicos ¢ morte subita.

Palavras-chave: Amiodarona; Sistema Nervoso Autonémico; Hipertensao
Arterial; Reflexos Cardiovasculares



ABSTRACT

The aim of the present study was to assess the chronic effects of
amiodarone on cardiovascular reflexes in spontaneously hypertensive rats
(SHRs) and normotensive rats control (Wistar Kyoto-WKY). Fifty-two male
16 weeks-old SHRs and WKY were divided in 04 experimental groups:
control normotensive (WKY-CON, n=10), treated normotensive (WKY-AM,
n=14), control hypertensive (SHR-CON, n=12) and treated hypertensive
(SHR-AM, n=13). The animals of treated groups ingested ~1 mg/ml of
amiodarone dissolved in tap water for a period of 16 weeks. Control
animals have ingested tap water for the same period. At the end of
treatment period, all animals, under anesthesia, had their femoral vessels
canulated and ECG electrodes implanted. After 48h, AP and heart rate (HR)
was recorded in baseline conditions during 15 minutes followed by cardiac
baroreflex test using phenylephrine and sodium nitroprusside. Time series
of RR interval and systolic arterial pressure were derived from ECG and
pulsatile PA signals, respectively, and analyzed by means of autoregressive
spectral analysis. Following, Bezold-Jarisch reflex was evaluated using
serotonin (5-HT). In addition, peripheral chemoreflex was tested using
potassium cyanide (KCN). At the end, autonomic blockade of heart was
performed using atropine and propranolol. Increases in RR interval, PR
interval, QRS duration and QT interval as well as significant decrease in
ventricular premature beats were observed in SHR treated with amiodarone.
SHR-AM group showed values of baseline mean AP (MAP) and HR
significantly lower when compared to respective control groups. These
changes were associated to a significant increase in high frequency
component of heart rate variability and a significant reduction in low
frequency component of arterial pressure variability in SHR treated with
amiodarone. The reflex bradycardic sensitivity was significantly higher in
WKY-AM and SHR-AM animals (-3.58+0.4 and -2.27+0.2 bpm) in relation
to WKY-CON and SHR-CON animals (-2.41+0.6 and -1.44+01 bpm;
p<0.05). The WKY-AM group showed bradycardic response to 5-HT in
doses of 16 and 32 ug/kg significantly higher (-208.81+23.5 ¢ -279.06+£15.4
bpm, respectively) in comparison to WKY-CON (-118.224+25.9 and-
175.82+£30.4 bpm; p<0.05). Regarding to chemoreflex responses, the WKY -
AM group showed a significantly higher bradycardia to the KCN in doses
of 80 and 160 pg/kg (-48.95 + 3.8 and -63.89 = 4.9 bpm) when compared to
WKY-CON group (-37.60 = 7.3 and -34.55 £ 4.7 bpm; p<0.05). Regarding
to the tonic autonomic control of heart rate, SHR-AM animals showed a
vagal effect significantly higher (95+15bpm) than that observed SHR-CON

animals (49+11bpm; p<0.05).



Both the groups WKY-AM and SHR-AM showed intrinsic pacemaker rates
significantly lower (357429 e 33549 bpm) when compared to respective
control groups (38119 and 370+£8bpm; p<0.05). Our results indicate that
chronic treatment with amiodarone, in both normotensive and hypertensive
conditions, is able to exert modulatory effects on cardiovascular reflex
responses, increasing their vagal parasympathetic responses to the heart.
These results suggest that these autonomics effects of amiodarone may be
beneficial to protect the heart against life-threatening arrhythmic events
and sudden death.

Key Words: Amiodarone; Autonomic Nervous System; Arterial
Hypertension; Cardiovasculares Reflexes
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1.1 Regulacido da Pressao Arterial

A regulagdo da pressdo arterial (PA) ¢ uma das funcgdes
fisiologicas mais complexas, que dependem de agdes integradas do sistema
cardiovascular, renal e de mecanismos neuro-humorais que corrigem,
prontamente, os desvios para mais ou para menos dos niveis basais de
pressdo sanguinea. Possui a¢do imediata, mas pode se prolongar por meio
das alteragdes do débito cardiaco, da resisténcia vascular periférica ¢ da
capacitancia venosa que ocorrem pela intervengdo do sistema nervoso
central (SNC) que modula a atividade cardiaca e vascular (MICHELINI,
2008, p. 572; CAMPAGNOLE-SANTOS & HAIBARA, 2001).

Os ajustes satisfatorios dos niveis de pressdo arterial e do volume
sanguineo sdo indispensaveis para uma perfusdo adequada dos tecidos e
manutencdo da homeostase. O controle da PA, momento a momento, ¢
modulado entre varios mecanismos, por reflexos que sdo originados nos
pressorreceptores arteriais, receptores de estiramento da regido
cardiopulmonar (CAMPAGNOLE-SANTOS & HAIBARA, 2001;
IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001) e por substancias
vasoativas sintetizadas ¢ liberadas pelo endotélio vascular, como o 6xido
nitrico (NO) (BATLOUNI, 2001)

Os pressorreceptores arteriais sdo mecanorreceptores, também
denominados barorreceptores, constituidos por terminagdes nervosas livres

situadas entre a adventicia e a camada média do arco aortico e seio

Doutorado Maria de Lourdes Borges
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carotideo (IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001) que sdo
sensiveis as alteragdes da pressdo sanguinea.

Na literatura, sdo encontrados varios estudos que demonstraram
os mecanismos de ajuste da PA a curto prazo, por meio dos
barorreceptores.

Durante as alteragdes da PA, o estiramento vascular promove a
deformacgdo das paredes dos vasos ¢ muitos potenciais de acdo sdo gerados.
Tais informag¢des s@o enviadas ao sistema nervoso central por meio de
fibras neuronais mielinizadas ¢ amielinicas (IRIGOYEN et al., 2005;
MICHELINI, 2008, p. 575). As aferéncias barorreceptoras, localizadas no
seio carotideo, em cujos corpos celulares estdo localizados no ganglio
petroso, trafegam por meio do nervo Hering que se une ao nervo
glossofaringeo para atingir o NTS. As aferéncias barorreceptoras,
localizadas no arco aodrtico, em cujos corpos celulares localizam-se o
ganglio nodoso, transmitem os impulsos nervosos por intermédio do nervo
vago ao NTS (MICHELINI, 2008, p. 573-574).

A partir de técnicas anatdmicas mais especializadas, foi possivel
determinar, com maior precisdo, a localizagdo das terminag¢des nervosas das
fibras aferentes no SNC.

As aferéncias barorreceptoras arteriais fazem a sua primeira
sinapse no NTS e a partir desta estrutura, neurdnios pds-sinapticos de duas
vias distintas sdo ativados. A primeira é uma via parassimpato-excitatoria
que envolve projecdes para o nucleo ambiguo (NA), onde estdo localizados
a maioria dos corpos celulares dos neurdnios pré-ganglionares

parassimpaticos, os quais, ao serem excitados, ddo origem ao tonus vagal
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para o coragdo. A segunda via consiste de uma projeg¢do excitatéoria no NTS
para a por¢do caudal ventrolateral do bulbo (CVLM), de onde partem
neurdnios inibitéorios que fazem sinapse com neurdnios geradores de tonus
simpatico cardiaco e vasomotor, localizados na por¢ao rostral ventrolateral
do bulbo (RVLM). Esses neurdnios se estendem para a coluna intermédio
lateral da medula espinhal onde fazem sinapse com neurdnios simpaticos
pré-ganglionares, os quais, por sua vez, fazem, ao nivel do tronco
simpatico, sinapses com os neurdnios pos-ganglionares simpaticos que se
projetam para os vasos sanguineos e para o coragdo (DAMPNEY, 1994 ;
VASQUEZ et al., 1997; CAMPAGNOLE-SANTOS & HAIBARA, 2001;

MICHELINI, 2008, p. 573-574).

Figura 1- Representacio esquematica das vias aferentes, principais dreas de
integracio bulbar e vias eferentes do reflexo pressorreceptor arterial. X =
nervo vago; IX = nervo glossofaringeo; nX = niucleo motor dorsal do nervo
vago; nA = ntcleo ambiguo, nTS = nicleo do trato solitario; RVLM = area
ventrolateral rostral do bulbo; CVLM = area ventrolateral caudal do bulbo;
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CPA = area pressora caudal; IML = células da medula intermediolateral;
SNP = sistema nervoso parassimpatico; SNS = sistema nervoso simpatico.

Modificado de Dampney, 19947,
FONTE: CAMPAGNOLE-SANTOS & HAIBARA, 2001.

Para tanto, quando a PA se eleva acima dos valores basais, ocorre
um aumento da taxa de disparo de potenciais de agdo gerados nos
barorreceptores, do nervo depressor aortico e seio carotideo, devido a
distensdo da parede vascular. Esse evento, reflexamente, leva a um
aumento da atividade vagal e, consequentemente, diminui¢cdo da frequéncia
cardiaca (FC), reducdo da atividade simpatica para os vasos sanguineos e
coragdo, promovendo queda da resisténcia periférica e, também, no débito
cardiaco, levando a PA para niveis normais. Ao contrario, a redu¢do da PA
leva a desativagdo dos barorreceptores que, reflexamente, provoca a
diminuicdo da atividade vagal e aumento do tonus simpatico para o coragdo
e vasos sanguineos. Em consequéncia, a frequéncia cardiaca e o débito
cardiaco se elevam e promove o aumento da resisténcia vascular periférica
que contribui para a normalizacdo da PA (CAMPAGNOLE-SANTOS &
HAIBARA, 2001; IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001;
MICHELINI, 2008, p. 576-577).

Ha evidéncias de que a PA ¢ regulada ndo soé pela acdo dos mecanismos
reflexos neurais, por intermédio dos barorreceptores, como também por
outros reflexos, a exemplo dos cardiopulmonares. Aparentemente, sdo trés
0os mecanismos que participam da regulagdo da PA por meio dos receptores
cardiopulmonares. O primeiro deles, sdo os receptores cardiopulmonares
cujas aferéncias amielinicas trafegam pelo vago, comportam-se como

mecanorreceptores carotideos e aorticos, de forma que sdo estimulados pela
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distensdo dos vasos da base ou camaras cardiacas. A modulagdo na
atividade simpatica, coordenada por esses receptores, é responsavel pela
regulagdo da resisténcia vascular renal. Apesar de esses receptores nao
serem capazes de detectar a pressdo arterial sistémica, sdo eficazes na
deteccdo das elevagdes simultdneas nas areas de baixa pressdo, causadas
pelo aumento do volume sanguineo, desencadeando reflexos paralelos aos
barorreceptores, para tornar o sistema dos reflexos mais potentes para o
controle da PA (IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001;
IRIGOYEN et al., 2005; MICHELINI, 2008, p. 587-589).

O segundo mecanismo pode ser compreendido a partir das
terminagdes nervosas aferentes vagais mielinizadas, que se localizam na
junc¢do das grandes veias com os atrios direito e esquerdo. Durante o
aumento da volemia, a distensdo mecanica dessas jung¢des descarrega,
durante a sistole ou diastole atriais, sinais de estiramento dos atrios,
fornecendo ao SNC informacdo reflexa que promove aumento da FC com
consequente elevacdo do débito cardiaco, principalmente decorrente da
reducdo do tOnus parassimpatico para o coracdo. Em adi¢do, apdés o
estiramento dos atrios, sdo emitidos sinais para o hipotdlamo, para diminuir
a secrecdo do hormdnio antidiurético (ADH) e reduzir a reabsor¢cdo de agua
nos tubulos renais distais. A diminui¢cdo da resisténcia arteriolar aferente
renal induz a elevag@o da pressdo do capilar glomerular ¢ o consequente
aumento da filtracdo de liquido para os tubulos renais. Além disso, os
atrios sintetizam e liberam o hormodnio peptideo natriurético atrial (PNA)
que induz uma potente natriurese e¢ diurese ¢ inibe a liberacdo de renina,

aldosterona e vasopressina. A inibi¢do desses trés hormonios provoca
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intensa vasodilatagdo e normalizagdo do volume sanguineo, enquanto a
associacdo desses mecanismos promove o aumento da excre¢do de agua
pelos rins e reducdo da volemia (GUYTON, 2006, p. 219-220; IRIGOYEN;
CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001; MICHELINI, 2008, p. 589 -
590).

De acordo com a descri¢cao de Guyton (2006, p. 219-220):

Todos esses mecanismos que tendem a normalizar o volume
sanguineo ap6s uma sobrecarga atuam indiretamente como
controladores de pressdo, bem como de volume, porque o
excesso de volume aumenta o débito cardiaco e, portanto,
provoca elevagdo da pressdo arterial.

O terceiro grupo de receptores cardiopulmonares estd distribuido
ao longo das artérias coronarias, grandes vasos tordcicos e camaras
cardiacas, cujos aferentes trafegam junto aos nervos simpaticos cardiacos
em direcdo a medula espinhal, com corpos celulares localizados nos
ganglios da raiz dorsal. Sdo receptores com aferentes mielinicos e
amielinicos, ativados por estimulos mecanicos, tais como queda da pressdo
de perfusido das artérias coronarias, distensdo ou contragdo dos atrios e
ventriculos e por substancias produzidas e liberadas no préprio miocardio.
Sua importancia funcional parece estar atribuida a estimulos quimicos
gerados em areas isquémicas do miocardio, inclusive durante os episddios
de dor anginosa (GUYTON, 2006, p.212; IRIGOYEN; CONSOLIM-
COLOMBO; KRIEGER, 2001; MICHELINI, 2008, p.590-591).

Experimentalmente, 0s receptores cardiopulmonares,
principalmente do primeiro tipo, podem ser testados com a administracio
endovenosa de serotonina que possui resposta por meio de receptores SHT3,

provocando hipotensdo e bradicardia. [Esses receptores, quando
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estimulados, recebem o nome de reflexo de Bezold-Jarish (ZUCKER &
CORNISH, 1980; VASQUEZ et al., 1997; IRIGOYEN et al, 2005).

Além dos reflexos descritos, os quimiorreceptores periféricos
também influenciam nas respostas de PA, quando estimulados. Os
quimiorreceptores periféricos sao estruturas especializadas, capazes de
detectar alteragcdes quimicas do sangue relacionadas a pressdo parcial de
oxigénio (Pa0;), pressdo parcial de dioxido de carbono (PaCO;) e
concentracdo  hidrogenionica (pH). Estudos demonstram que os
quimiorreceptores ndo somente contribuem no controle da ventilagdo, mas,
também, no controle neural da PA (VASQUEZ et al, 1997; FELDER &
MIFFLIN, 1994; SUN & SPYER, 1991).

Em mamiferos, os quimiorreceptores periféricos estdo localizados
na bifurcacdo das artérias cardtidas comuns, bilateralmente, ¢ na crossa da
aorta (MARSHALL,1994). Todavia, em coelhos, camundongos e ratos, os
quimiorreceptores aorticos sdo funcionalmente ausentes, sendo apenas
aqueles localizados na bifurcagdo da artéria cardtida de importancia
funcional na mediacdo do quimiorreflexo (SAPRU & KRIEGER, 1977;
MARSHALL, 1994). Os corpusculos aorticos e carotideos sdo estruturas
especializadas, que contém células glomais e de suporte e extensa
vascularizacdo capilar. As células glomais detectam reducdes na PaO, ou
elevacdo na PaCO; ou até mesmo diminuicdo no pH do sanguineo
(MICHELINI, 2008, p. 584). Por meio dos estudos de (MARSHALL, 1994),
ficou demonstrado, em experimentos realizados em animais, que a
bifurcagdo da artéria cardtida constitui uma area sensivel a hipoxia. A

partir dessas evidéncias, mudangas na atividade dos quimiorreceptores
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periféricos, especialmente na hipdxia severa, resultam em aumento do
volume corrente, da frequéncia respiratdria e volume minuto, mostrando um
importante papel no controle reflexo da ventilagdo pulmonar (IRIGOYEN;
CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001). Além disso, a estimulagdo
desses receptores promove alteragdes na fungdo cardiovascular, na tentativa
de manter uma adequada perfusdo de sangue para os tecidos (MIFFLIN,
1992; IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001). Aumento da
ventilacdo, vasoconstric¢do sistémica, hipertensdo e bradicardia sdo as
respostas observadas em atendimento a demanda de fluxo sanguineo das
células, apos excitacdo do quimiorreflexo (VASQUEZ, et al, 1997).

As fibras aferentes, provenientes do arco adrtico e corpusculo
carotideo se unem ao nervo vago ¢ glossofaringeo, respectivamente, ¢
atingem o NTS fazendo sua primeira sinapse (MACHADO, et al, 1997;
VASQUEZ, et al, 1997). Em seguida, partem, ou para o NA, promovendo
uma excitacdo nas fibras neuronais pré-ganglionares parassimpaticas, ou
para o RVLM, promovendo a excitagdo dos neurdonios bulbares pré-
simpaticos que se projetam para a coluna intermédio-lateral, ativando o
simpatico periférico (MACHADO, et al, 1997; VASQUEZ, et al, 1997; ).

Os quimiorreceptores periféricos podem ser estimulados a partir
da administragdo endovenosa de cianeto de potassio (KCN), como
demonstraram Franchini e Krieger (1992), no modelo experimental do rato.
Neste caso, verifica-se a ocorréncia de hipodxia-citotoxica sucedida de
resposta reflexa de bradicardia e hipertensao.

De forma sincrOnica, os reflexos cardiovasculares atuam no

sentido de manter a homeostase do organismo, com consequente controle
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dos niveis de PA, via modulacdo da atividade do sistema nervoso

autondmico.

1.2 Sistema Nervoso Autondomico Cardiovascular

Os mecanismos efetores, responsaveis pela regulacdo neural da
pressdo arterial, sdo exercidos pelo sistema nervoso autonémico, por meio
das suas subdivisdes anatomo-funcionais: o sistema nervoso simpatico
(SNS) e sistema nervoso parassimpatico (SNP) (ANGELIS; SANTOS;
IRIGOYEN, 2004; MICHELINI, 2008, p. 572).

A atividade tonica do sistema nervoso simpatico contribui para a
manutencdao do tonus dos vasos sanguineos, bem como para a funcdo
cardiaca basal (ANGELIS; SANTOS; IRIGOYEN, 2004; IRIGOYEN et al.,
2005; MICHELINI & FRANCHINI, 2008, p. 594). A regido RVLM,
localizada no bulbo, transmite impulsos excitatorios por meio de projegdes
bulbo-espinhais para a coluna intermédiolateral da medula espinhal, e dai
via nervos simpaticos para o coracdo, em situacdes em que ¢ necessaria a
elevagdo da frequéncia cardiaca e contratilidade miocardica. Por outro
lado, quando ¢é necessario reduzir o bombeamento cardiaco, o nucleo
ambiguo envia sinais para o nervo vago, que transmite impulsos
parassimpaticos para o cora¢do, diminuindo a contratilidade do coracdo e a
frequéncia cardiaca (GUYTON & HALL, 1997, p.206-207).

Paralelamente, o SNS determina constricdo dos vasos sanguineos

periféricos, enquanto o parassimpatico possui pouca ou nenhuma acgio
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vascular (GUYTON & HALL, 1997, p.208). Alteracdes na atividade do
sistema nervoso simpdatico autondmico produzem alteragdes significativas
da pressdo arterial, necessarias para os ajustes de demanda de fluxo
sanguineo aos tecidos (ANGELIS; SANTOS; IRIGOYEN, 2004).

Assim sendo, o sistema nervoso autdénomo simpatico e
parassimpatico (nervo vago) exercem uma ac¢do regulatdoria fundamental
sobre o sistema cardiovascular, controlando varios parametros, como a
frequéncia cardiaca, a pressdo arterial e a resisténcia periférica através de
seus mecanismos reflexos mediados, principalmente, pelos barorreceptores
arteriais, receptores cardiopulmonares e quimiorreceptores periféricos
(CAMPAGNOLE-SANTOS & HAIBARA, 2001).

Alteragdes na atividade dos componentes do sistema nervoso
autonomico estdo implicadas na fisiopatologia de intimeras condigdes
clinicas, como infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca,
hipertensdo arterial, etc.

A ativacdo simpatica, em pacientes hipertensos, pode estar
associada ao aumento do risco cardiovascular e aumento de lesdes em
orgaos alvo (HERNNERSDORF & STRAUER, 2001; CAMPAGNOLE-

SANTOS & HAIBARA, 2001; ANGELIS; SANTOS; IRIGOYEN, 2004).

1.3 Reflexos Cardiovasculares e Hipertensiao Arterial

Os estudos de Zanchetti ¢ Mancia (1991) mostram que individuos

hipertensos apresentam disfuncdo na sensibilidade dos reflexos
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cardiovasculares, a exemplo da atenuagdo do barorreflexo, também
verificada em animais experimentais (HEAD, 1995). Dados da literatura,
como as descricdes de Thames e Johnson (1985), evidenciam que ratos
espontaneamente  hipertensos (SHR) e aqueles com hipertensdo
renovascular apresentam reducdo do ganho do barorreflexo cardiaco.

Essa atenuac¢do encontra-se presente, ndo somente em individuos
hipertensos, mas em pacientes acometidos por infarto agudo do miocardio
(IAM) e em portadores de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC)
(GUZZETTI et al., 1991).

Quanto ao reflexo de Bezold-Jarisch, os resultados tém sido
controversos. Este reflexo tem-se mostrado atenuado, tanto em modelos
experimentais de ratos SHR que apresentam hipertrofia do miocardio
(VERBERNE et al, 1988; GRASSI et al, 1988), como em ratos com
hipertensdo renovascular (THAMES & JOHNSON, 1985; UGGERE et al.,
2000). Em humanos, este reflexo se mostra exacerbado na hipertensdo
limitrofe (MARK & KERBER, 1982; ZANCHETTI & MANCIA, 1991;
MEYRELES; CABRAL; VASQUEZ, 1994). Contudo, Ricksten et al, (1979) e
Kedzi (1976) verificaram resposta inalterada a sensibilidade do reflexo de
Bezold-Jarisch em pesquisa realizada com ratos SHR e em cdes com
hipertensdo renovascular.

Além do barorreflexo e do reflexo de Bezold-Jarisch, ¢
importante considerar a influéncia do quimiorreflexo na hipertensdo
arterial (HA). Em animais hipertensos ¢ humanos com hipertensdo primaria,
foi observado aumento no tamanho do corpusculo carotideo (HABECK et

al, 1981; SMITH et al, 1984) com mudanga na capilarizagdo, que pode
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desencadear isquemia destas estruturas (PALLOT, 1987). Em sintese, as
mudanc¢as morfoldégicas e Dbioquimicas no seio carotideo podem
comprometer a fun¢do do quimiorreflexo (HABECK et al, 1981;
TRZEBSKI, 1992). Em pesquisa realizada por Hayward et al, em 1999, foi
quantificada a magnitude da resposta cardiorrespiratoria entre ratos SHR,
WKY e Sprangue-Dawley (SD) anestesiados ou conscientes, utilizando
KCN. Os resultados ndo apresentaram diferenca significante na PAM e FC
entre SHR ¢ WKY. Porém, nos ratos SD, ocorreu atenuacdo na PAM aos
serem comparados com os outros animais. A resposta da ventilacdo, apds a
estimulacdo do quimiorreflexo, foi semelhante nestes grupos estudados.
Estes dados sugerem que a diferenca na sensibilidade do quimiorreflexo,
pode estar associada a genética e ndo a hipertensdo. Ao contrario do
barorreflexo, os quimiorreceptores periféricos, ndo se adaptam as
alteracdes dos niveis pressoricos (TRZEBSKI, 1992).

Alguns estudos, a exemplo de Mark e Kerber (1982); Habeck et
al, (1981), evidenciam que, tanto em modelos experimentais, quanto em
humanos, as respostas dos reflexos cardiovasculares tém sido contraditorias

na hipertensdo.

1.4 Hipertensao Arterial e Amiodarona

A hipertensdo arterial ¢ uma doenga cardiovascular que acarreta

lesdes em oOrgdos alvo como cérebro, rins, vasos sanguineos e coracio.

Como mecanismo compensatorio em resposta a sobrecarga cardiaca, o
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ventriculo esquerdo torna-se hipertrofiado, podendo ocasionar o
desenvolvimento de arritmias com conseqiiente morte subita (KOREN et al,
1991; OLIVETTI et al, , 2000).

Assayag et al (1997) relatam que a hipertrofia ventricular ocorre
associada a deposi¢do de colageno e fibrose. Conforme Hennersdorf e
Strauer (2001) destacam, os mecanismos de reentrada favorecem a
manutencao das arritmias que estdo diretamente relacionadas a presenga de
fibrose. Outro fator que pode desencadear arritmia cardiaca na hipertensao
arterial ¢ a isquemia coronariana por redug¢do do fluxo sanguineo. Periodos
frequentes de isquemia, fibrose ¢ consumo de oxigénio aumentado, levam a
um aumento na FC, batimentos prematuros, taquicardia ventricular e
supraventricular. O estudo de McLenachan et al (1987) permitiu observar a
prevaléncia de extrassistole ventricular e taquicardia ventricular em
pacientes portadores de hipertensdo arterial com hipertrofia ventricular
esquerda, quando comparados aos normotensos.

Varios estudos epidemioldgicos tém sido realizados para se
estabelecer a eficacia das diferentes drogas antiarritmicas (AR) usualmente
utilizadas no tratamento das arritmias cardiacas associadas a hipertensao
arterial, doencas isquémicas do miocdrdio ou insuficiéncia cardiaca
(SINGH, 1999). A maioria delas tem um importante efeito pro-arritmico
que aumenta a mortalidade dos pacientes (IMPACT, 1984; CAST, 1989;
CAST, 1992). Estudos demonstraram uma relativa eficdcia dos
bloqueadores de receptores-adrenérgicos na prevencdo da morte cardiaca
subita (KENNEDY, 1997; EXNER et al., 1999).

A amiodarona ¢ um AR comumente usado na prevengdo e no
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tratamento de arritmias cardiacas potencialmente fatais, tais como a
taquicardia e a fibrilagdo ventricular (KOWEY et al., 1995, 1997;
CONNOLLY, 1999; NATTEL et al., 1999; KUDENCHUK et al., 1999). Foi,
inicialmente, desenvolvida em 1962, sintetizada pelo laboratério Labaz, na
Bélgica, como um potente vasodilatador coronariano para o tratamento da
angina pectoris (VASTESAEGER et al., 1967; SINGH & VAUGHAN
WILLIAMS, 1970). Posteriormente, foram relatadas potentes agdes
antiarritmicas dessa droga (CHARLIER et al., 1968; SINGH & VAUGHAN
WILLIAMS, 1970; SINGH, 1999).

Em 1995, nos Estados Unidos, a amiodarona foi aprovada como
agente antiarritimico de uso endovenoso, para tratamento das taquiarritmias
ventriculares (KOWEY et al., 1997). Recentemente, vem sendo utilizada na
prevencdo da fibrilagdo atrial em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca e
apo6s isquemia aguda ou infarto do miocardio (HUGHES & BINNING,
2000). As vias de administragdo, normalmente utilizadas em pacientes, sdo
a endovenosa (aguda) ou oral (cronica). A administragdo aguda de
amiodarona ¢ indicada para o tratamento de taquiarritmias ventriculares
refratdrias a outras terapias, apesar de essa droga promover uma redugdo
de, aproximadamente, 10 % da atividade inotrépica cardiaca, o que pode
comprometer a fun¢do cardiaca em situagdes como o infarto agudo do
miocardio (PODRID & KOWEY, 1996). O uso oral cronico da amiodarona
ndao compromete, significantemente, a funcdo contratil cardiaca (SINGH,
1989). Entretanto, devido a longa meia vida e grande volume de
distribuicdo dessa droga (especialmente fazendo estoques no tecido

adiposo), meses podem ser requeridos para que o nivel sérico da
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amiodarona se estabilize em concentragdes suficientes para que essa droga
exerca seu efeito antiarritmico desejado, quando a mesma ¢ administrada
por via oral (PODRID & KOWEY, 1996).

As agoes eletrofisioldogicas e farmacoldgicas da amiodarona sao
complexas e ainda ndo completamente conhecidas. Um de seus efeitos mais
importantes sobre o coragdo é o prolongamento da duracdo do potencial de
acdo cardiaco e, consequentemente, do periodo refratario (KODAMA et al.,
1997; NATTEL et al., 1999; SINGH et al., 1999). Por tal efeito, essa
droga tem sido classificada como um AR de classe III dentro da
classificagdo dos AR proposta por Vaugham-Willians (PODRID & KOWEY,
1996; KODAMA; KAMIYA; TOYAMA, 1999).

Entretanto, ela apresenta uma série de outros efeitos importantes
tais como bloqueio de canais de s6dio (efeito AR da classe 1) (FOLLMER
et al., 1987), bloqueio dos canais de calcio (efeito AR de classe IV)
(NISHIMURA et al., 1989), acdo p-bloqueadora adrenérgica néo
competitiva (efeito AR de classe II), acdo aj-bloqueadora adrenérgica
(POLSTER; BROEKHUYSEN, 1976; KADISH 1990), acdo simpatolitica
semelhante a reserpina (DU et al., 1995, HAIKERWAL et al., 1999b), agdo
removedora de radicais livres e de oxigénio (AGOSTON, et al 2001),
antagonismo dos hormoénios tirecoidianos (VASSY et al., 2000) e provavel
efeito vagomimético (SINGH, 1983; DIAS DA SILVA, 2001, 2002a), entre
outros. Todos estes efeitos, em adi¢cdo ao seu efeito AR classe III, direta ou
indiretamente, podem contribuir para a sua acdo antiarritmica.

Além de secus efeitos eletrofisiolégicos, efeitos hemodindmicos

tém sido descritos como mudangas na pré e na pos-carga, FC e fluxo
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sanguineo coronariano, assim como efeito inotropico negativo, de discreto
a moderado (SINGH, et al., 1989).

Dentro das acdes eletrofisiologicas da amiodarona acima
descritas, existe uma intera¢do destas a¢les com o sistema nervoso
autondmico.

Um estudo feito em nosso laboratéorio por Dias da Silva et al
(2001), com ratos normotensos ¢ espontaneamente hipertensos submetidos
ao tratamento crdnico com amiodarona, evidenciou queda da FC e PA,
assim como reducdo da variabilidade de baixa frequéncia da PA (marcador
da modulacdo vasomotora simpatica) e aumento na sensibilidade da
bradicardia reflexa (marcador da modulagdo cardiaca vagal), sugerindo um
potencial efeito benéfico da amiodarona nestes animais.

A amiodarona ¢ uma droga largamente utilizada para o tratamento
de arritmias cardiacas, que tem sido objeto de varios estudos durante os
ultimos anos. Sua ac¢do antiarritmica foi demonstrada em estudos
experimentais com animais tratados por via endovenosa e em estudos
clinicos, tanto agudos, como crénicos. Ainda que os efeitos agudos da
amiodarona sobre alguns reflexos cardiovasculares ja tenham sido
demonstrado (DIAS DA SILVA, 2002b ¢ OLIVEIRA 2003), os efeitos da
amiodarona cronicamente administrada em individuos com HA, sobre os
reflexos cardiovasculares, sdo pouco conhecidos.

Apenas o estudo de Dias da Silva et al., (2001) descreve um
efeito benéfico sobre o reflexo barorreceptor cardiaco. Nada na literatura
foi encontrado sobre eventuais efeitos em outros reflexos cardiovasculares

como os mediados pelos receptores cardiopulmonares e quimiorreceptores

Doutorado Maria de Lourdes Borges



Introducdo

37

periféricos. Dessa forma, o presente projeto visa testar a hipotese de que a
amiodarona cronicamente administrada em SHR tem efeito autondomico
sobre os reflexos cardiopulmonares e quimiorreceptores.

Diante desses dados, julga-se oportuno avaliar os efeitos cronicos

da amiodarona sobre os reflexos cardiovasculares na hipertensdo arterial.
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos cronicos da amiodarona sobre os reflexos

cardiovasculares em ratos normotensos ¢ espontancamente hipertensos.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar os efeitos cronicos da amiodarona sobre a modulagio
autondmica cardiovascular por meio da andlise espectral da variabilidade
da FC e PA.

2.2.2 Analisar os efeitos cronicos da amiodarona sobre o controle
barorreflexo da FC e PA por meio da quantificagdo da sensibilidade
barorreflexa em ratos normotensos ¢ espontaneamente hipertensos.

2.2.3 Verificar os efeitos cronicos da amiodarona sobre o reflexo de
Bezold-Jarisch em ratos normotensos e espontancamente hipertensos.

2.2.4 Avaliar os efeitos cronicos da amiodarona sobre o Quimiorreflexo em
ratos normotensos e espontaneamente hipertensos.

2.2.5 Avaliar os efeitos cronicos da amiodarona sobre o tonus autondémico
cardiaco por meio de bloqueio farmacoldogico com atropina e propranolol,
em ratos normotensos ¢ espontaneamente hipertensos.

2.2.6 Associar os efeitos autondomicos reflexos com as agdes antiarritmicas,
eletrocardiograficas e hemodindmicas da amiodarona cronicamente

administrada em ratos normotensos ¢ espontaneamente hipertensos.
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3.1. Animais Experimentais

Foram utilizados 50 ratos, com 16 semanas de idade e peso
aproximadamente, 350g a 450 g, das linhagens Wistar-Kyoto (WYK) e
espontaneamente hipertensos (Spontaneously Hypertensive Rats, SHR),
criados e fornecidos pelo Biotério da Disciplina de Fisiologia da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM). Os animais
foram alojados no biotério, com ambiente controlado (temperatura de 23°
C, umidade de 40 a 70% e ciclo claro-escuro de 12 h) e tiveram livre
acesso a racdo e agua. Todos os protocolos foram realizados observando-se
as normas internacionais contidas no “Guide for the care and use of
laboratory animals”, editado por “US National Institutes of Health (NIH

publication n°® 85 - 23, revised 1996)”.

3.2 Tratamento Cronico

Os animais controles e tratados com 16 semanas de vida foram
alojados aos pares em caixas plasticas, todos com livre acesso a agua e
racdo até o dia do experimento. Os animais tratados ingeriram amiodarona
diluida na 4gua de beber, com concentragcdo de aproximadamente 1 mg/mL,
e os controles ingeriram agua pura por 16 semanas. Os ratos foram
monitorizados, diariamente, quanto a sua ingestdo de agua ou soluc¢do de

amiodarona e variagdes do peso corporal.
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A concentragdo de amiodarona foi ajustada, semanalmente, na
agua de beber, para que a dose diaria ingerida se mantivesse constante ao
longo do tratamento de, aproximadamente, 100 mg/kg/dia (DIAS DA

SILVA et al., 2001).

3.3. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos de acordo com o tratamento recebido
em quatro grupos experimentais:

1) Grupo normotenso controle: ratos WYK que beberam 4agua
pura (WKY-CON=11);

2) Grupo normotenso tratado: ratos WYK que beberam solugdo de
amiodarona (WKY-AM=14);

3) Grupo hipertenso controle: ratos SHR que beberam agua pura
(SHR-CON=12);

4) Grupo hipertenso tratado; ratos SHR que beberam solucdo de

amiodarona (SHR-AM=13).
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3.4. Drogas Utilizadas

As drogas utilizadas neste estudo foram: amiodarona, fornecida
pela Galena Quimica e Farmacéutica Ltda; fenilefrina (Phe), nitroprussiato
de s6dio (NPS), serotonina (5HT) e cianeto de potassio (KCN), propanolol

e atropina fornecidas pela Sigma Chemical CO. (St. LOUIS, MO, USA).

3.5. Registro Eletrocardiografico Convencional

Para a realizacdo do estudo eletrocardiografico convencional, no
primeiro dia do protocolo experimental, os animais foram anestesiados com
tiopental sdédico (40 mg/kg de massa corporea, i.p), ¢ colocados em
decubito dorsal sobre uma mesa, para o registro do eletrocardiograma
(ECG). O registro eletrocardiografico foi realizado utilizando-se um
amplificador de alto ganho (Bioeletric Amplifier, model 8811A, Hewlett-
Packard Med. Inst., Whaltam, MA, USA) ¢ um sistema de aquisicdo de
dados (placa de conversdo analdgico-digital, modelo CAD 12/36 ¢ software
Agdados, ambos da Lynx Tecnologia Eletronica Ltda., Sdo Paulo, SP)
acoplados a um computador pessoal (Pentium 266 MHz).

Pequenos eletrodos em agulha foram conectados ao animal
segundo o padrdo estabelecido para obtencdo das derivagdes classicas (DI,

DII, DIII, aVR, aVL, aVF). As derivagdes precordiais foram as seguintes:

V1 = eletrodo colocado no 49 espago intercostal direito sobre a linha

Doutorado Maria de Lourdes Borges



Material e Métodos

44

hemiclavicular; V2 = eletrodo no 59 espago intercostal esquerdo na linha

hemiclavicular; V3 = eletrodo no 59 espago intercostal esquerdo na linha

axilar anterior (BESTETTI et al., 1987, 1988).

3.6 Procedimentos Cirtrgicos

3.6.1 Canulacio de Vasos

Apo6s a realizacdo do registro de ECG convencional, os animais
foram pesados em balanga digital e, em seguida, foram canuladas a artéria
femoral direita, para medida direta da PA pulsatil e FC, e veia femoral
direita para administragdo de drogas. As canulas inseridas nos vasos foram
confeccionadas com tubos de polietileno (Clay-Adams, Parsippany, NJ) PE
50 (diametro interno 0,58 mm e externo 0,965 mm) e PE 10 (didmetro
interno 0,28 ¢ 0,61 mm). O segmento de PE 50 (18 cm) foi soldado ao
segmento de PE 10 (3,5 cm para artéria e veia femoral). Apds a
implantagcdo, as cdnulas foram exteriorizadas, via subcutdnea, na porg¢ao
posterior do pescog¢o do animal.

Especial cuidado foi tomado nesse procedimento, de forma a
provocar o minimo dano tecidual, a fim de minimizar o estresse cirurgico.
A seguir, os animais foram colocados em caixas individuais para
recuperacdao pos-operatoria. O registro de PA ¢ ECG foi realizado 48 horas
apods o procedimento cirirgico, para minimizar o efeito da anestesia e¢ o

grau de estresse do animal.
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3.6.2. Implantacdo do Eletrodo

Apds a implantacdo das canulas, dentro do mesmo tempo
anestésico, os animais foram submetidos ao implante cirtrgico de um par
de eletrodos de aco inoxiddvel posicionados a cada lado da regido dorsal
alta para o registro cronico do ECG (derivagdo I). Os ecletrodos foram
confeccionados empregando-se um conector de 3 pinos derivado de um
conector de 40 pinos (modelo BTPS-40). Trés fios de a¢o inoxidavel finos,
flexiveis e encapados com teflon foram soldados ao conector de trés pinos
(pinos laterais: eletrodos ativos e pino central: eletrodo terra). A
extremidade oposta dos fios de ag¢o inoxidavel foi, entdo, fixada no
subcutaneo a cada lado da regido dorsal alta, de modo a permitir o registro
da derivacdo I, enquanto o conector de trés pinos foi suturado na regido
cervical dorsal do animal de modo a impedir uma eventual remocao
acidental. Posteriormente a cirurgia, os animais foram transferidos para

gaiolas individuais, para recuperagdo pos-operatoria.

3.7 Registro Continuo do Eletrocardiograma

Apds 48 horas de recuperagdo cirirgica, os animais, agora
canulados e com eletrodos de ECG implantados, foram conectados ao
sistema de aquisi¢do de dados do sinal do eletrocardiograma. O registro

basal de 15 minutos do eletrocardiograma foi realizado em animais
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conscientes € com livre movimentagdo. A frequéncia de aquisi¢cdo de sinal
foi de 500 Hz. O horario de registro foi rigorosamente obedecido e variou,
sempre, das 8 as 17 horas. Os sinais coletados do ECG foram armazenados
em discos laser para posterior andlise da variabilidade da frequéncia

cardiaca (VFC).

3.8 Sistema de Registro

Quarenta e oito horas apo6s os procedimentos cirirgicos, os
animais, recuperados do efeito anestésico e livres do estresse cirturgico,
foram levados a sala de experimento pelo menos 30 minutos antes do inicio
do protocolo experimental. A canula arterial dos ratos foi conectada a um
transdutor de pressdo (Spectramed, Statham P23-Db, USA) e, juntamente
com o sinal do ECG, foi devidamente amplificado (modelo 8805D, Hewlett-
Packard, USA) e digitalizado por meio de uma interface analdgico/digital
(CAD 12/36 Agdados, Lynx Tecnol. Elletron Ltda, Sdo Paulo, SP), sendo
armazenado em um microcomputador (IBM/PC) numa frequéncia de 500
Hz. Os arquivos gravados foram submetidos a andalise posterior, por meio
de um programa computacional (CODAS, Dataq, Inc. Akron, OH, USA) que
detecta, automaticamente, os valores de PA sistolica e diastdlica e calcula
os valores de PA média e FC de todo o arquivo. A FC foi derivada dos

intervalos RR em batimentos por minuto (bpm).
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3.9. Protocolo Experimental

3.9.1. Estudo do Barorreflexo

O protocolo consistiu de 15 minutos de registro basal da pressdo
arterial pulsatil (PAP) e FC, seguidos da administracdo endovenosa, em
sequéncia aleatoria, de doses de 2 e 4 ng/kg de fenilefrina e 8 ¢ 16 ug/kg
de nitroprussiato de soédio para os ratos normotensos ¢ espontaneamente
hipertensos, com 5 minutos de intervalo entre as doses sucessivas, para que
a PA e FC retornassem completamente aos valores basais. A fenilefrina e o
nitroprussiato de sodio sfo drogas vasoativas que promovem aumento e
reducdo da pressdo arterial, respectivamente. As variagdes reflexas de FC,
em funcdo da variagcdo da PAM, foram calculadas batimento a batimento, ¢

utilizadas para estimar a sensibilidade barorreflexa.

3.9.2. Estudo do Reflexo de Bezold-Jarisch

A estimulacdo do reflexo de Bezold-Jarisch foi feita por meio da
administragdo endovenosa de doses crescentes de S5-hidroxitriptamina
(serotonina, 5-HT) correspondentes a 2, 4, 8, 16 e 32 pug/kg administradas
aleatoriamente. A 5-HT atua sobre os receptores do tipo 5-HT3; promovendo
estimula¢cdo quimica nas terminag¢des aferentes vagais, no ventriculo
esquerdo e desencadeia o reflexo de Bezold-Jarisch. As respostas maximas

de bradicardia ou hipotensdo expressas em valores absolutos e/ou
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percentuais foram associadas as doses de 5-HT, constituindo um grafico
dose-resposta. Portanto, a sensibilidade do reflexo de Bezold-Jarisch foi
avaliada pelas respostas hipotensora e bradicardica maximas, induzidas

pelas diferentes doses de 5-HT.

3.9.3. Estudo do Quimiorreflexo

Os quimiorreceptores periféricos foram estimulados pela
administracdo endovenosa de doses crescentes de cianeto de potassio
correspondentes a 40, 80, 160 ¢ 320 ug/kg administradas aleatoriamente. O
KCN inibe a enzima citocromo-oxidase envolvida na cadeia respiratodria,
principalmente nas células do corpusculo carotideo. Como consequéncia,
ocorreu um déficit energético celular associado a indisponibilidade de
oxigénio, promovendo uma hipdxia citotoxica, o que levou a estimulagio
das células quimiossensiveis. A sensibilidade do quimiorreflexo foi
avaliada por meio da magnitude da bradicardia e hipertensdo reflexa
maxima, expressa em valores absolutos, em resposta a administragdo de

KCN.

3.9.4. Estudo do Tonus Autonémico

Para avaliar o toénus autondmico, foi administrada, no final do

protocolo, sulfato de atropina (4 mg/Kg, i.v.) por via intravenosa para o
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bloqueio da agdo parassimpatica sobre o coracdo. Em seguida, 15 minutos
apo6s, cloridrato de propanolol (5mg/Kg, i.v.) foi administrado para
bloquear o sistema simpatico ¢ um registro de mais 15 minutos foi feito.
Em metade dos animais, para cada grupo experimental, a ordem de bloqueio
autondmico foi invertida, ou seja, propanolol foi administrado antes da

atropina.

3.10 Analise dos Dados

As variaveis do registro eletrocardiogrdfico foram analisadas por
meio do computador, da seguinte maneira: a) duragdo do intervalo RR
(iRR) em DII; b) duracdo da onda P (dP) em DII, DIII, aVF e V2; ¢)
durag¢do do intervalo PR (iPR) em V2; d) durag¢do do complexo QRS (QRS)
em todas as derivacgdes; e) duracdo do intervalo QaT (iQaT); e f) duragdo
do intervalo QaT corrigido segundo a equagdo de Bazett [iQaTc =
iQaT/raiz(iRR)]. Os calculos de duracdo e amplitude dos pardmetros
eletrocardiograficos foram realizados a partir da tela do computador,
empregando-se o software Agdados. Além destes pardmetros, também foram
analisados por inspe¢do do tracado na tela do computador, a presencga de
extrassistoles ventriculares.

Os sinais de PAP e¢ ECG foram analisados por meio de um
programa de computador, Advanced CODAS (Dataq Instruments Inc.,
Akron, EUA), detectando-se os valores de pressdo arterial sistolica (PAS) e

diastolica (PAD) do registro, gerando séries temporais da PAS, PAD, PAM
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¢ FC, derivadas do intervalo RR, batimento a batimento. Estas séries
temporais foram convertidas para o formato Lotus e analisados no programa
Acgnowledge, em que foram coletados os valores médios basais de PAM ¢
FC. Posteriormente, foram coletados os valores de pico das respostas da
PAM e FC, apos estimulagdo dos reflexos cardiovasculares.

Para o estudo da variabilidade cardiovascular, o sinal de PA,
continuamente registrado ao longo do protocolo, foi processado por
software (Software PRE 24, gentilmente cedido por Eng. Dr. Alberto Porta,
Universidade de Mildo, Itdlia) de modo a gerar séries temporais batimento
a batimento de intervalo de pulso (IP), PAS e PAD. A varidncia dos valores
de IP, PAS ¢ PAD, dentro do periodo basal de 15 minutos, foi tomada como
um indice de variabilidade no dominio do tempo.

A variabilidade do IP, PAS e PAD foi também avaliada no
dominio da frequéncia, empregando-se o método de analise espectral
autoregressiva. Os procedimentos tedricos ¢ analiticos estdo completamente
descritos em publicagdes prévias (MALLIANI & LOMBARDI, 1986,
MALLIANI et al., 1991; TASK FORCE, 1996).

Brevemente, séries temporais batimento a batimento de IP, PAS e
PAD, coletadas durante os 15 minutos de registro basal, foram divididas em
segmentos seriados de 300 batimentos, sendo que todo segmento sucessivo
sobrepunha-se em 50% (100 batimentos) no segmento anterior (método de
Welch). Usando segmentos estacionarios das séries temporais, parametros
autorepressivos foram estimados através do método de Levinson-Durbin e a

ordem do modelo foi escolhida de acordo com o critério de Akaike.
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Em seguida, sobre cada segmento estacionario individual de 300
batimentos, a decomposi¢do espectral foi realizada mediante uso de
software apropriado (software LA24, gentilmente cedido pelo engenheiro
Dr. Alberto Porta, Universidade de Mildao, Italia). Este procedimento
permite, automaticamente, quantificar a frequéncia central e a poténcia de
cada componente espectral relevante em unidades absolutas, bem como em
unidades normalizadas.

O procedimento de normalizagdo, aplicado apenas a variabilidade
do intervalo RR (iRR), foi realizado pela divisdo da poténcia do
componente de baixa frequéncia (low frequency — LF; 0,20-0.80 Hz) ou de
alta frequéncia (high frequency — HF; 0.80 -3.00 Hz) pela poténcia
espectral total, da qual se subtrai a poténcia da banda de muito baixa
frequéncia (very low frequency — VLF, 0.01-0.20 Hz), multiplicando-se o
resultado por 100 (MALLIANI & LOMBARDI, 1986, MALLIANI et al.,
1991; TASK FORCE,1996).

Graficos espectrais sequenciais (tempo x frequéncia) de cada
animal, compostos pelos espectros dos segmentos estacionarios de 300
batimentos foram visualizados por meio de graficos de contorno de
densidade espectral coloridos. Os parametros espectrais obtidos para cada
segmento estacionario individual de 300 batimentos foram medidos e
valores médios resultantes para os 15 minutos basais foram obtidos para
cada animal.

A sensibilidade barorreflexa foi calculada a partir de varia¢cdes da
FC e PAM farmacologicamente induzidas por fenilefrina e nitroprussiato de

sodio, de acordo com método amplamente usado, mediante o calculo da
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razdao entre as alteragdes reflexas na FC provocadas por alteracdes na PA
induzidas pela fenilefrina (vasoconstritor, agonista o-adrenérgico) e
nitroprussiato de sédio (vasodilatador, doador espontineo de 6xido nitrico).
As razdes foram tomadas como estimativas da sensibilidade barorreflexa,
tanto na bradicardia quanto na taquicardia reflexa (FARAH et al, 1999). As
respostas pressoras para cada dose de serotonina e KOCN, foram
quantificadas e curvas dose-respostas para essas drogas foram construidas.

Para o estudo do controle autonémico ténico do coragdo e o
calculo da frequéncia intrinseca de marcapasso cardiaco (FIMC), foi
realizado o duplo bloqueio autondmico sequencial com propanolol
(5mg/Kg, i.v.) e atropina (4mg/Kg, i.v.) para verificar, respectivamente, o
efeito do tonus simpatico e parassimpatico.

Atropina e propranolol foram usados, respectivamente, para
bloquear as influéncias parassimpaticas e simpaticas sobre a FC. Apdés um
registro basal de 05 minutos, atropina foi injetada, por via endovenosa, ¢ a
FC, registrada por 15 minutos para o calculo do efeito parassimpatico.
Apds os 15 minutos, propanolol foi injetado e a FC foi registrada por mais
15 minutos, para determinacdo da frequéncia intrinseca de marcapasso
cardiaco. Esta sequéncia de bloqueio autonomico foi realizada em cerca de
metade dos animais de cada grupo experimental.

A administragdo em sequéncia reversa, ou seja, propanolol
seguida de atropina foi realizada na outra metade dos animais de cada
grupo, com o objetivo de se calcular, a semelhanga da sequéncia anterior, o
efeito simpatico sobre a FC e a FIMC. Uma vez calculada a FIMC, pode-se,

adicionalmente, calcular o indice simpato-vagal cardiaco, que nada mais ¢
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do que a razdo entre a FC basal dividida pela FIMC. Um ISV>1 significa
um predominio do tdnus simpdtico sobre o parassimpdtico e um ISV<I
reflete um todnus vagal preponderante sobre o simpatico. A efetividade do
bloqueio simpatico e parassimpatico foi avaliada pela auséncia de
bradicardia reflexa, apos a elevacdo da PA pela injecdo de fenilefrina e
pela auséncia de taquicardia reflexa, ap6s a queda da PA pela injecdo de

NPS, respectivamente.

3.11 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados, como média, + EPM. Os
valores amostrais, em cada grupo, apresentando distribui¢do normal e
varidncia homogénea, foram considerados paramétricos. A comparagio
entre os grupos, neste caso, foi realizada empregando-se o teste de analise
da varidncia para dois fatores (ANOVA two-way), simples para todos os
parametros, exceto os relacionados as curvas dose-resposta dos reflexos de
Bezold-Jarisch e quimiorreceptores, em que se empregou ANOVA
multivariada, para medidas repetidas.

Para ambos os testes, comparacdo entre pares foi executada
empregando-se o teste de comparacdo multipla de Tukey. Para dados ndo
paramétricos, foi empregado o teste de Mann-Whitney. As diferencas entre
as comparagdes efetuadas foram consideradas estatisticamente significantes

quando a probabilidade estatistica foi menor que 5%, ou seja, p < 0,05.
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4.1 Efeitos da Amiodarona sobre os Parametros Eletrocardiograficos

A tabela 1 abaixo mostra os valores médios (£EPM) dos
parametros eletrocardiograficos coletados dos animais dos quatro grupos
experimentais por meio do registro eletrocardiografico convencional com
os animais previamente anestesiados. Note que os animais WKY tratados
com amiodarona apresentaram maiores valores de intervalo RR e intervalo
PR, quando comparados aos ratos WKY controles, enquanto os animais
SHR tratados com amiodarona apresentaram maiores valores de intervalo
RR, intervalo PR e duracdo de QRS, com tendéncia de maiores intervalos
QT, em comparagdo com os SHR controles. Tais achados evidenciam um
efeito farmacoldgico da droga em nivel cardiaco na dose empregada no
presente estudo, de aproximadamente 100mg/Kg, em ambos os grupos de
animais SHR e WKY.

Na anélise do eletrocardiograma dindmico, monitorizado por 15
minutos com o0s animais conscientes ¢ com livre movimentacdo, pode-se
observar que os animais SHR apresentaram um nivel considerdavel de
arritmias do tipo extrassistoles ventriculares no periodo de 15 minutos de
registro basal (figura 2). Os animais WKY controles apresentaram
esporadicamente um pequeno numero de extrassistoles ventriculares. O
tratamento com amiodarona dramaticamente reduziu estas extrassistoles nos
animais SHR (Tabela 2). A amiodarona ndo apresentou efeitos nos animais
normotensos, uma vez que nestes animais os niveis de extrassistoles

ventriculares sdo muito baixos (tabela 2). Nenhum outro tipo de distarbio
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do ritmo cardiaco foi evidenciado nos quatro grupos experimentais.

Tabela 1: Valores médios (xE.P.M.) dos parametros eletrocardiograficos
convencionais em ratos anestesiados das cepas WKY e SHR tratados ou néo
com veiculo (CON) ou amiodarona (AM)

WKY-CON WKY-AM SHR-CON SHR-AM
(n=15) (n=13) (n=7) (n=12)
RR (ms)  190,4+13,4 249 5+12,5% 162,843 ,2 203,245,3%&
P (ms) 21,4+1,1 17,3+1,3% 19,3+1,8 22,7+1,4%
PR (ms)  46,5+1,5 53,2+1,2% 47,1+1,5 55,8+1,7%
QRS (ms) 17,8+0,9 17,9+1,4 18,5+0,8 23,4+0,8%%
QaT (ms) 40,6£5,9 33,7+2,9 31,0+1,3 42,5+1,5%
QaTc 94,5+13,2 70,3+5,4% 76,8+3,0 94,4+3,6%
(msl/z)

WKY-CON = Wistar-Kyoto controle; WKY-AM = Wistar-Kyoto tratado com amiodarona (AM); SHR-CON
= SHR controle; SHR-AM = SHR tratado com amiodarona (AM); "p<0.05 versus WKY-CON; “p<0.05
versus SHR-CON; &p<0.05 versus WKY-A

Tabela 2: Valores médios (£E.P.M) da freqiiéncia de ocorréncia de
extrassistoles ventriculares cardiaca quantificadas durante registro basal do
ECG de 15 minutos nos quatro grupos estudados.

WKY-CON WKY-AM SHR-CON SHR-AM

EV(ntimero/15
min.) 2,4+1,4 0,6 £0,4 28,1 £21,4% 10,1 £8,6"*
WKY-CON = Wistar-Kyoto controle; WKY-AM = Wistar-Kyoto tratado com

amiodarona (AM); SHR-CON = SHR controle; SHR-AM = SHR tratado com amiodarona
(AM); EV = extrassistoles ventriculares. *p<0,05 versus WKY-CON. # p< 0,05 versus
SHR-CON;
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Figura 2: Tracados eletrocardiograficos de dois animais representativos dos
grupos WKY-CON e SHR-CON. Note a extrassistole ventricular isolada no

animal SHR-CON.
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4.2 Efeitos da Amiodarona sobre os Parametros Hemodinidmicos Basais

Na tabela 3 estdo discriminados os valores basais de PAS, PAD,
PAM e FC dos ratos WKY e SHR, tratados por 16 semanas com amiodarona
ou veiculo (controle).

Os ratos SHR que receberam amiodarona cronicamente
apresentaram-se hipotensos e bradicardicos em relagcdo aos seus respectivos
controles (tabela 3). A hipotensdo provocada pela amiodarona nos SHR foi
mais acentuada nos valores de PAD e PAM. Niao houve diferengca na

frequéncia basal entre os animais WKY tratados ou ndo com amiodarona.

Tabela 3: Valores médios (£E.P.M.) dos parimetros hemodinimicos basais:
pressio arterial sistélica (PAS), diastélica (PAD) e média (PAM) e frequéncia
cardiaca coletados em ratos acordados das cepas WKY e SHR tratados ou
nao com veiculo (CON) ou amiodarona (AM).

WKY-CON  WKY-AM SHR-CON SHR-AM
(n=11) (n=14) (n=12) (n=13)

PAS 124,2+4.4 122,1+3,8 174,7+4,6* 166,5+3,5%
(mmHg)

PAD 89,7+3,1 79,1+2,6 128,1+£5,3* 109,6+3,4"%
(mmHg)

PAM 101,2+3,8 93,4+3 4 143,6+3,7* 128,6+3,5"&
(mmHg)

FC (bpm)  318,3%13,7 312,5+8,8 345,3+9,1 297,9+11,6"

WKY-CON = Wistar-Kyoto controle; WKY-AM = Wistar-Kyoto tratado com amiodarona (AM); SHR-CON
= SHR controle; SHR-AM = SHR tratado com amiodarona (AM); "p<0.05 versus WKY-CON; “p<0.05
versus SHR-CON; &p<0.05 versus WKY-AM
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4.3 Efeitos a Amiodarona sobre a Variabilidade Cardiovascular

A tabela 4 descreve os valores médios (+EPM) dos pardmetros de
variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial sistdlica nos
quatro grupos de animais estudados. A varidncia total da variabilidade da
frequéncia cardiaca ndao foi diferente entre os grupos. O componente de
muito baixa frequéncia (VLF) foi significativamente menor nos animais
WKY tratados com amiodarona em comparagdo com seus respectivos
controles. Tal modificagdo ndo foi observada em SHRs. O componente de
baixa frequéncia (LF) da variabilidade da FC ndo demonstrou diferengas
entre os grupos. O componente de alta frequéncia da variabilidade da FC de
SHR tratados com amiodarona foi significativamente maior que o0
observado nos respectivos controles.

Em relacdo a variabilidade da PAS, pode-se notar que a variancia
total e o componente VLF dos animais SHR controles foram maiores que os
observados nos animais WKY controles. O tratamento com amiodarona
tendeu a reduzir estes parametros nos animais SHR. Em relagdo ao
componente LF, os animais SHR tratados com amiodarona apresentaram
valores significativamente menores que os SHR controles. Os animais
WKY tratados com amiodarona ndo apresentaram nenhuma diferenca
quanto aos parametros espectrais da variabilidade da PAS, quando
comparados com os seus respectivos controles.

Em relagdo a variabilidade da PAD, pode-se notar que o

componente VLF dos animais SHR controles foram maiores que os
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observados nos animais WKY controles. O componente LF dos animais
SHR tratados com amiodarona mostrou valores significativamente menores
que os SHR controles. Os animais WKY tratados com amiodarona nao
apresentaram nenhuma diferenca quanto aos parametros espectrais da
variabilidade da PAD, quando comparados com o0s seus respectivos

controles.
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Tabela 4: Valores médios (tEPM) dos parimetros espectrais da frequéncia
cardiaca, calculados a partir do intervalo RR, da pressdo arterial sistélica
(PAS) e da pressio arterial diastolica (PAD) nos animais WKY e SHR
tratados com veiculo (CON) ou amiodarona (AM).

WKY SHR

CON AM CON AM

(n=11) (n=14) (n=10) (n=13)
iRR
Variancia (ms®)  25,1+5,3 14,9429 23,7+4,4 29,2439
VLF (ms?) 12,4423 7,9+1,8 15,4+2,7 16,1+1,5%
LF (ms?) 1,9+0,7 0,9+0,2 2,2+1,1 2,240,7
LF (nu) 11,3+1,6 11,4+2,3 15,242,5 15,6+1,8
HF (ms?) 10,7£2,9 6,1+1,1 5,240,5 10,8+2,6"
HF (nu) 86,942,0 87,5+2,3 81,0+2,9 82,6+1,8
Razio LF/HF 0,17+0,04 0,16+0,04 0,34+0,12 0,28+0,05
PAS
Varidncia 23,247,8 16,5+2,9 29,9+4,8% 18,7+2,0
VLF (ms?) 5,0+1,4 4,842,1 13,643,0*  10,8+1,3%
LF (mmHg?) 9,3+3,5 5,240,9 12,2+1,9 4,8+0,8"
HF (mmHg?) 8,9+4,6 6,5+1,0 4,0+0,7 3,0+0,6
PAD
Variéncia 16,5+4,5 11,1£2,5 20,8+2,7 18,6+2,2%
VLF (ms?) 4,8+1,3 3,9+1,9 10,742,1*  10,7+1,8%
LF (mmHg?) 7,0+2,4 3,2+0,6 8,1+1,0 4,9+0,5"
HF (mmHg?) 4,7+1,6 4,0+0,5 2,4+0,4 2,9+0,5
"p<0.05 versus WKY-CON; "p<0.05 versus SHR-CON; %p<0.05 versus WKY-

AMnu=normalized units
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4.4 Sensibilidade Barorreflexa Cardiaca

A figura 3 mostra os indices de sensibilidade barorreflexa
calculados pela relagdo entre variagdes da frequéncia cardiaca e as
respectivas alteracdes da PAM induzidas pela fenilefrina e nitroprussiato
de so6dio. Note que as respostas de taquicardia reflexa nao diferiram entre
os quatro grupos experimentais (WKY-CON = -4,23+0,64 bpm/mmHg;
WKY-AM = -3,59+0,25 bpm/mmHg; SHR-CON = -3,53+0,34 bpm/mmHg;
SHR-AM = -3,26+0,58 bpm/mmHg). Porém, as respostas de bradicardia
reflexa foram significativamente diferentes entre os animais SHR-CON (-
1,44+0,11 bpm/mmH, p<0,05) ¢ WKY-CON (-2,41+£0,64 bpm/mmHg),
indicando uma disfuncdo barorreflexa nos animais hipertensos. Em adicao,
as respostas de bradicardia reflexa foram significativamente maiores nos
animais WKY-AM (-3,58+0,43 bpm/mmHg versus -2,41+0,64 bpm/mmHg
nos animais WKY-CON, p<0,05) e SHR tratados com amiodarona (-
2,27+0,26 bpm/mmHg versus -1,44+0,11 bpm/mmHg nos SHR-CON,
p<0,05), indicando que o tratamento com este farmaco foi capaz de

melhorar a resposta barorreflexa vagal cardiaca.
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Figura 3: Graficos de barra representando a sensibilidade barorreflexa
cardiaca para as respostas de bradicardia reflexa (A) e taquicardia reflexa
(B) nos varios grupos identificados na figura. * P< 0,05 versus WKY-CON; #
p<0,05 versus SHR-CON; & p<0,05 versus WKY-AM.
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4.5 Reflexo de Bezold-Jarisch

A figura 4 mostra os efeitos de doses crescentes de serotonina (5-
HT) sobre a pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) nos
diferentes grupos estudados. Note que as respostas de frequéncia cardiaca
foram significativamente maiores nos animais WKY controles se
comparadas aos SHR controles. Note ainda que o tratamento com
amiodarona aumentou significativamente a resposta de bradicardia a
serotonina nos animais normotensos. Em SHR, o tratamento com
amiodarona ndo provocou qualquer mudanca nas respostas do reflexo de
Bezold-Jarisch. Os efeitos da serotonina nas repostas da PAM foram menos
perceptiveis, mostrando diferenga significativa apenas na resposta dos
animais WKY tratados com amiodarona, que foi maior do que nos WKY

controle.
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Figura 4: Respostas de hipotensio (APAM) e bradicardia (AFC) a
estimulacido do reflexo de Bezold-Jarisch com doses crescentes de serotonina
(5-HT). * P< 0,05 versus WKY-CON. # p<0,05 versus SHR-CON

4.6 Reflexo Quimiorreceptor Periférico

A figura 5 mostra os efeitos de doses crescentes de cianeto de
potassio (KCN) sobre a pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) nos diferentes grupos estudados. Note que as respostas de hipertensdo
e bradicardia foram significativamente maiores nos animais WKY controle
se comparadas aos SHR controles. Note ainda que o tratamento com
amiodarona aumentou significativamente a resposta de bradicardia ao
cianeto de potassio nas doses de 80 ¢ 160ug/Kg nos animais normotensos
(WKY). Em SHR, o tratamento com amiodarona ndo provocou qualquer

mudanc¢a nas respostas do reflexo quimiorreceptor periférico.
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Figura 5: Respostas de hipertensdo (PAM) e bradicardia (FC) a estimulacio
do reflexo quimiorreceptor periférico com doses crescentes de cianeto de
potassio (KCN). * P< 0,05 versus WKY-CON. # p<0,05 versus SHR-CON.

4.7 Tonus Autonomico Cardiaco

Em relacdo ao controle autondmico tdnico, avaliado pelo
bloqueio farmacoldégico com atropina e propanolol, a tabela 5 mostra os
valores basais da FC antes do duplo bloqueio autondémico ¢ os valores da
FIMC, ap6s o duplo bloqueio autondmico. Também podem ser evidenciados
os valores dos efeitos da retirada vagal e simpatica. Além disso, foi
estimado o ISV, dado pela razdo entre a FC basal e a FIMC, o qual permite

uma avaliacdo do balango tdnico simpatico ¢ vagal cardiaco.
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Tabela 5: Valores médios (repm) da freqiiéncia cardiaca basal, apés atropina
e ap6s propanolol administrados em duas seqiiéncias alternadas nos dois
grupos experimentais.

WKY-CON WKY-AM SHR-CON SHR-AM
Bloqueio
Autondémico
Atropina -
Propanolol (n=05) (n=06) (n=06) (n=07)
FC basal 310 £ 14 327 £ 12 362 £ 9 292 £ 8*
FC apés atropina 402 £ 7 400 £ 19 411 £ 8 386 £ 12
Efeito Vagal 92 £ 16 74 £ 19 49 + 11 95 + 15*%*
Bloqueio
Autondémico
Propanolol -
Atropina (n=04) (n=006) (n = 05) (n=06)
FC basal 329 £ 27 301 £ 12 325 £ 8 305 £ 24
FC apos
propranolol 318 £ 20 276 £5 312 £ 10 278 £ 12
Efeito Simpatico -11 27 -25 £ 7 20 £ 5 -28 £ 14
FIMC 381 £ 9 357 £ 9* 370 £ 8 335 £ 9%

0,88 + 0,88 +

ISV 0,84 £ 0,04 0,04 0,94 £ 0,04 0,03*
WKY-CON = Wistar-Kyoto controle; WKY-AM = Wistar-Kyoto tratado com

amiodarona (AM); SHR-CON = SHR controle; SHR-AM = SHR tratado com amiodarona
(AM); FC = freqiiéncia cardiaca; FIMC = freqiiéncia intrinseca de marcapasso cardiaco;
ISV = indice simpéatico vagal. * p< 0,05 versus respectivo controle.

Pode-se notar que a amiodarona aumentou significativamente o

tonus vagal cardiaco em animais SHR. Além disso, pode-se observar que a
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amiodarona teve um marcante efeito na FIMC em ambos os grupos WKY ¢

SHR.
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O presente estudo teve como objetivo central avaliar os efeitos do
tratamento cronico com amiodarona sobre o controle autondémico e os
reflexos cardiovasculares em ratos normotensos da cepa Wistar-Kyoto ou
espontaneamente hipertensos (SHR). Os principais achados foram que o
tratamento cronico com amiodarona provocou uma melhora em diferentes
parametros autondmicos e reflexos cardiovasculares em ambas as cepas de
ratos, além de reduzir a pressdo arterial e a incidéncia de eventos
arritmicos em SHR. Tais efeitos poderiam ser benéficos no tratamento da
hipertensdo arterial sistémica.

Esta bem descrito que a amiodarona ¢ uma droga que bloqueia
varios tipos de canais idnicos, como canais de calcio (GLOOR et al., 1983;
NISHIMURA et al., 1989) e de potassio (GOUPIL & LENFANT, 1976;
YABEK et al., 1985; KAMIYA et al., 2001), afetando as correntes idnicas
dos midcitos cardiacos. Assim, a bradicardia observada na analise
eletrocardiografica nos ratos normotensos ¢ hipertensos pode ser justificada
em parte, pela acdo da amiodarona sobre o marcapasso cardiaco,
diminuindo a excitabilidade ¢ aumentando a duracdo do potencial de agdo
nas células de marcapasso (MURTHY & HWANG, 1986; KODAMA et al.,
1997, 1999). Este dado ¢ refor¢ado pelo achado no presente trabalho de
uma reducgdo na frequéncia intrinseca de marcapasso, obtida apd6s o duplo
bloqueio farmacoldégico com atropina e propanolol em ambas as cepas de
ratos. Tal efeito pode decorrer de uma acdo direta da amiodarona sobre
correntes If de marcapasso no no sino-atrial, uma vez que dados da
literatura t€ém demonstrado um ac¢do inibitéoria da amiodarona em doses

proximas da terapéutica sobre esta corrente ionica (TAMURA et al., 2009).
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Em adig¢do, seus efeitos simpatoliticos sobre receptores beta-
adrenérgicos (CHARLIER, 1968; KADISH et al, 1990; DU et al., 1995),
vagomiméticos (DIAS DA SILVA et al., 2002a, 2002b) e bloqueadores de
canais de calcio (GLOOR et al., 1983; NISHIMURA et al., 1989), poderiam
explicar a significativa redu¢do na condu¢do do nd atrio-ventricular (A-V)
medida pelo intervalo PR, o qual foi prolongado em ambas as cepas de
animais ap6s tratamento com amiodarona. Em SHR, um prolongamento da
durag¢do do QRS, bem como uma elevagdo na duracdo do intervalo QT foi
observado. Tais achados, os quais podem ser evidenciados em pacientes
tratados com amiodarona (KODAMA et al., 1997, 1999) podem ser
decorrentes de efeitos bloqueadores da amiodarona sobre canais de sodio
voltagem-dependente do sistema His-Purkinje ventricular e sobre canais de
potassio ventriculares, levando ao prolongamento da durag¢do do potencial
de acdo cardiaco (KODAMA et al., 1997, 1999).

A observacdo de tais efeitos sobre parametros
eletrocardiograficos ventriculares (duracdo do QRS e intervalo QT) em
SHR e ndo em animais normotensos parece sugerir uma maior sensibilidade
do coragdo de animais hipertensos a amiodarona, possivelmente decorrente
da hipertrofia ventricular esquerda vigente neste modelo de hipertensdo
arterial. De fato, o coracdo hipertrofiado de SHR parece ser mais sensivel a
acdo de certos farmacos, como por exemplo, a doxorrubicina, um
quimioterdpico com a¢do cardiotoxica. HAZARI et al. (2009) demonstraram
recentemente, por meio do eletrocardiograma, que tal droga cardiotdxica
afeta de forma preferencial os coragdes de SHR em maior intensidade que

os coracgdes de ratos normotensos controles.
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Por fim, dentro ainda da andlise eletrocardiografica, feita por
meio de eletrocardiografia dindmica em animais conscientes, uma
significativa reducdo na incidéncia de extrassistoles ventriculares foi
observada em SHR tratados, evidenciando a eficacia acdo AR da
amiodarona. E bem conhecido na literatura que pacientes hipertensos
(HENNERDSDORF & STRAUER, 2001) ¢ animais SHR (BAILLARD et al.,
2000) apresentam uma incidéncia aumentada de arritmias cardiacas, as
quais podem ser decorrentes da hipertrofia e remodelamento cardiaco,
associada a reducdo de perfusdo miocardica que eventualmente pode
também estar presente. Essa acdo AR da amiodarona pode ser decorrente de
seus efeitos sobre canais i6nicos como os canais de so6dio e calcio,
reduzindo a excitabilidade de focos ectopicos, canais de potassio,
prolongando o periodo refratario reduzindo a formagdo de circuitos de
reentrada, ou sobre o sistema nervoso autondmico, reduzindo a atividade
simpatica e aumentando a atividade vagal para o coracdo (CHARLIER,
1968; GOUPIL & LENFANT, 1976; GLOOR et al., 1983; YABEK et al.,
1985; MURTHY & HWANG, 1986; NISHIMURA et al., 1989; KADISH,
1990; DU et al., 1995; KAMIYA et al., 2001; DIAS DA SILVA et al.,
2002a).

Nossos achados experimentais associados a redugdo dos
componentes de baixa frequéncia da variabilidade da pressdo arterial, um
marcador de modulagdo simpatica vasomotora (MALLIANI et al., 1991),
associada a a¢do anti-hipertensiva da amiodarona, fortemente sugerem que
a acdo anti-adrenérgica dessa droga poderia estar contribuindo para estes

efeitos. A acdo anti-adrenérgica da amiodarona sobre o sistema
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cardiovascular ha muito vem sendo descrita ¢ tem sido também atribuida ao
seu efeito bloqueador n3o competitivo de receptores [-adrenérgicos,
(CHARLIER, 1968; KADISH, 1990; DU et al.,, 1995). O efeito
simpatolitico da amiodarona e seu metabdlito ativo, a desetilamiodarona,
pode se dar ainda por meio da a¢cdo simpatolitica semelhante a reserpina,
promovendo inibicdo do transporte de noradrenalina para as vesiculas de
estoque nos terminais adrenérgicos pré-sinapticos (HAIKERWAL et al.,
1999a, 1999b).

SINGH et al.(1989) relataram que, além das agdes
eletrofisioldgicas ja descritas da amiodarona, a mesma também atua sobre o
controle autondmico cardiaco e vascular. Entre os efeitos hemodindmicos
da amiodarona podemos destacar mudangas na pré e na poOs-carga, na
contratilidade miocardica, na freqiiéncia cardiaca e no fluxo sangiiineo
coronariano.

Uma ac¢do indireta da amiodarona sobre a modulagdo autonomica
da variabilidade cardiovascular e sobre a sensibilidade barorreflexa
cardiaca tem sido descrita (DIAS da SILVA et al., 2001, 2002a, 2002b), o
que poderia adicionalmente contribuir, ao menos em parte, para a reducdo
da pressdo arterial sistémica. Entretanto, a contribuicdo relativa de cada um
destes efeitos dentro da agdo global da droga ndo é conhecida. Em especial,
a contribuicdo relativa dos efeitos autondmicos simpatoliticos e/ou
vagomiméticos da amiodarona tem sido muito pouco estudada.

Em funcgdo de sua acdo simpatolitica e/ou vagomimética, além de
seus efeitos bloqueadores de canais de calcio e agdo vasodilatadora direta,

a amiodarona pode ter uma acdo anti-hipertensiva em potencial. Tal acdo
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foi héd algum tempo descrita em estudo realizado em nosso laboratorio,
onde a amiodarona, cronicamente administrada, foi capaz de reduzir a PA
de SHR apod6s 20 semanas de tratamento. Esta redugcdo da PA foi
acompanhada de reducdo da hipertrofia cardiaca e melhora da funcgdo
barorreflexa arterial, caracterizada por aumento da sensibilidade
barorreflexa (DIAS da SILVA et al., 2001) nesses ratos. Em adicdo a estes
achados, uma bradicardia basal foi encontrada, a qual foi associada a uma
significante elevagdo da modulacdo da arritmia sinusal respiratoria (vagal),
quantificada indiretamente por meio de andlise espectral (DIAS da SILVA
et al., 2001) em SHR tratados com amiodarona. Os achados do presente
estudo confirmam aqueles obtidos por Dias da Silva et al. (2001). Tomados
em conjunto, estes achados sugerem fortemente uma acdo crdnica da
amiodarona elevando a influéncia vagal e/ou reduzindo a influéncia
simpatica sobre o sistema cardiovascular, o que, além de ser benéfico,
reduzindo hipertrofia, poderia ser extremamente util na redu¢do de eventos
arritmicos. E bem conhecido que na hipertensio arterial sistémica, a
incidéncia de eventos arritmicos se encontra bastante aumentada
(HENNESDORF & STRAUER, 2001).

Os mecanismos pelos quais a amiodarona exerce os efeitos acima
descritos, no contexto da hipertensdo arterial, ndo foram estudados.
Entretanto, por meio de analise espectral, como acima citado, a
amiodarona, administrada cronicamente, também foi capaz de reduzir as
oscilagdes de baixa freqiiéncia da PA, um indice de vasomotricidade
simpatica (MALLIANI et al., 1991). Isso sugere que a amiodarona exerce

acdo simpatolitica ndo s6 cardiaca como também vascular periférica.
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Assim, podemos sugerir que, pelo menos em parte, o efeito anti-
hipertensivo da amiodarona pode estar relacionado a sua a¢cdo simpatolitica
periférica.

A acdo anti-adrenérgica cronica da amiodarona sobre o coragdo
ha muito vem sendo descrita e tem sido atribuida a seu efeito f-bloqueador
ndao competitivo (efeito anti-arritmico de classe III). Entretanto, este
mecanismo, embora importante para os efeitos cardiacos da amiodarona,
ndo poderia ser o responsavel pelos eventuais efeitos vasculares sugeridos
pelos dados de analise espectral da variabilidade da PA, uma vez que a
acdo simpatica nos vasos sangiiineos ¢ mediada principalmente por
receptores do tipo a, e ndo P-adrenérgicos (POLSTER & BROEKHUYSEN,
1976).

Bacq et al., (1976) descreveram em preparacdo de leito vascular
isolado de bago de coelho, uma ac¢do a,-adrenérgica ndo competitiva da
amiodarona agudamente administrada, o que poderia explicar as acgdes
vasculares periféricas simpatoliticas da amiodarona, como sugerido acima.
De fato, dados do nosso laboratério demonstraram que as respostas
pressoras a administragdo endovenosa de tiramina, uma amina
simpaticomimética que desloca o conteudo de catecolaminas das
terminagdes simpaticas periféricas, foram atenuadas nos animais SHRs
tratados cronicamente com amiodarona, o que sugere fortemente a
capacidade da amiodarona, de impedir a recaptacdo vesicular de
catecolaminas, um efeito semelhante a reserpina, que poderia contribuir

para a agdo anti-hipertensiva cronica dessa droga (BIANCHI et al., 2004).
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No presente estudo, além dos efeitos simpatoliticos periféricos
acima descritos, um efeito estimulador parassimpatico vagal cardiaco pode
ser também evidenciado ap6s tratamento cronico com amiodarona, seja pelo
aumento da modulagdo de alta frequéncia da variabilidade da frequéncia
cardiaca, seja pelo aumento do tOnus parassimpatico vagal cardiaco,
evidenciado por uma maior resposta ao bloqueio farmacologico com a
atropina. Estes resultados, observados em animais SHR ndo foram
observados em animais normotensos. A razdo para tal diferenca entre os
ratos normotensos ¢ SHR ndo ¢ conhecida. Porém, sabe-se que tanto na
hipertensdo arterial essencial humana, como no modelo de ratos
espontaneamente hipertensos existe uma hiperatividade simpdatica, a qual
estd intimamente relacionada a génese da hipertensdo (ZANCHETTI &
MANCIA, 1991; HEAD, 1994). E possivel, que em virtude desta
hiperatividade simpatica, os SHRs sejam mais sensiveis as acgdes
autonomicas modulatorias e tonicas da amiodarona. A possibilidade de que
o efeito da amiodarona pode ser dose dependente também deve ser
considerada. Provavelmente sob uma dose maior, as acoes
parassimpatomiméticas modulatorias e tonicas da amiodarona possam se
manisfestar em ratos normotensos. Um aumento no componente vagal do
controle barorreflexo cardiaco, evidenciado por uma maior sensibilidade
barorreflexa as respostas de bradicardia reflexa, foi observado em ambas as
cepas WKY e SHR apds o tratamento cronico com amiodarona. Este achado
confirma achado prévio de nosso laboratéorio (DIAS DA SILVA et., 2001).
As exatas razdes para tal achado n3o sdo conhecidas, mas poderiam estar

relacionadas a: (1) um possivel efeito excitatorio direto da amiodarona
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sobre as terminagdes nervosas aferentes barorreceptoras arteriais,
possivelmente relacionada aos efeitos inibitéorios da amiodarona sobre a
Na',K'-ATPase (GRAY et al., 1998); (2) a uma possivel acdo simpatolitica
da droga atenuando os efeitos restritores do simpatico sobre o controle
barorreflexo da frequéncia cardiaca (LUCINI et al., 1994); (3) a um
possivel efeito facilitatério central sobre estruturas neurais integrantes do
arco barorreflexo, tais como o nucleo do trato solitairio (BUTCHER &
PATON, 1998); e (4) a uma redugdo na hipertrofia cardiaca, uma vez que
existem evidéncias indicando uma relacdo direta entre a hipertrofia
cardiaca e a depressdo do barorreflexo (HEAD, 1994) e uma ag¢do anti-
hipertrofica da amiodarona em SHR (DIAS DA SILVA et al., 2001). Esta
ultima explicagdo, entretanto, deveria se restringir apenas aos efeitos da
amiodarona nos SHR.

Ainda que os mecanismos deste aumento da resposta vagal
barorreflexa apos tratamento com amiodarona ndo sejam bem conhecidos,
devemos lembrar que tanto uma modulagdo vagal cardiaca aumentada
quanto uma maior sensibilidade barorreflexa cardiaca tem sido associada
com uma significativa redug¢do de risco de desenvolvimento de arritmias
ventriculares fatais e morte subita (LA ROVERE et al., 1998). Assim
sendo, as propriedades vagotdnicas e simpatoliticas da amiodarona
observadas no presente estudo poderiam estar contribuindo tanto para as
acdes anti-arritmicas como para as ag¢des anti-hipertensivas da amiodarona
no contexto da hipertensdo arterial sistémica.

Em adicdo aos efeitos sobre o controle barorreflexo cardiaco, o

presente estudo demonstra de forma inédita que a amiodarona cronicamente
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administrada pode também agir nas respostas reflexas cardiovasculares
desencadeadas pela estimulagdo dos reflexos cardio-pulmonares de Bezold-
Jarisch e quimiorreceptor periférico. OLIVEIRA et al. (2005),
demonstraram os efeitos agudos da amiodarona sobre estes reflexos em
ratos normotensos ¢ hipertensos renovasculares. Nesse estudo, o tratamento
agudo com a amiodarona levou a uma significativa atenuag¢do das respostas
vagais cardiacas em ambos os reflexos, além de uma atenuag¢do no reflexo
barorreceptor vagal cardiaco em ambos os animais normotensos e
hipertensos renovasculares (OLIVEIRA et al., 2005). Curiosamente, em
nosso estudo, as respostas vagais de bradicardia foram exacerbadas nos
animais normotensos tratados com amiodarona apo6s a estimulagdo do
reflexo de Bezold-Jarisch ou quimiorreceptor periférico. Tais resultados
mostram e reforcam um eventual efeito da amiodarona potenciando a
resposta vagal cardiaca frente a estimulacdo reflexa dos barorreceptores
arteriais, receptores cardio-pulmonares ¢ quimiorreceptores periféricos, nos
animais normotensos ¢ frente a estimulagdo dos barorreceptores arteriais
nos SHR. Os possiveis sitios de acdo da amiodarona ndo sdo conhecidos.
Porém, um eventual efeito central sobre nucleos bulbares envolvidos na
mediacdo destes reflexos ndo pode ser descartado. De fato, em trabalho de
nosso laboratério, Dias da Silva et al. (2002a), demonstraram uma ag¢ao
vagomimética da amiodarona agudamente administrada em ratos
normotensos decerebrados e com desnervac¢ao sino-adrtica, ¢ portanto, sem
a acdo dos barorreceptores arteriais e quimiorreceptores periféricos,
fortemente sugerindo um efeito central da amiodarona em estruturas do

tronco encefalico. A alta lipofilia da amiodarona e a capacidade da mesma
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de atravessar a barreira hemato-encefalica (RIVA et al., 1982) reforcam
esta idéia.

As razdes pelas quais as respostas vagais do reflexo de Bezold-
Jarsich e quimiorreceptor ndo foram modificadas em SHR, ao contrario dos
ratos WKY, ndo sdo conhecidas. Entretanto, é bem descrito na literatura
que estes reflexos, em especial o reflexo de Bezold-Jarisch, encontra-se
atenuado nos animais SHR (VERBERNE et al., 1988; WIDDOP et al.,
1990). Nossos dados confirmam os relatos da literatura, evidenciando uma
marcada atenuag¢do da resposta de bradicardia reflexa frente as doses
crescentes de serotonina nos SHR, quando comparados aos animais WKY.
O tratamento crdnico com amiodarona, apesar de aumentar a modulagéo, o
tonus e a resposta barorreflexa vagal cardiaca, ndo foi capaz de melhorar a
resposta bradicardica do reflexo de Bezold-Jarisch em SHR. E possivel que
a amiodarona possa estar agindo de forma diferencial em sitios centrais
distintos no tronco encefalico mediando estas respostas diferenciais da
atividade vagal para o coracdo. Entretanto, experimentos adicionais
necessitam ser realizados para melhor esclarecer estes achados.

Ainda que na literatura a sensibilidade dos quimiorreceptores
periféricos em SHR seja um assunto controverso, com evidéncias de
aumento, atenuacdo ou ndo modificagdo das respostas quimiorreflexas
(TRZEBSKI, 1992), nossos dados mostram claramente uma marcada
atenuacgdo das respostas de hipertensdao e bradicardia induzidas pelo cianeto
de potassio em animais conscientes. Tal atenuacdo pode ser decorrente de
uma atividade simpdatica ja marcadamente elevada em SHR (JUDY et al.,

1976), reduzindo a capacidade da estimulagdo quimiorreceptora em
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provocar aumentos adicionais da atividade simpdtica e consequentemente
da pressdo arterial nestes animais. Em adi¢do, a atenuacdo da resposta de
bradicardia reflexa frente a estimulagdo do quimiorreceptor em SHR
poderia estar associada a reducdo da fungdo vagal reflexa, a qual pode ser
evidenciada por perfil similar de atenuacdo no barorreflexo arterial e
reflexo de Bezold-Jarsich. A semelhanga do ocorrido para o reflexo de
Bezold-Jarisch, o tratamento cronico com amiodarona também ndo foi
capaz de melhorar a resposta bradicardica do reflexo quimiorreceptor
periférico em SHR. Novamente, é possivel que a amiodarona possa estar
agindo de forma diferencial em sitios centrais distintos no tronco
encefalico mediando estas respostas diferenciais da atividade vagal para o
coracdo durante a estimulacdo do quimiorreceptor periférico.

O presente estudo possui algumas limitagdes importantes. A
primeira delas ¢ que ndo foi realizada nenhuma medida direta de atividade
nervosa nem simpdatica nem parassimpatica para se avaliar melhor os
efeitos autondmicos reflexos do tratamento crénico com a amiodarona, o
que certamente poderia, ao menos parcialmente, explicar parte dos
resultados encontrados. Segundo, possiveis diferencas nos efeitos neurais
centrais da amiodarona cronicamente administrada ndao foram investigados.
Tais efeitos diferenciais poderiam também auxiliar na explicagdo das
diferencas das respostas encontradas para os reflexos de Bezold-Jarisch e
quimiorreceptor periférico observas em SHR em comparacdo com os
animais normotensos. Terceiro, no presente estudo, apenas um unico
regime de tratamento com amiodarona foi utilizado (~100mg/Kg por dia por

via oral). E possivel que em doses maiores os efeitos autondmicos reflexos
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nao observados em SHR tratados possam vir a tona.

Apesar destas limitagdes, entretanto, o presente estudo vem
reforgar e ampliar os achados de um efeito simpatolitico cardiovascular e
parassimpatomimético cardiaco da amiodarona cronicamente administrada
em ratos hipertensos, os quais poderiam contribuir para as ag¢des anti-

arritmicas e anti-hipertensivas da amiodarona.
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Com base nos resultados obtidos no presente estudo, podemos
concluir que a amiodarona exerce um efeito modulatério sobre as respostas
reflexas cardiacas mediadas pelos barorreceptores arteriais, receptores
cardio-pulmonares ¢ quimiorreceptores periféricos. Em geral, tanto nos
animais WKY como nos animais SHR, pode-se verificar um aumento das
respostas vagais cardiacas reflexas apds o tratamento com amiodarona. Isto
foi acompanhado por uma normalizagdo do tonus vagal cardiaco nos
animais SHR tratados.

Tais efeitos autondmicos reflexos e tonicos da amiodarona nos
SHR foram associados a uma marcada atividade anti-arritmica, sugerindo
que estes efeitos autondmicos poderiam ser benéficos protegendo o coragdo

do surgimento de eventos arritmicos potencialmente perigosos.
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