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RESUMO

A atividade do sistema nervoso auténomo sobre o coragdo pode ser verificada pela variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC), método que quantifica e assim infere sobre a modulagdo autonomica cardiaca,
refletindo o funcionamento do sistema nervoso autonomo. Durante o periodo neonatal, diferengas
significativas no que se refere a maturacdo autondmica sdo descritas em diversas espécies. Embora a
espécie ovina venha sendo utilizada como modelo experimental em diversos protocolos em neonatologia
e cardiologia em humanos, estudos descritivos sobre a VFC utilizando animais saudaveis e ndo sedados
sdo escassos na literatura. O objetivo do estudo foi descrever a VFC em cordeiros da raca Bergamacia
durante os primeiros 35 dias de idade. Foram realizados exames eletrocardiograficos em 20 cordeiros da
raca Bergamacia a partir do nascimento ¢ semanalmente até o 35° dia de idade. A VFC foi analisada pelo
intervalo RR normal (batimentos sinusais), pela frequéncia cardiaca, pelo indice de tonus vasovagal
(iTVV), pela raiz quadrada da média do quadrado das diferengas entre intervalos RR normais adjacentes
(RMSSD) e pela raiz quadrada da somatéria do quadrado das diferengas dos valores individuais em
relagdo ao valor médio, dividido pelo nimero de iR-R em 90 segundos — VFC global (RMSM). Todos os
parametros se alteraram ao longo das semanas. A frequéncia cardiaca média elevou-se entre o nascimento
e os primeiros sete dias de idade, com decréscimo nas quatro semanas subsequentes, sendo o menor valor
encontrado aos 35 dias de idade (145,63+37,80bpm). Entre 21, 28 e 35 dias de idade, 0 iTVV elevou-se
significativamente, o RMSM a partir do 28° dia, e, aos 35 dias, o RMSSD, reflexo da ativagdo
parassimpatica, exibiu diferencas em relagdo aos momentos subsequentes. O inicio da predominancia
parassimpatica, refletida nos indices da VFC, particularmente o iTVV, ocorre aos 21 dias de idade. A
partir dos 35 dias de idade, os indices RMSM e RMSSD podem ser utilizados como marcadores
fidedignos das mudangas nos efeitos simpatico e parassimpatico sobre o coragdo de cordeiros.
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ABSTRACT

Autonomic nervous system activity can be checked by heart rate variability (HRV), method that quantifies
and thus infers on cardiac autonomic modulation, reflecting the functioning of the autonomic nervous
system. During the neonatal period significant differences as regards the autonomic maturation, are
described in various species. Although the sheep come being used as experimental model of several
protocols in neonatology and cardiology in humans, descriptive studies about the VFC using healthy
animals and not sedated are scarce in the literature. The objective of this study was to describe the HRV
in the Bergamasca race lambs during the first 35 days of age. Electrocardiographic examinations were
performed in 20 lambs of the Bergamasca race from birth, in the7", 14" 21% 28" and 35™ days of age.
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The HRV was analyzed by normal RR interval (sinus rate), heart rate, index of vagal tone, and the
cardiovascular manifestations (square root of the average of the square of the differences between
normal RR intervals adjacent). All parameters have changed over the weeks. The average heart rate
increased between the birth and the first seven days of age, with decrease in the subsequent four weeks,
being the smallest value found at 35 days of age (145.63+37.80bpm). Between 21, 28 and 35 days of age,
the iTVV increased significantly, the RMSM from the 28 day, and 35 days, the cardiovascular
manifestations, reflex parasympathetic activation, exhibited differences in relation to subsequent times.
The beginning of parasympathetic dominance, reflected in the HRV indices, particularly the iTVV, occurs
at 21 days of age. From the 35 days of age, the RMSM indices and RMSSD can be used as reliable
markers of change in sympathetic and parasympathetic effect on the heart of lambs.

Keyword: ovine, heart rate, neonate, autonomic control

INTRODUCAO

A espécie ovina tem sido amplamente utilizada
em diversos protocolos experimentais, em
medicina, como modelo para estudo do
remodelamento em insuficiéncia cardiaca cronica
em cardiologia (Huang et al., 2004; Borenstein et
al., 2006), na eletrocardiografia fetal em
obstetricia (Van Wijngaarden et al., 1996;
Wibbens et al., 2005) e em variados protocolos
com farmacos em anestesiologia (Clutton et al.,
2008). Entre as vantagens em se utilizar a
espécie em  pesquisa, incluem-se a
disponibilidade, o tamanho e o baixo custo de
manutencao.

Em medicina veterinaria, vale ressaltar que os
estudos com ovinos envolvem a ingestdo de
plantas toxicas e de outros produtos, como o
fluoracetato de sodio. A escassez de dados sobre
os valores eletrocardiograficos de referéncia para
diversas ragas, entretanto, dificulta a comparagao
entre os resultados (Schultz et al., 1982; Lago et
al., 2009; Kant et al., 2010).

O estudo da variabilidade cardiaca em ovinos
tem tido grande interesse, particularmente devido
a similaridade, em muitos aspectos, do coragdo
dessa espécie com o dos humanos, incluindo as
dimensdes das camaras cardiacas, anatomia
coronariana ¢ magnitude das  varidveis
hemodindmicas, @ como  pressdo  arterial,
frequéncia e débito cardiaco (Markovitz et al.,
1989; Von Borell et al., 2007). Além disso, a
inervagdo autondmica do coragdo em ovinos
também ¢ semelhante a da espécie humana
(Patural et al, 2010; Yiallourou et al., 2013). De
acordo com a literatura (Siimes et al., 1984;
Siimes et al.,, 1986; Siimes et al., 1990), as
semelhancgas entre as duas espécies justificam as
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pesquisas na espécie ovina, principalmente
durante os periodos fetal e neonatal.

Embora sejam fundamentais, estudos com o uso
da eletrocardiografia dindmica de maneira
sistematica, em cordeiros ndo anestesiados,
durante o periodo neonatal, ndo foram ainda
descritos. Grande parte dos estudos envolve
procedimentos invasivos, que necessitam de
anestesia (Patural et al., 2010; Beuchée et al.,
2012), e podem ndo refletir as particularidades
eletrofisiologicas cardiacas nessa faixa etaria na
espécie ovina.

Visando obter dados que serdo uteis para as
diversas areas da veterinaria e da medicina
que utilizam a espécie ovina como modelo
experimental, o presente estudo teve por
objetivo descrever a analise da variabilidade
da  frequéncia cardiaca  no tragado
eletrocardiografico em cordeiros recém-nascidos
saudaveis da raga Bergamacia, a partir do
nascimento, semanalmente até o 35° dia de idade,
avaliando-se sua evolucdo durante esse periodo.
Os resultados também poderao ser tteis na rotina
clinica dos hospitais veterinarios.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na area de Produgédo e
Pesquisa de Leite Ovino da Fazenda
Experimental  Edgardia, circunscrita  nas
coordenadas geograficas 22° 47’ 30 a 22° 50’
de latitude S, e 48°26° 157 a 48° 22’ 30” de
longitude, situada no municipio de Botucatu,
pertencente a Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Unesp, no estado de Sdo Paulo. O
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais — CEUA, sob protocolo numero
78/2012.
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Foram colocadas em estagdo de monta 20
ovelhas da raga Bergamacia, em idade
reprodutiva (14 a 16 meses), nuliparas, com
escore de condicao corporal (ECC) entre 3,0 e
4,0 (considerando 1,0 para animal caquético e
5,0 para obeso). As ovelhas foram acompanhadas
mediante exames ultrassonograficos, totalizando
dois por fémea, distribuidos na gestagdo para
garantir um nimero minimo de fémeas gestantes.
A partir do terco final de gestagdo, para facilitar
o acompanhamento dos partos, as fémeas foram
confinadas em instalagdo coberta e com cortinas
moveis, separadas em baias para dois
(2,Ox2,0m2) ou quatro animais (3,0x2,0m2),
forradas com cama de bagago de cana com cocho
de alimentagdo e suplementacdo mineral, e
bebedouro automatico.

As ovelhas, durante a gestacdo, foram mantidas
em pastagem de Panicum maximum cv. Tanzania
durante o dia; a noite receberam suplementacdo
de silagem de milho e concentrado na proporgdo
de 40%:60% (500g/ cabega / dia de concentrado
comercial para ovinos, com 18% PB), segundo
as exigéncias do NRC (2008), para a referida
fase. Apds o parto e dentro do barracio,
passaram a receber ragdo para o periodo de
lactacdo, silagem de milho de fabricag@o propria,
feno de braquidria triturado, sal mineral para
ovinos e agua ad libitum. Os recém-nascidos
permaneceram com suas maes durante todo o
periodo experimental. Durante o estudo, foram
feitos exames clinicos periddicos nas fémeas,
controle de endoparasitas por meio de
vermifuga¢do mensal dependente do OPG (ovos
por grama) e vacinagdo contra clostridiose.

Os cordeiros receberam atengdo especial, para
que fosse possivel a conducdo do estudo. Apds o
nascimento, foram examinados, analisando-se a
respiragdo, o vigor, a atitude, a tentativa e o
sucesso de ficar em estagdo, a atencdo em
procurar o Ubere e o estabelecimento do vinculo
materno-neonatal. Os recém-nascidos foram
pesados em balanga digital, e aferidas
temperatura retal, frequéncia cardiaca e
respiratoria para acompanhamento clinico e

N3 rRy - (3 RR, )?
iTVV = log, C~Nov)

prevengdo de intercorréncias. A cura do umbigo,
com tintura de iodo a 10%, foi realizada uma a
duas horas apés o nascimento, permitindo a
formacdo da ligagdo materno-neonatal, para
evitar que o cheiro do iodo associado a separacao
momentanea da mae levasse a rejeicdo. Apds o
nascimento, respeitando-se esse periodo, os
cordeiros foram retirados das mées para pesagem
e realizag@o dos exames eletrocardiograficos.

Para a realizagdo do -eletrocardiograma, foi
empregado aparelho computadorizado (ECG PC-
TEB, Tecnologia Eletronica Brasileira, Sao
Paulo, Brasil) nas seis derivagdes de membros (I,
II, III, aVR, aVL e aVF), na velocidade de
50mm/segundo e com sensibilidade ajustada para
lem = ImV, ao longo de um minuto. O registro
foi feito com os animais contidos em local
dotado de piso revestido com placas de borracha,
de modo a evitar interferéncias no tracado
eletrocardiografico. Os animais foram mantidos
em decubito lateral direito, sem qualquer tipo de
sedagdo, tranquilizagdo ou anestesia, e o
eletrocardiograma foi realizado durante, no
minimo, dois minutos.

Para cada registro eletrocardiografico, avaliou-se
a frequéncia cardiaca média, a duragdo do
intervalo RR e a VFC no dominio da frequéncia,
por meio da analise de intervalos RR
consecutivos (em milissegundos), a partir dos
quais se calculou a varidncia amostral, onde o
logaritmo natural (neperiano), representa o indice
de ténus vasovagal (iTVV) (Haggstrom et al.,
1996; Tarraga, 2000; Carareto et al., 2007), o
RMSSD (raiz quadrada da média do quadrado
das diferengas entre intervalos RR normais
adjacentes) ¢ o RMSM (raiz quadrada da
somatéria do quadrado das diferengas dos
valores individuais em relacdo ao valor médio,
dividido pelo nimero de iR-R em 90 segundos —
VEC global) (Siimes et al., 1990). A escolha
desses indices foi feita por tratar-se de
indicadores sensiveis e convencionalmente
aceitos para caracterizagdo da VFC (Task Force,
1996) (Fig. 1).

li(RR: _RRf—l )
) RMSSD = v =l

'Y (RR, - RR)
RMSM ==

N-1

Figura 1. Formulas utilizadas para o calculo da VFC (3 = somatdria; RR = intervalos RR; N = numeros
de intervalos RR na série selecionada; log, = logaritmo natural neperiano).
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Os dados foram analisados utilizando-se o
software SAS 9.2 (Statistical Analysis System —
SAS, SAS Institute, USA) pelo teste de
Friedman para se detectar o possivel efeito do
tempo (momentos) em cada sexo e pelo teste de
Mann-Whitney para analise do efeito do tempo
sobre cada parametro analisado. Utilizou-se
também o teste de regressdo linear simples para
se determinar a dependéncia das varidveis
frequéncia cardiaca, intervalo RR e VFC (iTVV,
RMSSD, RMSM) com a idade e a area de
superficie corporal. Para todas as analises, o
nivel de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

Nao se observou diferenca significativa entre os
sexos, em nenhum momento da analise, ndo
havendo, portanto, nas condi¢des em que o
estudo foi realizado, diferengas entre machos e
fémeas (P>0,05). Houve efeito do tempo sobre
os parametros FC, iTVV, RMSSD ¢ RMSM, em
diferentes momentos.

Em relacdo ao comportamento da frequéncia
cardiaca média, ocorreu elevagdo entre o
nascimento e os primeiros sete dias de idade,
com decréscimo nas quatro  semanas
subsequentes, sendo o menor valor encontrado
aos 35 dias de idade (145,63£37,80 bpm). A

analise da frequéncia cardiaca versus a idade ¢
demonstrada na Fig. 2. A analise de regressao
linear demonstrou a reducdo da frequéncia
cardiaca em decorréncia da evolucdo da idade

(Fig. 3).

Na andlise da VFC no dominio do tempo,
foram utilizados os parametros RR médio, o
indice de tonus vagal e a raiz quadrada da
média do quadrado dos intervalos RR (RMSSD)
para estimar a variabilidade dos intervalos RR
em periodo curto de tempo (atividade
parassimpatica) e a raiz quadrada da somatoria
do quadrado das diferencas dos valores
individuais em relagdo ao valor médio, dividido
pelo nimero de iR-R em 90 segundos (RMSM),
como indice expressivo da VFC total ou global
(atividade simpatica e parassimpatica).

No que se refere ao intervalo RR médio,
constatou-se diferenca estatistica a partir da
terceira semana de vida, com elevagdo
significativa nas duas semanas subsequentes, aos
28 e 35 dias de idade, respectivamente. Durante
as primeiras trés semanas, a média dos intervalos
manteve-se estavel, ndo ocorrendo diferenga
entre as semanas (Tab. 1; Fig. 2). O intervalo RR
acresceu a medida que a idade dos cordeiros
aumentou, como pode ser observado na Fig. 2.

Tabela 1. Média e desvio-padrao da frequéncia cardiaca, do intervalo RR e dos indices da variabilidade
da frequéncia cardiaca pelo eletrocardiograma (iTV, RMSSD e RMSM) em cordeiros neonatos, do

nascimento aos 35 dias de idade

RR intervalo

Idade FC (bpm) i) iTVV RMSSD RMSM
Nascimento  191,955+42,176ac 334,864+69,155a 5,017+0,172ac 15,292+7,701a 20,975+10,248a
7 dias 214,955+54,582b 297,045+69,125a 4,907+0,226b  21,934+31,928ab  26,025+19,090a
14 dias 195,500+37,744ab  305,909+57,223a  4,977+0,166ab  29,335+41,033b  29,761+24,754ab
21 dias 173,045+30,724cd = 361,182+56,174d 5,072+0,104c  24,810+£16,406ab  27,972+12,433a
28 dias 158,818+22,142de ~ 379,818+44,889b 5,152+0,106d 33,808+30,843b 38,565+23,997b
35 dias 145,636+37,803¢  441,636+115,282¢  5,267+0,208¢ 55,327+58,147¢ 52,458+34,841c¢

(*) Letras sobrescritas na mesma coluna diferem significativamente. (P<0,05). Valores sdo expressos sob a forma de

média e desvio-padrio.

Os indices da VFC no dominio do tempo, iTVV,
RMSSD e RMSM, apresentaram comportamento
distinto durante as semanas de andlise. Entre o
nascimento e a primeira semana de idade,
conjuntamente com a elevagdo da frequéncia
cardiaca, o indice de tonus vasovagal apresentou
decréscimo significativo, ndo havendo, contudo,

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.68, n.4, p.958-966, 2016

alteracdo significativa nos indices RMSSD e
RMSM até o 21° dia de idade. Entre os 14 e 21
dias, a diminui¢do significativa da frequéncia
cardiaca também foi notada em concomitincia ao
acréscimo do iTVV.
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Figura 2. Evolugdo da frequéncia cardiaca, intervalo RR, iTVV, RMSSD e RMSM em cordeiros neonatos

ao longo dos 35 dias de idade.

Entre 21, 28 e 35 dias de idade, o iTVV elevou-
se significativamente, o RMSM a partir do 28°
dia, e, aos 35 dias, os trés indices se elevaram
estatisticamente quando comparados as semanas
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anteriores. Segundo as andlises de regressao
linear, houve dependéncia entre os indices
RMSSD e RMSM e a idade dos cordeiros
(P<0,05) (Fig. 3).
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Figura 3. Frequéncia cardiaca, intervalo RR, RMSSD e RMSM em fung¢ao da idade, utilizando-se analise

de regressao linear.
DISCUSSAO

O sistema nervoso auténomo exerce um papel
fundamental na modulac¢do da fun¢do cardiaca,
ndo somente sob condigdes fisioldgicas, como
também nas alteragdes cardiacas. A homeostase
organica em diversas situagdes cotidianas ¢
mantida por meio do equilibrio entre o sistema
simpatico e o parassimpatico, tendo por base o
conceito de antagonismo entre eles. Se, por um
lado, o automatismo cardiaco se caracteriza pela
despolariza¢do involuntaria, o controle da
frequéncia de despolarizagdo ¢ modulado pelo
sistema nervoso autdnomo (Tarraga, 2000;
Carareto et al., 2007).

Sob influéncia autondmica, a frequéncia
de despolarizagdo  cardiaca se  alterna
periodicamente, sendo definida, portanto, como a
variabilidade da frequéncia cardiaca. A idade
exerce grande  influéncia  sobre  essa
variabilidade, reflexo do balango entre os
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sistemas simpatico e parassimpatico. Quanto
maior a idade, menor a variabilidade da
frequéncia cardiaca, sendo ela menor em idosos,
quando comparados aos adultos jovens. Contudo,
essa relacdo sofre uma inversdo quando se trata
de recém-nascidos, que possuem menor VFC
devido a imaturidade do sistema nervoso
autbnomo (Heier et al., 2010; Seling et al.,
2011).

O objetivo deste estudo foi descrever a analise da
variabilidade da frequéncia cardiaca neonatal em
cordeiros, avaliando-se seu comportamento
durante o periodo neonatal, considerado pelos
primeiros 30 dias de idade. Nas primeiras 24
horas (nascimento), a frequéncia cardiaca
apresentou-se elevada, superior aos valores
descritos para animais adultos da espécie ovina
(90-115bpm) (Feitosa e Benesi, 2014) e também
para cordeiros na mesma faixa etaria (Bovino,
2011; Avila, 2013; Ulian et al., 2014). Neonatos
de diferentes espécies apresentam FC elevada
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(Feitosa e Benesi, 2014), sendo esta uma
compensacdo ao menor volume sistolico e
resisténcia vascular periférica durante o periodo
neonatal (Grundy, 2006). Com o passar das
semanas, houve decréscimo acentuado, sendo o
menor valor encontrado somente aos 35 dias de
idade.

Durante o primeiro més de vida, as oscilagdes na
frequéncia cardiaca foram provavelmente
causadas por ajustes complexos nos mecanismos
de controle do sistema nervoso auténomo para
adequacao do débito cardiaco frente as demandas
da circulagdo periférica do organismo em
crescimento (Siimes et al., 1990). O decréscimo
da frequéncia em funcdo da idade, demonstrado
na analise de regressdo linear do presente estudo
(Fig. 3), deixou bem claro que a maturagdo do
sistema nervoso autdénomo, no que tange ao
controle da frequéncia de despolarizagdo
cardiaca, ultrapassa o periodo neonatal na
espécie ovina, uma vez que os valores ainda se
encontravam, aos 35 dias, superiores aos
descritos para adultos. A idade foi, portanto, um
fator preditor da diminui¢do da frequéncia
cardiaca em cordeiros neonatos, sendo 74,48%
de seu decréscimo ocorrido em fungdo da idade.

Quanto ao comportamento da VFC em cordeiros
neonatos, embora a literatura seja ampla na
espécie, grande parte discorre sobre neonatos
prematuros ou fetos, ndo sendo adequada a
comparag¢do com os dados obtidos no presente
estudo. Sob condi¢bes similares, contudo, sem a
interferéncia de bloqueios farmacologicos, os
resultados (FC, RR) aqui apresentados foram
semelhantes aos descritos por Siimes et al.
(1990) para cordeiros com menos de 30 dias de
idade, embora maiores em relacdo aos indices
RMSM e RMSSD, que refletem a variabilidade
global (simpatico e parassimpatico) e a atuagdo
parassimpatica, respectivamente.

Os indices utilizados apresentaram, no decorrer
das semanas, acréscimo inversamente
proporcional quando comparados a frequéncia
cardiaca. O dominio simpatico predominou nas
trés primeiras semanas de vida, havendo até esse
momento frequéncia cardiaca elevada sem que os
indices RMSM e RMSSD se elevassem
significativamente, o que demonstra um forte
impacto sobre a VFC, conforme descrito por Von
Borrell et al. (2007).
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Aos 21 dias de idade, pode-se perceber o inicio
da expressio do sistema parassimpatico
refletindo-se na elevacdo do indice de tdnus
vasovagal, embora ainda insipiente para
promover elevacdo de outros indices, como o
RMSM e o RMSSD. O iTVV demonstrou maior
sensibilidade em detectar o inicio da atuagdo
parassimpatica durante as primeiras semanas de
vida. A partir dos 21 dias, o indice sofreu
elevagdo significativa com o progredir das
semanas, indicando inicio do predominio vagal.
A maior sensibilidade desse indice deveu-se, em
termos mais simples, a utilizagdo do logaritmo
natural (neperiano), fung¢lo matematica que
tornou possivel o estudo de fendmenos que
evoluem de maneira exponencial, como a
atividade parassimpatica. O prolongamento dos
intervalos RR, retratado pela diminui¢do da
frequéncia cardiaca, mais proeminente a partir do
21° dia, também confirmou o inicio da atuagdo
autonOmica parassimpatica cardiaca, também
observada na variabilidade da frequéncia.

O RMSM, indice reflexo da atividade
parassimpatica, apresentou elevagdo significativa
somente a partir dos 28 dias, demonstrando a
imaturidade desse sistema, diferente do RMSSD,
indicativo da atividade autonémica global
(simpético e parassimpatico). Aos 28 dias e aos
35 dias de idade, ambos diferiram
significativamente quando comparados ao
nascimento, o que demonstra o inicio do
desenvolvimento da predominancia vagal ainda
no periodo neonatal, contudo ainda incompleta,
uma vez que a frequéncia cardiaca ainda se
encontrava acima dos limites de referéncia,
indicando predominio simpatico.

O controle neural autonémico desenvolve-se de
maneira complexa durante o periodo neonatal,
entretanto percebe-se predominancia simpatica
durante as trés primeiras semanas de idade,
quando, a partir de entdo, observa-se nitidamente
a influéncia vagal. Durante essa fase do
desenvolvimento neonatal, é provavel que a
indugdo de bloqueio adrenérgico farmacoldgico
promova oscilagdes mais sutis nos indices da
VFC, quando comparados a cordeiros com mais
de 30 dias de idade, uma vez que a atuagdo
parassimpatica ainda ndo se encontra em sua
plenitude.

Diferentemente dos adultos, o controle neural
autonomico da VFC em cordeiros neonatos
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encontra-se sob influéncia simpatica até as
primeiras trés semanas de idade, quando, a partir
de entdo, observa-se o inicio da atuagdo
parassimpatica. Uma vez descritos os indices da
VFC, que refletem o controle autonomico da
adaptac¢do cardiopulmonar perinatal, alteragdes
desses padrdes especificos durante o periodo
neonatal poderiam ser utilizados com propdsitos
diagnosticos ou prognosticos.

CONCLUSOES

Com base no presente estudo, conclui-se que o
impacto do sistema nervoso simpatico sobre a
frequéncia cardiaca diminui com o progredir da
idade durante o periodo neonatal dos cordeiros,
dando lugar ao sistema parassimpatico, por volta
dos 21 dias de idade. Por serem animais de uso
experimental para a cardiologia humana e a
veterinaria, faz-se necessaria a definicdo da
fisiologia e dos periodos em que ocorre o maior
desenvolvimento cardiaco. Os resultados obtidos
podem auxiliar na rotina clinica, evitando perdas
na producdo durante a fase de cria, e como
referéncia para os protocolos experimentais na
medicina.
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