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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) é considerado um dos maiores problemas de saude
em todo o mundo, sendo este uma das principais causas de doengas que
acometem o sistema cardiovascular em especial o coracdao, comprometendo
desta forma a qualidade de vida dos seus portadores. Essa doenca é
enquadrada, principalmente, em duas categorias, Diabetes Mellitus tipo 1 (DM
1) conhecido como Diabetes Mellitus Dependente de Insulina (DMDI) e o
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2) conhecido como Diabetes Mellitus n&o
Dependente de Insulina (DMNDI). Muitas pesquisas vém tentando comprovar o
real efeito do DM sobre a dindmica cardiaca. A utilizacdo de métodos
matematicos e computacionais para analise do Eletrocardiograma (ECG) de
portadores de DM surge como uma nova ferramenta, cheia de possibilidades,
trazendo novas perspectivas, para um diagndstico e acompanhameto mais
preciso dessas enfermidades cardiacas em decorréncia do DM. No presente
trabalho buscou-se verificar os efeitos do DM 1 e DM 2 sobre a atividade
elétrica cardiaca de ratos induzidos ao DM 1 e DM 2 pela Streptozotocina
(STZ), através da aplicagcdo de métodos matematicos, como a Analise de
Flutuacdo Destendenciada (DFA) e a Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ). Os
animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais, sendo
um animais do grupo controle (GC), animais induzidos ao DM 1 tratados com
insulina (DM 1 1), animais induzidos ao DM 1 sem receber o tratamento com
insulina (DM 1) e animais induzidos ao DM 2 (DM 2). Os animais dos grupos
DM 1 e DM 2 apresentaram modificacbes nos padrdes do ECG quando
comparados ao GC e DM 1 I, mostrando que os métodos utilizados se
mostraram sensiveis as variagdes no tracado do ECG desses grupos de
animais. Foram também observadas diferengas entre os padroes dos grupos
DM 1 e DM 2, mostrando que as técnicas sdo sensiveis mesmo as pequenas

variagdes causadas nos diferentes tipos de diabetes.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, Eletrocardiograma, Analise de Flutuacao

Destendenciada, Complexidade de Lempel-Ziv, Ratos Wistar.
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ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is considered one of the biggest health problems
worldwide, which is a major cause of diseases affecting the cardiovascular
system, especially the heart, thus compromising the quality of life of their
patients. This disease is framed mainly into two categories Diabetes mellitus
type 1 (DM1) known as Diabetes Mellitus Insulin Dependent (IDDM) and type 2
diabetes mellitus (DM 2) known as diabetes mellitus non-insulin dependent
(NIDDM). Many studies have attempted to demonstrate the real effect of DM on
heart dynamics. The use of mathematical and computational methods for
analysis of electrocardiogram (ECG) of DM carriers emerged as a new tool, full
of possibilities, bringing new perspectives to a more accurate diagnosis and
monitoring these heart problems due to diabetes. In this study we sought to
evaluate the effects of DM 1 and DM 2 on cardiac electrical activity of rats
induced to DM 1 and DM 2 by streptozotocin (STZ), by applying mathematical
methods, such as fluctuation analysis Detrended (DFA) and the Lempel-Ziv
Complexity (CLZ). The animals were randomly divided into four groups, one
being the control group (CG), animals induced to DM1 treated with insulin (DM
1 1), animals induced to DM 1 without receiving treatment with insulin (DM 1)
and animals induced DM 2 (DM2). The animal DM1 and DM2 groups present
changes in ECG patterns when compared to GC and DM 1 |, showing that the
methods used were sensitive changes in the ECG trace these groups of
animals. There were also no differences between standards of DM 1 and DM 2
groups, showing that the techniques are sensitive to even small variations

caused in the different types of diabetes.

Keywords: Diabetes Mellitus, Electrocardiogram, Detrended Fluctuation

Analysis, Lempel-Ziv Complexity, Wistar Rats.
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O Diabetes Mellitus (DM) é um importante problema de saude e
estimativas mostram que 8% da populagdéo mundial € portadora
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2014), agravado pelo estilo de
vida moderno, caracterizado por atividade fisica reduzida, obesidade
aumentada e envelhecimento da populacdo (WHITING et al, 2011). O DM é
uma das principais causas de Doencgas Cardiacas Coronarias (DCC), Acidente
Vascular Cerebral (AVC), insuficiéncia renal (MONESI et al., 2014). Segundo
Soedamah-Muthu et al., 2004 pacientes dom DM apresentam um risco duas

vezes maior em desenvolver DCC do que pacientes nao diabéticos.

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM 1), é uma doenga crdnica decorrente da
perda de células B pancreaticas devido a complexos processos auto-imunes
provocando a morte destas células, ja o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2) surge
em decorréncia da deficiéncia da agao da insulina, chamada de resisténcia a
insulina, juntamente com uma deficiéncia na secregcdo desse horménio
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2015).

Nos dultimos anos houve um grande aumento de estudos pela
comunidade cientifica tentando esclarecer os efeitos do DM sobre a dinédmica
cardiaca (SARMA et al., 2013). Huynh et al, 2014 mostraram que o DM altera a
dindmica cardicaca levando ao desenvolvimento da Cardiomiopatia Diabética
(CD), é também uma das principais causas do aumento da mortalidade em
pacientes diabéticos (GIACCO & BROENLEE, 2010; BUGGER & ABEL, 2014).
Desta forma, um bom acompanhamento clinico é necessario para deteccao
precoce de aleragdes cardiacas ocasionadas pelo diabetes. Entre os métodos
de anadlise da atividade cardiaca o Eletrocardiograma (ECG), € uma ferramenta
confiavel e de baixo custo e permite tanto um correto diagndstico como o
acompanhamento no posterior tratamento de enfermidades cardiacas. A partir
do ECG é possivel se medir a frequéncia cardiaca (FC), sendo esta mensurada

pelo numero de intervalos R no decorrer do tempo (VAHEDI et al., 2012).

Os métodos matematicos nao lineares vém sendo utilizados para analise
de séries temporais fisioldgicas. Estes métodos envolvem ferramentas
matematicas da teoria do caos e da geometria fractal, os quais vém sendo

muito utilizados para o estudo de varios sinais elétricos em biologia e na
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clinica. Entre esses métodos destacamos a analise de Hurst (NOGUEIRA et
al., 1995), Detrended Flutuation Analysis (DFA) (PENG et al.,1994, 1995),
analise da dimensao fractal do espaco de fase (NOGUEIRA et al., 1995),
entropia e complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) (PESSOA et al, 2015).
Particularmente, no estudo da atividade cardiaca métodos de dindmica nao
linear também tém sido usados na analise da FC (CASTRO et al., 2014). Neste
trabalho esses métodos foram usados na investigacdo da FC em animais

normais e induzidos ao diabetes dos tipos 1 e 2.
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2.1 Sistema Cardiovascular

O coragdo € um o6rgao formado pelo musculo estriado cardiaco,
altamente especializado, chamado miocardio que apresenta contracao ritmica e
involuntaria (SINGH, 2015). O coragdo é 6rgao central da manutencédo da
homeostasia corporal, que apresenta automaticidade, ou seja, capacidade de
disparar continuamente o potencial de acédo cardiaco. O ndé sinoatrial € o
marca-passo fisiolégico do coragdo, que gera continuamente e
espontaneamente essa atividade elétrica, que se propaga através das
auriculas até os ventriculos, levando o potencial de acédo por todo o coragao
(Ql et al.,, 2016). A automaticidade cardiaca sofre influéncia do Sistema
Nervoso Autébnomo (SNA), com a finalidade de controlar o funcionamento
cardiovascular, aumentanto ou reduzindo a FC (VANDERLEI et al., 2009).

As células do sistema de condugao do coragédo tem a capacidade de agir
como células de marca-passo cardiaco e iniciar o potencial de acao de maneira
espontanea, enquanto que as demais células do musculo cardiaco nédo tem
essa capacidade, exceto sob condigdes anormais, como em algumas
enfermidades (MOHRMAN & HELLER, 2007). As células de marca-passo
apresentam potenciais de agao com a fase 0, caracterizada por uma baixa taxa
de despolarizagao (< 50 V/s), assim como pela auséncia das fases 1 e 2. A
principal caracteristica das células marca-passo cardiaca € a capacidade de
despolarizacado espontanea durante a fase 4, provocando um aumento lento no
potencial de membrana até atingir um limiar de excitacdo, sendo este seguido
pelo disparo do Potencial de Acéo (PA) (Fig. 1) (MONFREDI et al., 2013). O
aumento lento no potencial de membrana durante a fase 4 ocasiona a uma
despolarizagao diastdlica lenta (DDL), conhecida como potencial de marca-
passo (VASCONCELOS, 2005). A DDL é caracterizada por apresentar: 1-
dimiuicdo progressiva da condutancia da membrana ao K'; 2- aumento do
influxo de Na?* através de canais que sdo ativados por hiperpolarizacdo das
células; 3- aumento do influxo de Ca?* através de canais tipo-L e tipo-T; e 4-
aumento da corrente de entrada por meio do trocador Na**/Ca** (LIPSIUS et
al., 2001).
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Figura 1. Potencial de agdo da célula marca-passo cardiaca. Fase 0 é caracterizada por uma
taxa de despolarizacdo baixa, ausencia das fase 1 e 2, fase 3 esta representando a
repolarizacao da célula e a fase 42 reprsenta a despolarizacdo diastélica lenta. Fonte:

http://www.virtual.epm.br/material/tis/curr-bio/trab2000/cardiovasc/excitab.htm.

As caracteristicas elétricas basicas da membrana de uma célula comum
do musculo cardiaco, também chamadas de potenciais de acdo de resposta
rapida, representando uma despolarizacao rapida e o potencial no interior da
célula acaba invertendo sua polaridade deixando de ser negativa e se tornando
positiva fase 0. Em seguida ocorre uma repolarizagéo parcial da célula devido
ao efluxo de K* e ao influxo de CI" fase 1. Na fase 2 conhecida como platé,
ocorre influxo de Na* e Ca?*, através dos canais lentos de Na* e Ca**, nessa
fase também ocorre uma diminui¢do da condutancia ao K*, fazendo com que a
célula permaneca despolarizada. Na fase 3 a condutancia ao K* retorna ao
normal, e como o interior da célula esta positivo em relacédo ao exterior, ha uma
rapida saida de K' transferindo a carga positiva para fora da célula,
restabelecendo dessa forma o potencial intracelular negativo da célula. Na fase
4 a membrana se mantém impermeavel ao Na* e ocorre uma lenta saida de K"
da célula (MOHRMAN & HELLER, 2007; HOFFMAN & CRANEFIELD, 1993;
CONDE-GARCIA, 2015) (Fig. 2).
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Figura 2. Potencial de agdo da célula cardiaca. Fase 0 representa despolarizagéo rapida da
célula, fase 1 repolarizagao parcial da célula, fase 2 formacao do platdé onde a célula mantem-
se despolarizada e seu potencial mantem-se constante, fase 3 repolarizagao celular e fase 4 a
célula cardiaca retorna ao seu estado de repouso. Fonte:
http://www.uff.br/fisio6/aulas/aula_07/topico_01.htm#4.

O SNA atua na regulagcdo das fungbes viscerais (atividade cardiaca,
respiragao, termoregulagéo, secre¢céo neuroendocrina, entre outras) e controle
de fungdes vitais em resposta a estimulos internos e externos com o objetivo
de manter a homeostase corporal (CALANDRA-BUONAURA et al., 2016). O
SNA exerce sua atividade através da comunicacao de varias areas do Sistema
Nervoso Central (SNC) com os o6rgaos alvos, utilizando dois sistemas, o

Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e o Sistema Nervoso Parassimpatico (SNP)
(Fig. 3).
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= CORTEX CEREBRAL

TRONCO ENCEFALICO
CEREBELO
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NO SINU-ATRIAL

NO ATRIO-VENTRICULAR

SISTEMA DE CONDUGAO
CIRCULATORIO DO
CORAGAO

Figura 3. Inervacdo cardiaca. Ramos do SNA deixando o SNC em direcao ao coragdo. Através
do SNS e SNP, tendo estes a fungao de controlar a frequéncia cardiaca nos diferentes estados
fisiolégicos do individuo. Fonte: http://hubpages.com/health/-How-the-heart-feels-love_The-

Reputation-of-the-heart#

A Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) é alterada por doencgas
cardiovasculares e do SN (THAYER et al., 2010). O SNA é um fator crucial nas
respostas fisioldgicas e patolégicas do Sistema Cardiovascular (SC). O mau
funcionamento deste sistema, devido a diversos fatores, como: fatores etarios,
stress, entre outros fatores podem contribuir para o surgimento de diversas
enfermidades ligadas ao SC (MERZ et al., 2015). A VFC tem sido amplamente
utilizada para detecgdo precoce de alteragbes patoldégicas no SNA (TASK
FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH
AMERICAN SOCIETY OF PACING AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996;
BILLMAN, et al. 2015). O aumento ou diminui¢do das atividades do SNS ou do
SNP estdo associadas a um alto risco de morte subita (ANARUMA et al.,
2015).

O coragcdo é um dos 6rgaos com menor capacidade regenerativa do
nosso organismo (JOPLING et al., 2010). Danos ao tecido cardiaco, como

infarte do miocardio, isquemia, infecgdo viral, ou outros estados patoldgicos
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podem causar perda significativa no numero de células cardiacas, resultando
na formacado de tecido nado contratii nessas regides, levando a uma
insuficiéncia cardiaca e em casos mais avancados morte do individuo
(BOUDOULAS & HATZOPOULOS, 2009).

2.2 Células do Musculo Cardiaco (Cardiomiécitos)

O Cardiomiécito (CM) é a unidade funcional que forma o miocardio,
tendo este aproximadamente de 100 a 150 uM de comprimento e cerca de 10 a
20 PM de largura e 10 pyM de altura (GUATIMOSIM et al., 2002). Os CMs
apresentam uma forma semelhante a uma haste anisotropica, apresentando
uma relagdo comprimento-largura que varia de 7:1 A 9,5:1 (GERDES et al.,
1992). No tecido cardiaco os CMs se dispbe de tal forma que originam
estruturas altamente alinhadas as miofibrilas (FERIC & RADISIC, 2016). O
alinhamentos dos CMs ¢é de suma importancia para o acoplamento
eletromecanico e geragado do impulso da forga contratil do coracdo (BLACK et
al., 2009; CHUNG et al., 2007).

Todas as células musculares estriadas tem sua contracdo
desencadeada por uma mudanca rapida de voltagem de suas células,
chamada de Potencial de Ag¢ao (PA), ocorrendo este na membrana celular. As
células do musculo cardiaco diferem das demais células musculares estriadas
de trés maneiras distintas, que promovem a contracao ritmica e sincrénica do
coragdo, sao elas: (1) as células do musculo estriado cardiaco séao
autogeradoras; (2) o estimulo pode ser conduzido diretamente de célula a
célula; e (3) tém longas dura¢gées (MOHRMAN & HELLER, 2007).

A atividade do miocardio depende das propriedades estruturais dos
sarcOmeros dos cardiomidcitos e da interacao destes com dois sistemas de
proteinas miofibrilares: a maquinaria contratil (gerando contragdes cardiacas e
relaxamento) e o citoesqueleto (fornecendo a base estrutural necessaria)
(KOBAYASHI & SOLARO, 2005; VIGOREAUX, 1994; FRANK & FREY, 2011).
O comprimento médio do sarcdbmero do CM adulto relaxado varia de 2,0-2,2
mm (RUBIN & STRAYER, 2012). Nos CMs os sarcOmeros se encontram
alinhados quase que perfeitamente por entre as miofibrilas, sendo esta ultra-

estrutura bem evidenciada através da visualizacdo das linhas Z que se
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distribuem de forma alinhada e com largura uniforme (Fig. 4) (MAILLET et al.,
2013; YANG et al., 2014). Sendo assim a sistole e diastole do ventriculo séo
coordenados através da regulagdo ativa e passiva de ions calcio (Ca?*) e dos
miofilamentos (LINKE et al., 1994; LABEIT & KOLMERER, 1995; GRANZIER &
IRVING, 1995).

Fibra muscular cardiaca

Reticulo
Sarcoplasmatico

Sarcolema Tubulo Mitocdndria
Transverso

Micleo .
Filamento fino

Filamento grosso

Bada | Bada A Bada |

Sarcomero

Figura 4. Estrutura de um cardiomidcito, evidenciando toda a ultra-estrutura miofibrilar.
Enfoque para as linhas Z, que marcam a formacgéo dos sarcdmeros, evidenciando as zonas
claras que correspondem as bandas |, e as zonas escuras centrais que corresponde as bandas
A, no centro da banda A encontramos a linha M. Fonte:
https://www.google.com.br/imgres?imgurl=https://anatomiahumisabelprimera.files.wordpress.co
m/2014/12/fibrasmuscularescardc3adacas2.jpg&imgrefurl=http://www.lookfordiagnosis.com/me
sh_info.php?term%3Dmitoc%25C3%25B4ndrias%2Bmusculares%26lang%3D3&h=515&w=740
&tbnid=dykIRnEKLnsMHM:&docid=2DD0hmZgZrDtM&ei=ONziVVtPBLIK2wASu6p_ICA&tbm=isc
h&ved=0ahUKEwjTvcLm8bjLAhUCG5AKHS71B4kQMwhMKCcwJw.

O nivel de (Ca*') sarcoplasmatico € um dos principais mecanismos
intracelulares de alteragdes no ritmo cardiaco. O controle deste nivel Ca** ¢
realizado, principalmente, pela atividade da bomba de sodio-potassio (Na* - K*),
que controla o gradiente de sédio e, em consequéncia, a atividade do trocador
sodio-calcio, que € responsavel pelo controle dos niveis de calcio
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citoplasmatico e, em decorréncia da atividade espontédnea dos cardiomidcitos
(NOBLE & VARGHESE, 1998).

O disparo do PA nas células marca-passo € gerada por uma série de
relacdes de correntes, dentre elas se destaca os canais de Ca®* to tipo L
(CCTL) por ondem passam as correntes de calcio do tipo L(l ca), canais de
Ca?* do tipo T (TNC) por onde passam as correntes de Ca** do tipo T (I cat), ©
canal de K*, os canais de nucleotidios ativados por uma hiperpolarizacéo (I),
trocador Na* - Ca?* (TNC) (Irnc) e Na'/ K* ATPase (I nak) (MONFREDI et al.,
2013; LAKATTA et al., 2010; YANG & MURRAY, 2011; KIM et al., 2015).

O TNC aumenta o limiar de ativacao do CCTL, fazendo com que o limiar
do potencial de membrana também aumente, levando a um influxo de Ca®.
Este influxo de Ca®" dispara o PA das células de marca-passo cardiacas,
depois disso ocorre o efluxo de K*, ocorrendo a repolarizacéo parcial da célula,
em seguida a entrada de Ca®* e concomitante entrada de Na* leva a formag&o
o platd celular. Como o interior da célula esta mais positivo continua havendo a
saida de K, transferindo a carga positiva para fora da célula, ocorrendo assim
a repolarizagao celular (DOLESCHAL et al., 2015; CONDE-GARCIA, 2015).

O No sinoatrial € o maraca-passo cardiaco, iniciando o PA e conduzindo
através do coracdo, até o no atrio-ventricular (AV), que contém células de
conducao lenta que normalmente funcionam para criar um pequeno atraso
entre a conducéo atrial e a contracio ventricular. Apds o PA passar pelo no AV,
chega ao feixe de His recebe o estimulo e através de seus ramos direito e
esquerdo chamados de fibras de Purkinge, que sao especializadas na
conducao rapida do estimulo através das células ventriculares se contraindo
aproximadamente no mesmo instante (MOHRMAN & HELLER, 2007).

2.3 Eletrocardiograma (ECG)

A contragédo cardiaca, se da quando uma onda de corrente elétrica
passa através de todo o coragao. O desencadeamento da contragdo em uma
corrente que flui para fora da superficie corporal, gerando uma diferengca de
potencial na superficie da pele. Essa diferenga de potencial na superficie
corpoérea ao longo do tempo produz o Eletrocardiograma (ECG) (REISNER et
al., 2006). A atividade elétrica cardiaca no decorrer do tempo €& caracterizada
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por diferentes ondas no tragado do ECG, séo elas, P, Q, R, S e T (SINGH et
al., 2013). O estudo do complexo QRS, das ondas T e P, permitem avaliar o
estado de saude dos pacientes (YOCHUM et al., 2016).

A onda P representa a despolarizacao atrial, as ondas QRS representam
a despolarizacado ventricular e a onda T repolarizacdo ventricular, onde cada
uma destas ondas apresenta caracteristicas importantes e proprias, sao elas,
tempo de ocorréncia da onda, amplitude de cada onda, intervalos, formato da
onda, com isso diversas patologias e alteracbes podem ser diagnosticadas a
partir de suas caracteristicas (KARIMIPOUR & HOMAEINEZHAD, 2014).

O complexo QRS é uma onda de curta duracdo de 80-120 ms, e uma
alta amplitude, de 0,5-1,0 mV, o que o torna uma as mais importantes
caracteristicas do ECG (PAN & TOMPKINS, 1985). O intervalo PR tem uma
duragao de 120-200 ms, é o tempo necessario para que o potencial idnico se
espalhe a partir do nédulo sinu-atrial, indo do atrio ao ventriculo. O intervalo QT
que tem uma duragdo média de 300-420 ms, é o tempo de duracdo da
passagem do potencial ibnico pelos ventriculos. Apés o complexo QRS tem-se
o segmento ST que tem duracéo e 80-120 ms. A onda T é a representagao do
retorno ao estado de repouso idnico do ventriculo e tem duragido média de 120-
180 ms e amplitude de 0,1-0,5 mV. O segmento TP representa a duracédo de
repouso dos ventriculos até o inicio do préximo ciclo de contragédo cardiaco. O
intervalo entre os sucessivos picos R, € conhecido como intervalo R-R, e a
repeticdo dos intervalos RR ao longo do tempo, determina a frequéncia
cardiaca (SINGH, 2015).

A FC é o numero de batimentos cardiacos por unidade de tempo, sendo
esta taxa dada por batimentos por minuto (bpm) (TAN, et al. 2015). O estudo
da FC permite a determinacdo dos componentes de baixa e alta frequéncia, ou
seja, a avaliacéo do equilibrio do SNS e SNP (RUSSEL et al., 2016) (Fig. 5).

Uma importante medida que pode ser obtida através do ECG ¢é a FC,
sendo esta mensurada pelo numero de intervalos R por unidade de tempo do
ECG. Esta FC é uma decorréncia da acdo do SNS e SNP, que modula a
ritimicidade cardiaca, através do nodulo sinu-atrial (ALMEIDA & ARAUJO,
2003; VAHEDI et al., 2012). Onde a acdo SNS determina um aumento da FC,
enquanto que um aumento na atividade do SNP esta associado a uma
diminuicdo da FC (THAYER et al., 2012).
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Figura 5. Tragcado de um ECG tipico, fazendo o acompanhamento de trés batimentos
cardiacos consecutivos, evidenviando as ondas P, complexo QRS e onda T. O intervalo R-R
também é evidenciado, importante medida do ECG. Fonte: SINGH, 2015.

O Eletrocardiograma (ECG) é uma medida da atividade elétrica do
coragao, e é obtido através da colocagao de eletrodos na superficie corporal
(KAEGAARD et al., 2016). O ECG é uma ferramenta de suma importancia para
o estudo da eletrofisiologia cardiaca, tanto no campo da clinica médica, quanto
na utilizagao experimental (PEREIRA-JUNIOR et al., 2010).

Os sinais do ECG sao utilizados para o diagnostico de varias
enfermidades que acometem o coragao, e também no diagnédstico de doengas
que nao acometem diretamente o coragdao, como, disfungado autonédmica,
alteragbes do sistema respiratdrio, vascular e disfungdes psicologicas
(YOCHUM et al., 2016).

O ECG de 12 derivagbes registra a atividade cardiaca aparttir de 12
perspectivas diferentes do coragao, fornecendo um quadro completo da
atividade elétrica do coracdo. Essas 12 perspectivas sdo obtidas aplicando-se
os eletrodos nos membros e no térax. As seis derivagcbes dos membros sao: |,

I, 1, Vetor direito ampliado (;VR), vetor esquerdo ampliado (,V.) e vetor dos
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pés ampliados (3VF). As seis derivagdes precordiais ou V, sdo: V4, Vo, V3, V4, Vs
e Ve (Fig. 6) (CRUZ & COSENDEY, 2012).

avF

Figura 6. Eixos de orientagdo do coragdo para aquisicdo do ECG. Eixos de orientagdo em

relagéo as derivagdes dos membros |, ILIII, JVR, 4 Vi, aVE, € derivagdes pré-cordiais V1, V2, V3,
V4, V5, V6. Fonte: http://webcardio.net.br/derivacoes_precordiais.php.

Os ratos constituem um modelo animal muito importante e util para o
estudo da eletrofisiologia cardiaca tanto na clinica quanto na experimentagéao.
No qual as mesmas derivagdes obtidas no ser humano podem ser obtidas em
animais na condicdo experimental (PEREIRA-JUNIOR et al., 2010). Onde em
ratos a VFC demonstrou ser um método eficaz para detecgao de alteracées no
controle da regulagdo autonémica cardiaca em alguns modelos animais de
condigbes patoldgicas, como enfarte do miocardio e a neuropatia diabética
(KRUGER et al., 2000; SANYAL et al., 2002) (Fig. 7).
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Figura 7. Animal vestindo a jaqueta para aquisicdo do ECG, na regido anterior é possivel

visualisar os eletrodos ligados ao fio de comunicagdo com o microcomputador.

2.4 Diabetes e suas classificagoes

O DM é caracterizado por uma alteracdo do metabolismo dos
carboidratos resultando num aumento dos niveis plasmaticos de glicose
(PRABAKARAN & ASHOKKUMAR, 2013). O DM é uma doenca sistémica que
surge quando a liberagéo de insulina a partir de células B-pancreaticas deixa de
manter os niveis normais de glicose no sangue (D’ALEO, et al. 2011). Para
controlar o nivel de acgucar no sangue, as células B-pancreaticas sofrem
alteragdes nas suas propriedades elétricas devido a estimulagéo pela glicose
(FRIDLYAND, et al. 2010). A hiperglicemia crénica esta associada a dano,
disfungédo e faléncia de varios 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos,
coragdo e vasos sanguineos e pancreas (UK PROSPECTIVE DIABETES
STUDY (UKPDS) GROUP, 1998).

O crescimento populacional, mudancas no estilo de vida e o
envelhecimento da populagdo provocaram o aumento na incidéncia dessa
doenga que causa mortes no cenario mundial. Estima-se que 285 milhdes de
pessoas, correspondendo a 6,4% da populagédo adulta do mundo é portador do
diabetes (VISTISEN, et al. 2012). Estudos mostram que esse aumento rapido
do numero de portadores se deve a diversos fatores, entre eles: rapido
desenvolvimento econdmico, crescimento populacional, mudancgas no estilo de

vida associados ao desenvolvimento lento dos sistemas de saude, e levara a
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um aumento de cerca de 55% no numero de adultos portadores de DM até
2035 (GUARIGATA, et al. 2014).

O DM esta ligado a varias complicagdes, que vao desde problemas
cardiovasculares, incluindo infarto do miocardio, acidente vascular cerebral
(AVC), doencas microvasculares, retinopatias, nefropatias, entre outras
patologias (FUNG, et al, 2015). A CD é uma grave complicacdo decorrente do
DM, é também uma das principais causas do aumento da mortalidade em
pacientes diabéticos (GIACCO & BROENLEE, 2010; BUGGER & ABEL, 2014).

Existem diversas classificacdes para o DM, as principais sdo o DM tipo 1
(Diabetes Mellitus Dependente de Insulina - DMDI) e o DM tipo 2 (Diabetes
Mellitus Nao Dependente de Insulina - DMNDI). O DM tipo 1 é resultado da
destruicao das ilhotas pancreaticas e ocorre em 5 a 10% dos casos. O DM tipo
2 é o mais comum e resulta de defeitos na secre¢cao e/ou agao da insulina.
Ambos os tipos de diabetes mellitus apresentam complicagdes semelhantes,
porém séao diferentes em relagao aos processos patogénicos, pois a do tipo 1 é
decorrente da destruicdo de ceélulas beta, ou seja, ndo ha producéo de insulina,
e a do tipo 2 que se caracteriza pela resisténcia a insulina, e secrecao limitada
deste horménio, uma patologia que ocorre devido aos receptores de insulina
nao realizarem a sinalizagao adequada para captacao de glicose pelas células
(SALTIER, 2001).

O DM 1 esta associado a um rsico ainda maior de Doencgas Cardiaca
Coronariana (DCC) pelo menos umas dez vezes maior que pacientes nao
diabéticos (SOEDAMAH-MUTHU, et al. 2004). Atualmente, o diabetes tipo 2 é
a maior causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo (PETERSEN &
SHULMAN, 2006). Estima-se que aproximadamente 5% da populagéo global
tém diabetes, sendo 85% a 95% destes casos atribuidos ao diabetes tipo 2
(AVRAMOGLU, et al. 2006).

O diabetes tipo 2 também causa complicacbes crbnicas como
retinopatias, nefropatias e doencas do sistema circulatério. Além disso, o
diabetes tipo 2 e a resisténcia a insulina encontram-se frequentemente

associados com a hipertensao e dislipidemias, aumentando a incidéncia da
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sindrome metabdlica e o risco de desenvolver aterosclerose e doencgas
coronarianas (STOECKLI & KELLER, 2004; AVRAMOGLU, et al., 2006).

As doencgas cardiovasculares e as DCC sao as principais causas de
morte em pacientes portadores de diabetes tipo 2 (MORRISH, et al. 2001;
GAEDE, et al. 2003; LAING, et al. 2003). Estudos tem demonstrado que
mudancas na estrutura vascular, como mudang¢as na complacéncia arterial,
rigidez e disfungdo endotelial também ocorrem no inicio do diabetes tipo 1
levando a uma acelerada aterosclerose (JARVISALO et al., 2004; SINGH et al.,
2003).

2.5 Efeitos do Diabetes Mellitus sobre a dindmica cardiaca

O DM aumenta de forma significativa o risco para o desenvolvimento de
problemas cardiacos, com mais de 50% de chances de portadores de diabetes
desenvolverem doenga coronariana e/ou hipertensao (ALLOCK & SOWERS,
2010; SELVIN et al.,, 2010). Estudos recentes tém demonstrado que o
desenvolvimento de problemas cardiacos decorrentes do DM pode se da por
diversas vias de sinalizacao intracelulares (ARROR et al.,, 2012; ZHANG &
CHEN, 2012). Dentre estas vias de sinalizagao, a deficiéncia na liberagao da
insulina, hiperglicemia e resisténcia a insulina contribuem para o aumento do
extresse oxidativo, levando ao desequilibrio metabdlico, resultando na
cardiomiopatia diabética (AKSAKAL et al., 2011; MATOUGH et al., 2011;
WATANABE et al., 2010).

O diabetes é uma das principais causas de morbi-mortalidade em
individuos portadores. Podendo levar a uma progressiva deterioragdo da
atividade cardiaca, sendo esta conhecida como cardiomiopatia diabética.
Tendo esta como principais efeitos em sua fase inicial de desenvolvimento,
disfuncéo diastolica e hipertrofia ventricular e em fases mais avangadas
evoluindo para insuficiéncia cardiaca (MANDAVIA et al., 2013).

Uma das principais enfermidades que acometem os portadores de DM é
a Neuropatia Autonémica Cardiovascular (NAC), sendo considerada uma
complicagdo comum em portadores de DM, causa disfungao no controle da
frequéncia cardiaca além de anormalidades no sistema vascular, também é

considerada uma das mais importantes causas de mortalidade em portadores
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de DM1 (LIBBY et al., 2005; VINIK & ERBAS, 2013). Contudo o diagnéstico da
NAC s6 é detectado em estagios bem avangados da doencga, ocasionando
danos irreversiveis sobre atividade cardiaca dos portadores (ANARUMA et al.,
2015). A NAC é detectada em aproximadamente 20% dos portadores de DM,
sendo este percentual muito mais alto, entre 35-65% em pacientes idosos
portadores de DM por um longo periodo (SPALLONE et al., 2011).

Disturbios no funcionamento do Sistema Nervoso Auténomo (SNA), sao
muito frequentes e acometem de forma severa o sistema cardiovascular de
portadores de diabetes, resultando na NAC que causa danos a inervagao
simpatica e parassimpatica do sistema cardiovascular, ocasionando
taquicardia, intolerancia a atividades fisicas e hipotensao ortostatica (XUAN et
al., 2015).

O DM com o passar do tempo leva a uma perda progessiva das células
cardiacas, sendo estas substituidas por uma matriz fibrosa, levando a um
funcionamento inadequado da atividade cardiaca (KATARE et al., 2010;
KATARE et al., 2011; PAPPACHAN et al., 2013).

Em casos mais avangados do DM, pode ocorrer uma remodelacao
cardiaca e consequente insuficiéncia cardiaca. A remodelagao cardiaca € um
dos principais processos patoldgicos que afeta o coragao, contribuindo para um
aumento da rigidez do miocardio, ocasionando insuficiéncia cardiaca, pela

diminuicdo de sangue ejetado durante a sistéle (KONG et al., 2014).

2.6 Métodos nao-lineares para analise do ECG

Diversos fendbmenos naturais complexos sao descritos como néao-
lineares (STAM, 2005). A analise destes fenbmenos a partir de sistemas
complexos se apresentando como uma nova possibilidade para a pesquisa
cientifica na atualidade. A dindmica dos sistemas complexos se da por meio da
interacdo de milhares de unidades, gerando ordem-desordem no sistema,
desse modo alteracdes entre aleatoriedade e regularidade s&o caracteristicas
do sistema como um todo (NUSSENZVEIG, 2008). Sendo assim métodos nao
lineares vém sendo amplamente utilizados para analise de séries complexas.

Os métodos matematicos nao lineares vém sendo utilizados para analise
de séries temporais fisiologicas. Tais métodos envolvem a teoria do caos e

fractais e tém sido eficientes para o entendimento do cérebro. Entre estes
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métodos é possivel citar: andlise de Hurst (NOGUEIRA et al., 1995), Detrended
Flutuation Analysis — DFA (Analise de Flutuagbes Destendenciadas) (PENG et
al., 1994), analise da dimensao fractal do espago de fase (NOGUEIRA et al.,
1995), entropia e complexidade de Lempel-Ziv (ABASOLO et al., 2007).

2.6.1 Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ)

A CLZ é um método que torna possivel a quantificacdo de diferentes
padrées dentro de uma série temporal (LEMPEL & ZIV, 1976). O registro do
ECG apresenta caracteristicas de complexidade C(n) e ndo-linearidade, o que
torna possivel a utilizagcao o calculo da CLZ para analise da série temporal do
ECG.

Antes de calcular a CLZ é necessario transformar a série temporal em
uma sequéncia binaria P. Usa-se a média da série temporal como limite, em
seguida cada ponto da série temporal € comparada com a média, se o valor do
ponto for maior que o da média este passa a ser representado por 1 (um), € os
pontos que apresentam valor inferior ao da média passardo a ser
representados por 0 (zero). Desta forma, cada ponto passa a receber a
designagéo de 0 (zero) ou 1 (um) gerando uma sequéncia binaria composta
apenas de 0’s (zeros) e 1's (uns) (RADHAKRISHNAN & GANGADHA, 1998;
ABOQY et al., 2006).

Onde:

0,se s(t) < méd.
1, se s(t) > méd.

5(1)={

O algoritmo de Lempel-Ziv vai dividir a sequéncia original (P) em sub-

grupos de tamanhos menores.

1. A partir da sequéncia original P, se subdivide a mesma em S e Q,

subsequéncias da sequéncia original, isto é feito com o objetivo de
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se verificar se a subsequéncia Q pode ser reconstruida a partir de

copias da subsequéncia S.

2. Determina-se uma subsequéncia S reconstruidas a partir de P, que
sera fixa até que os termos da sequéncia Q nao possam mais ser
simplesmente copiados a partir de S, nesse momento insere-se um
novo termo em S. Onde cada nova subsequéncia S é limitada por
um termo inserido: S = sq, Sy, ..., Sr. Onse s, é o termo inserido e Q =

Sr+1, Sr+2, ey Sn.

3. Apds a insercdo de um termo, o préoximo passo é definir Q = spq €
verificar se o termo em questao pode ser copiado do vocabulario
(SQ 1). Esse vocabulario é formado pela concatenacédo de Se Q e
o 1T indica que o ultimo termo deve ser removido. Caso o termo Q =
sr+1 pertenca ao v(SQ 1), 0 proximo termo a ser testado sera Q =
Sr1, Sz assim sucessivamente até que Q nao possa mais ser
construido a partir de uma copia de S. Nao sendo mais pertencente
ao v(SQ 1), nesse momento se insere um novo termo em S e Q
voltara a ser Q = sy, agora partindo do novo termo inserido
(PESSOA, 2015).

Quanto maior for o numero de termos de Q que possam ser copiados de
S, maior sera a autossimilaridade da série e menor sera a complexidade. E
quanto maior for o nimero de termos inseridos maior sera a complexidade da
série, isso significa que a CLZ tera valores mais proximo de 1 (um) e mais

aleatério sera o comportamento da série.

Segundo Aboy et al., 2006, a equacéo para calcular a CLZ ¢é definida

pela seguinte equacao:

. c(n)
CLZ = lim -
n—+woc(n)

onde,
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n
c(n) =

log,n

onde (n) € o numero de digitos inseridos, ¢ € o tamanho do sinale 2 o

numero de simbolos diferentes na sequéncia binaria (SILVA, 2009).

A CLZ vai fornecer um valor entre o (zero) e 1 (um), onde quanto mais
proximo de 1 (um) for o resultado maior sera o valor da CLZ e mais aleatério
sera o comportamento do sinal, quanto mais préximo de 0 (zero) for o resultdo

menor sera a CLZ, indicando que a série apresenta uma menor aleatoriedade.

2.6.2 Anadlise de Fltuagoes Destendenciadas (DFA)

A metodologia da Analise de Flutuagdo Destendenciada (DFA) é uma
técnica muito utilizada em séries temporais que nao apresentam
estacionariedade com o objetivo de quantificar a correlagédo de longo alcance
da série temporal. Este método baseia-se na analise de flutuagcdes dos dados
apos a retirada da tendéncia da série temporal integrada. Os primeiros estudos
utilizando o DFA foram utilizados para analises de sequéncias génicas de DNA,

e atualmente vem sendo aplicadas am diversas areas (PENG et al., 1994).

Nas areas de saude e biociéncias o DFA tem sido utilizado nas mais
diversas situacdes, na sequéncia de DNA, comportamento dos neurénios no
tecido nervoso e no estudo da VFC (ECHEVERRIA et al., 2003). Entre as
vantagens do DFA sobre os métodos convencionais estdo que esta permite a
deteccdo de autossimilaridade intrinseca numa série nao estacionaria e
também evita uma falsa detecgao de autossimilaridade aparente, a qual pode

ser um artefato de tendéncia extrinseca.

O procedimento para obtencdo da série temporal integrada se da, da
seguinte maneira: sendo y(i) com i =1, 2, 3, ..., N, a série temporal original,

entdo a série integrada € obtida a partir da seguinte equacéao:

y(k)=3 (@) - M)
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onde M é a média dos valores de y(i) comi=1,2, 3, .., Ne Kéum

numero inteiro.

A integracdo acima transforma a série original em um processo
autossimilar, em seguida a série y(k) € dividida em janelas de comprimento
igual a n. Para cada intervalo sao feitos ajustes usando-se fun¢des polinomiais
que sao classificadas como: linear (DFA-1), quadratica (DFA-2), cubica (DFA-3)
e de ordem m (DFA-m), que representa a tendéncia de cada intervalo. A
ordenada do segmento linear (DFA-1), representa a tendéncia no intervalo de
tamanho n, e é y,(k). Essa tendéncia é retirada da série subtraindo-se o ajuste
do valor linear yn(k) do valor corrspondente da série integrada y(k). Para
determinagdo do tamanho das flutuagbes para cada intervalo n usa-se a

seguinte equagao:

F(n) = %Z [y(k)— v, ()

Esse passo é repetido para os varios tamanhos de janelas n, para se
determinar a relagao entre as flutuagées F(n) e tamanho do intervalo n. Para
procesos autossimilares F(n) aumenta com n por uma lei de poténcia, onde:
F(n) ~ n®(Fig. 8).

Sendo o coeficiente & determinado pela inclinagéao da reta log F(n) X
log(n), dado por:
_ AlogF(n)
~ Alog(n)
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Figura 8. Retirada da tendéncia da série temporal integrada, que € obtida subtraindo-se o valor
do ajuste linear y,(k) do valor correspondente da série integrada y(k). Fonte: CASTRO, 2013.

Segundo Acharya et al., (2006) o coeficiente & pode ser classificado

da seguinte forma: para ruido branco (séries ndo correlacionadas) a série
representa um ruido aleatério e o método DFA apresentara a = 0,5, e, portanto,
a série original ndo apresenta auto-correlagdo. Um parédmetro de
autossimilaridade no intervalo 0,5< a < 1, indica que a série original apresenta
auto-correlacbes de longo alcance persistentes significando que os valores
grandes tém maior probabilidade de serem seguidos por valores grandes e os
valores pequenos uma maior probabilidade de serem seguidos por valores
pequenos. Para um valor de parametro a = 1 a série representa um ruido do
tipo 1/ f. Para parametro de autossimilaridade no intervalo 0< a < 0,5, as auto-
correlagbes sao anti-persistentes, significando que os valores grandes tém
maior probabilidade de serem seguidos por valores pequenos, e valores
pequenos de serem seguidos por valores grandes. O parametro a pode ser
interpretado como o parametro que indica a suavidade da série original. Quanto

maior o valor de a, maior foi a suavidade da série.
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3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer parametros a partir do registro do ECG que permita avaliar
os efeitos do diabetes na atividade elétrica do coracido utilizando métodos

matematicos nio-lineares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar protocolo para indugdo do DM 1 e DM 2 utilizando a
Streptozotocina (STZ);

e Caracterizar os modelos animais de DM 1 e DM 2 através das seguintes
avaliagdes: Teste de tolerancia Intraperitonial a glicose (IGTT); Determinacao

da glicose plasmatica; e o Teste de Hemoglobina-Glicosilada (HbA1c);

e Analisar através de métodos matematicos nao lineares, a CLZ e o DFA,
os sinais elétricos do eletrocardiograma (ECG) de ratos saudaveis ou

portadores de diabetes tipo 1 ou 2.
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4. METODOLOGIA
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4.1 ANIMAIS E CONDIGOES DE INSTALAGOES

Foram utilizados 24 ratos machos da linhagem Wistar (Rafttus
norvegicus, var. albinus), com 90 dias de idade e peso variando de 300-320g,
provenientes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas em ambiente com temperatura (23 + 2°C) e umidade (60%)
controladas e regime de iluminagao ciclica (12 h claro/escuro). Os animais
receberam dieta padrdo (Purina Labina) e &agua ad libitum. Todos os
experimentos utilizando animais foram conduzidos de acordo com o Comité de
Etica para o Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(CEUA/UFRPE) licenga n° 050/2014.

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 04 grupos, cada grupo
contendo 06 animais: G1 - Grupo Induzido ao DM tipo 1; G2 - Grupo induzido
ao DM tipo 1 tratado com insulina; G3 — Grupo induzido ao DM tipo 2;e G4 -
Grupo controle, estes animais foram submetidos a mesma condigcao
experimental dos grupos tratados com a excegdo da aplicagdo da droga

indutora do diabetes e da insulina.

4.3 PROTOCOLO PARA INDUGCAO DO DIABETES MELLITUS TIPO
1 E TIPO 2

O DM 1 foi induzido com uma dose unica de 55 mg/kg de STZ (Sigma
Chemical - USA), diluida em tampao citrato (pH=4,5) por via intraperitoneal
apos jejum alimentar de 08-10 horas (FERHATOVIC et al., 2013). O DM 2 foi
induzido com uma dose de 60 mg/kg de STZ e passados 15 minutos
adimistrada uma dose de 120 mg/kg de Nicotinamida (Sigma Chemical - USA)

diluida em tampao citrato por via intraperitoneal (NAYAK et al., 2014). Onde a
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Stz vai atuar na dstruicdo da ilhotas pancreaticas dos animais, levando a um
quadro de hiperlicemia crbnica, enquanto que a Nicotinamida ayua na protecao
das células B-pancreaticas, amenizando dessa forma os efeitos causados pela
STZ, levando a o animal a um estado semelhante ao encontrado em
portadores de DM 2. Os animais nao diabéticos receberam da mesma forma
doses equivalentes do tampao citrato sem a STZ. Apdés 30 minutos do
tratamento, todos os animais foram alimentados normalmente. Foram incluidos
no estudo apenas os animais que apresentarem glicose sanguinea acima de
200 mg/dL verificada usando um Glicosimetro (Kit Accu-ChekActiv) para os
animais induzidos ao DM 1 e glicose sanguinea maior que 140 mg/dL para os
animais induzidos ao DM 2. A glicose sanguinea foi dosada em uma gota de

sangue retirada através de uma pungao daponta da cauda do animal.

4.4 PROCEDIMENTOS REALIZADOS PARA CARACTERIZAGAO
DOS MODELOS ANIMAIS DE DIABETES MELLITUS TIPO 1 E TIPO 2

Para a caracterizacdo do modelo animal de diabetes tipo 1 e 2 foram
realizados os seguintes testes: Teste de tolerancia Intraperitonial a glicose
(IGTT); Determinagéo da glicose plasmatica; e o Teste de Hemoglobina-
Glicada. Todos os testes e analises descritos anteriormente foram realizados

apos a 3° semana de indugéo do diabetes.

441TESTE DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A GLICOSE
(IGTT)

O Teste de Tolerancia Intraperitoneal a Glicose (IGTT) € um método de
referéncia para o diagndstico do diabetes ou da intolerancia a glicose, no caso
da glicemia duas horas apos administragdo de glicose nao retornar préxima da
concentragao basal de glicose ou apresentar-se maior do que 200 mg/dL para
humanos (GROSS et al., 2002).

O teste de tolerancia intraperitonial a glicose foi realizado mediante a
injecao intra-peritoneal (i.p.) de uma solugdo de glicose (2g/kg de massa

corporal). A glicemia foi determinada nos tempos zero (antes da ip), 30, 60, 90
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e 120 minutos apo6s a injegao, utilizando-se glicosimetro e fitas para glicemia da

marca Accu Check Performa® (Fig. 9).

Figura 9. Aparelho Accu Check Performa utilizado para realizagédo do Teste de Tolerancia

Intraperitoneal a Glicose (IGTT).

4.4.2 DETERMINAGAO DA GLICOSE PLASMATICA

O sangue foi coletado através da veia caudal lateral, apds jejum de
08-10 horas, e colocados em tubos a vacuo contendo acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), em seguida foi centrifugado por 15 minutos a 2.500 rpm,
e obtido o plasma. A concentragdo de glicose plasmatica foi mensurada pelo
método colorimétrico enzimatico de ponto final, utilzando o (kit de Glicose
Labtest® Diagnostica SA, Minas Gerais, BR), de acordo com as instrugdes do
fabricante. A leitura de absorbancia foi realizada em um espectofotdmetro com
uma absorbéancia de 505 nm. Os resultados foram expressos em mg/dL. Sendo
este parametro realizado antes e apés a indugdo do DM tipo 1 e tipo 2 (Fig.
10).
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Figura 10. Aparelho de Espectofotometria utilizado para determinagéo da glicose plasmatica,

com um comprimento de onda de 505 nm.

4.4.3 TESTE HEMOGLOBINA GLICACA (HbA1c)

O teste da Hemoglobina Glicada (HbA1c) utiizando o (kit de
Hemoglobina Glicada Labtest® Diagnostica SA, Minas Gerais, BR) é um dos
principais parametros laboratoriais utilizados para diagnéstico de disfungao nos
niveis de glicose sanguinea, sendo este estabelecido como critério para o
diagnéstico do DM.

Para realizagao do HbA1c, os animais foram submetidos a um periodo
de jejum de 08-10 horas, em seguida foi colhida uma amostra de 1 ml, da veia
caudal lateral. O sangue coletado foi colocado em um tubo a vacuo contendo
EDTA e centrifugados a 2.000 rpm por 05 minutos, e retirado o plasma sem
haver ressuspensao das hemacias. Para determinagao do HbA1c foi utilizada a
reacao colorimétrica. Para tal utilizou-se dois tubos, o primeiro tubo sera o teste
padréo para calibragdo do equipamento e o segundo tubo contém a amostra a
ser mensurada. No primeito tubo coloca-se o reagente e agua deionizada e no
segundo tubo o reagente e o plasma. Logo em seguida determina-se as
absorbancias, com o comprimento de onda em 415 nm.

Apos isso fez-se o calculo da linearidade utilizando a seguinte férmula:
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A1 A1

Hemoglobina Glicada (%) = x 100 ou x 20

5x A2 A2

A1 = Absorbancia do tubo numero 1 (Hb-G)

A2 = Absorbancia do tubo numero 2 (Hb-Total)

4.5 COLETA E ANALISE DO ELETROCARDIOGRAMA (ECG)

Uma semana antes do ECG os animas foram acondicionados por 20
minutos dentro de um compartimento cilindrico de Policloreto de Vinila (PVC)
da fabricante (Insight equipamentos, pesquisa e ensino, Ribeirdao Preto, SP-
Brasil), para que se acostumem ao ambiente, pois 0s mesmos permaneceram
neste local durante a coleta do ECG. Um dia antes da coleta do ECG a regiao
toracica do animal foi cuidadosamente tricotomizada. Para aquisicdao do ECG
foi utilizado um método de coleta do ECG n&o invasivo, que se baseia na
confecgdo de uma pequena jaqueta de algodao elastico contendo duas pegas
de eletrodo de platina retangular (cada uma medindo 7,0 x 3,0 mm) presas na
superficie interna do revestimento. Cada um dos eletrodos estavam ligados ao
aparelho EMG 410C (EMG System, Brasil) e este conectado a um computador.
Os eletrodos foram colocados de tal modo, a manter o contato direto dos
mesmos com a superficie corpérea do animal permitindo dessa forma que os

sinais do ECG pudessem ser captados.

Devido a conexado dos eletrodos sobre a jaqueta e seu posicionamento
na superficie corpérea do animal sobre a regiao toracica, foi possivel captar o
ECG a partir da variagado (V2), onde os picos R foram bem evidentes. Sobre
cada eletrodo foi aplicado um gel condutor para auxiliar na amplificagdo do
sinal a ser captado. Em seguida foi colocada a jaqueta no animal € 0 mesmo foi
acondicionado no contensor de PVC, por um perido de 30 minutos, dos quais
os primeiros 10 minutos ndo se foi feito registro para que o stress causado pela
manipulagédo do animal ndo interferisse no sinal do ECG. Os registros foram

realizados em diferentes dias com intervalos de 48 horas.
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Os registros do ECG foram captados e enviados para o computador,
onde este sinal foi salvo em um arquivo de extensao csv. Os arquivos salvos
em csv. foram processados no software MATLAB 7.8 (Mathworks, Natick, MA,
USA), nesta plataforma foi ulitizado inicialmente um algoritmo para filtragem do
sinal, removendo possiveis artefatos ocasionados pela movimentagdo do
animal na gaiola de contencédo, em seguida foi utilizados outro algoritmo para
detecgao dos picos R do sinal do ECG. Apds a criagado da série de intervalos R-

R, foram utilizados os algoritmos para calcular o DFA e CLZ.

4.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Apés o término dos protocolos experimentais, os animais foram
submetidos a sedacgao anestésica profunda (xilazina 15 mg/Kg + cetamina 150
mg/Kg, IP). Em seguida foi realizada exsanguinagao por pung¢ao cardiaca, com

coleta do sangue total em tubos para as analises bioquimicas.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade

da distribuicdo dos dados obtidos. Os dados com distribuicdo ndao gaussiana

foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn.
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Resumo

Introdugao: O Diabetes Mellitus (DM) é considerado um sério problema de
saude em todo o mundo e uma das principais causas de doencas que
acometem o sistema cardiovascular, afetando a variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC). A analise apurada desta frequéncia pode auxiliar em um
prognéstico seguro para portadores de doengas cardiacas. O objetivo deste
trabalho foi a utilizacao de métodos matematicos para avaliar o impacto do
Diabetes Mellitus tipo 1 (DM 1) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2) na dindmica
cardiaca. Metodologia: Este estudo foi realizado no Laboratério de Biofisica
Tedrico-Experimental e Computacional (LABTEC) do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Para tal foram utilizados 24 ratos machos da linhagem
Wistar com peso variando entre 300-320g. Os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos, contendo 6 animais, sendo grupo controle

(C), grupo induzido ao DM 1 e tratado com insulina (DM 1 1), grupo induzido ao
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DM 1 sem receber o tratamento com insulina (DM 1) e grupo induzido ao DM 2
(DM 2). Para registro do Eletrocardiograma (ECG) foi confeccionado um colete
que se ajusta ao corpo do animal com eletrodos no seu interior, através dos
quais potenciais elétricos gerados pelo coragao foram captados. Em seguida, o
ECG foi armazenado em um computador para posteriores analises
matematicas. Resultados: Os efeitos do DM 1 e DM 2 sobre os padrbes
eletrocardiograficos de seus portadores pdde ser constatado através da
diminui¢cao do coeficiente a-DFA de ambos os grupos, em relagédo aos animais
do grupo controle e dos animais do grupo DM 1 I. Os valores fornecidos pela
CLZ reforcam estes achados, onde os animais induzidos ao DM 1 e DM 2
apresentaram padrdes diferentes dos apresentados pelos grupos controle e
DM 1 I. Indicando que portadores de DM1 e DM 2 apresentaram problemas na
atividade cardiaca em decorrénca do estabelecimento do DM, comprometendo
sua dindmica cardiaca. Conclusao: Os métodos foram sensiveis para
identificar a acao de diferentes tipos de diabetes, analisando as alteracées dos
padrées nos grupos DM 1 e DM 2, detectando discretas variagbes nas

oscilacdes dos sinais do ECG.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, Eletrocardiograma, Analise de Flutuacéo

Destendenciada, Complexidade de Lempel-Ziv e Ratos Wistar.

Introducgao

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga crénica com uma das mais altas
taxas de morbidade e mortalidade sendo considerado um sério problema de
saude publica no Brasil e no mundo [1,2]. O crescimento populacional,
mudancas no estilo de vida e o envelhecimento da populacdo provocaram o
aumento na incidéncia dessa doenga que causa mortes no cenario mundial.
Estimase que 285 milhdes de pessoas, correspondendo a 6,4% da populacao
adulta do mundo é portador do diabetes [3]. Estudos mostram que esse
aumento rapido do numero de portadores se deve a diversos fatores, entre
eles: rapido desenvolvimento econémico, crescimento populacional, mudancas
no estilo de vida associados ao desenvolvimento lento dos sistemas de saude.

Todos esses fatores contribuirdo para um aumento de cerca de 55% no
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numero de adultos portadores de DM até 2035 [4]. O DM esta ligado a varias
complicagdes, que vao desde problemas cardiovasculares, incluindo infarto do
miocardio e angina de peito, acidente vascular cerebral (AVC), doengas

microvasculares, insuficiéncia cardiaca, revascularizagcao e osteoartrite [5,6].

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM 1), é uma doenga crdnica decorrente da
perda de células B pancreaticas devido a complexos processos auto-imunes
provocando a morte destas células, ja o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2) surge
em decorréncia da deficiéncia da acao da insulina, chamada de resisténcia a

insulina, juntamente com uma deficiéncia na secre¢céo desse hormdnio [7].

As doengas cardiovasculares e as doencgas cardiacas coronarianas
(DCC) sao a principal causa de morte em pacientes portadores de diabetes tipo
2 [8-10]. Estudos tem demonstrado que mudangas na estrutura vascular, como
mudancas na complacéncia arterial, rigidez e disfuncdo endotelial também
ocorrem no inicio do diabetes tipo 1 levando a uma acelerada aterosclerose
[11,12]. A Cardiomiopatia Diabética (CD), que € uma grave complicagcao
decorrente do DM, &€ também uma das principais causas do aumento da
mortalidade em pacientes diabéticos [13, 14], contudo os efeitos do DM 1 e do
DM 2 sobre a atividade elétrica cardiaca ainda sdo incompletamente

compreendidas.

Nos ultimos anos houve um grande aumento de estudos pela
comunidade cientifica tentando esclarecer os efeitos do DM sobre a dindmica
cardiaca [15]. O DM altera a dindmica cardicaca levando ao desenvolvimento
da CD [16]. Desta forma, um bom acompanhamento clinico é necessario para
deteccgao precoce de alteragdes cardiacas ocasionadas pelo diabetes. Entre os
métodos de analise da atividade cardiaca o Eletrocardiograma (ECG), € uma
ferramenta confiavel, de baixo custo e permite tanto o diagndstico como o
acompanhamento no posterior tratamento de patologias cardiacas. A partir do
ECG é possivel se medir a frequéncia cardiaca (FC), sendo esta mensurada

pelo numero de intervalos R no decorrer do tempo [17].

Os métodos matematicos ndo lineares vém sendo utilizados para analise
de séries temporais fisiologicas. Estes métodos envolvem ferramentas

matematicas da teoria do caos e da geometria fractal, os quais vém sendo
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muito utilizados para o estudo de varios sinais elétricos, tanto na clinica quanto
na experimentacao. Entre esses métodos destacamos a analise de Hurst [18] ,
Detrended Flutuation Analysis (DFA) [19, 20], analise da dimensao fractal do
espaco de fase [18], e complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) [21].
Particularmente, no estudo da atividade cardiaca, métodos de dinamica nao
linear também tem sido usados na analise da FC [22]. Dessa forma estas
técnicas permitem a analise da série temporal de uma forma mais acurada,
apresentando caracteristicas e identificando padrbes, ndo observaveis mesmo

por especialistas da area.

Devido a alta complexidade que envolve o DM 1 e o DM 2 e seus efeitos
sobre a dindmica cardiaca, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do
DM 1 e DM 2 sobre a atividade elétrica cardiaca através da analise do ECG,

utilizando métodos matematicos, tais como o DFA e a CLZ.
Métodos

Delineamento experimental

Foram utilizados 24 ratos machos da linhagem Wistar (Rafttus
norvegicus, var. albinus), provenientes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Todos os experimentos utilizando animais foram conduzidos de acordo com o
Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (CEUA/UFRPE) licenga n° 050/2014.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 04 grupos, cada grupo
contendo 06 animais: G1 - Grupo Induzido ao DM tipo 1; G2 - Grupo induzido
ao DM tipo 1 tratado com insulina; G3 — Grupo induzido ao DM tipo 2; e G4 -
Grupo controle, estes animais foram submetidos a mesma condigao
experimental dos grupos tratados com a excecdo da aplicacdo da droga

indutora do diabetes e sem receber o tratamento com a insulina.
Indugdao do DM 1 e DM 2

O DM 1 foi induzido com uma dose unica de 55 mg/kg de

Streptozotocinna (STZ) (Sigma Chemical - USA), diluida em tampao citrato
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(pH=4,5) por via intraperitoneal apds jejum de 12 horas [23]. O DM 2 foi
induzido com uma dose de 60 mg/kg de STZ e passados 15 minutos
adimistrada uma dose de 120 mg/kg de Nicotinamida (Sigma Chemical - USA)
diluida em tampéao citrato por via intraperitoneal [24]. Os animais nao diabéticos
receberam da mesma forma doses equivalentes de solugdo sem a STZ. Apds
30 minutos do tratamento, todos os animais foram alimentados normalmente.
Foram incluidos no estudo apenas os animais que apresentarem glicose
sanguinea acima de 200 mg/dL para os animais induzidos ao DM 1 e maior
que 140 mg/dL para os animais induzidos ao DM 2, verificada usando um
Glicosimetro (Kit Accu-ChekActiv). A glicose sanguinea foi dosada em uma

gota de sangue retirada da cauda do animal.

Caracterizacao do modelo de DM 1 e DM 2

Para a caracterizagdo do modelo animal de diabetes tipo 1 e tipo 2
foram realizados os seguintes testes: Teste de tolerancia Intraperitonial a
glicose (IGTT); Determinagdo da glicose plasmatica; e o Teste de
Hemoglobina-Glicosilada (HbA1c). Todos os testes e analises descritos

anteriormente foram realizados apds a 1° semana de indugao do diabetes.

Registro e analise do Eletrocardiograma (ECG)

O método para registro do Eletrocardiograma se baseia na metodologia
descrita por [25], trata-se de um método de coleta do ECG nao invasivo, que se
baseia na confecgdo de uma pequena jaqueta de algodao elastico contendo
duas pecas de eletrodo de platina retangular (cada uma medindo 7,0 x 3,0 mm)
fixadas na superficie interna do revestimento, e cada um dos eletrodos ligados
ao aparelho EMG 410C (EMG System, Brasil) e este conectado a um
computador. Uma semana antes do ECG os animas foram acondicionados por
20 minutos dentro de um compartimento cilindrico de Policloreto de Vinila
(PVC) da fabricante (Insight equipamentos, pesquisa e ensino, Ribeirdo Preto,
SP-Brasil), para que se acostumassem ao ambiente, pois o0s mesmos
permaneceram neste local durante a coleta do ECG. Os eletrodos foram

colocados de tal modo, a manter o contato direto dos mesmos com a superficie

67



corpdrea do animal permitindo dessa forma que os sinais do ECG pudessem

ser captados.

Devido a colocacéo dos eletrodos sob a jaqueta e seu posicionamento
na superficie corpérea do animal sobre a regiao toracica, foi possivel captar o
ECG a partir da variagédo (V2), onde os picos R foram bem evidentes. Sobre
cada eletrodo foi aplicado um gel condutor para auxiliar na amplificagao do
sinal a ser captado. Em seguida foi colocada a jaqueta no animal e 0 mesmo foi
acondicionado no contensor de PVC, por um perido de 30 minutos, dos quais
os primeiros 10 minutos n&o foram registrados para que o stress causado pela
manipulagédo do animal ndo interferisse no sinal do ECG. Os registros foram
realizados em diferentes dias com intervalos de 48 horas, para todos os

animais.

Os registros do ECG foram captados e enviados para o
microcomputador, onde este sinal foi salvo em um arquivo de extensao csv. Os
arquivos salvos em csv. foram processados no software MATLAB 7.8
(Mathworks, Natick, MA, USA). Nesta plataforma foi utilizado inicialmente um
algoritmo para filtragem do sinal, em seguida foi usado outro algoritmo para
deteccao dos picos R do sinal do ECG para posterior criagao da série R-R.
ApoOs ser gerada a série R-R, foram utilizados um total de 750 pontos para
posteriores analises, visto que & possivel quantificar o DFA com séries a partir
de 500 pontos [26].

Complexidade de Lempel-Ziv

A Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) é uma metodologia utilizada para
analise de dados, através da sequéncia desses dados, através da recorréncia
de padrées [27]. A CLZ é uma metodologia que torna possivel a quantificacao
dos diferentes padrées dentro de uma série temporal. Com isso vemos que o
registro do ECG apresenta caracteristicas de complexidade C(n) e n&o-
linearidade, o que torna possivel a utilizacao o céalculo da CLZ para analise da

série temporal do ECG.

Antes de calcular a CLZ é necessario trnasformar a série temporal em

uma sequéncia binaria P. Ususa-se a média da série temporal como limite, em
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seguida cada ponto da série temporal € comparada com a média, se o valor do
ponto for maior que o da média este passa a ser representado por 1 (um), e os
pontos que apresentam valor inferior ao da média passardo a ser
representados por 0 (zero), sendo assim cada ponto passa a receber a
designacédo de 0 (zero) ou 1 (um) gerando uma sequéncia binaria composta

apenas de 0 (zeros) e 1 (uns) [28,29].

A CLZ vai fornecer um valor entre o (zero) e 1 (um), onde quanto mais
préximo de 1 (um) for o resultado maior sera o valor da CLZ e mais aleatério
sera o comportamento do sinal, quanto mais préximo de 0 (zero) for o resultdo
menor sera a CLZ, indicando que a série apresenta uma maior

autossimilaridade.
Analise de Flutuagao Destendenciada

A metodologia da Analise de Flutuagdo Destendenciada (DFA) é uma
técnica muito utilizada em séries temporais que n&o apresentam
estacionariedade com o objetivo de quantificar a correlacédo de longo alcance
da série temporal [19, 20]. Este método baseia-se na analise de flutuacdes dos

dados apos a retirada da tendéncia da série temporal integrada.

Nas areas de saude e biociéncias o DFA tem sido utilizado nas mais
diversas situacoes, na sequéncia de DNA, comportamento dos neurénios no
tecido nervoso e no estudo da FC [30]. A técnica do DFA consiste em dividir a
série temporal em janelas de diferente tamanhos, para cada tamanho de janela

um coeficiente a é calculado.

Entre as vantagens do DFA sobre os métodos convencionais temos que
esta permite a deteccdo de autossimilaridade intrinseca numa série nao
estacionaria e também evita uma falsa deteccao de autossimilaridade aparente,

a qual pode ser um artefato de tendéncia extrinseca.

O procedimento para obtengcdo da série temporal integrada é feito da
seguinte maneira: sendo y(i) com i =1, 2, 3, ..., N, a série temporal original,

entao a série integrada € obtida a partir da seguinte equacao:

(k) =Z(y<i>—M) o



onde M é a média dos valores de y(i) comi=1,2,3,..,NeKéo

numero inteiro.

A integracdo acima transforma a série original em um processo
autossimilar, em seguida a série y(k) € dividida em janelas de comprimento
igual a n. Para cada intervalo séo feitos ajustes usando-se fung¢des polinomiais
que sao classificadas como: linear (DFA-1), quadratica (DFA-2), cubica (DFA-3)
e de ordem m (DFA-m), que representa a tendéncia de cada intervalo. A
ordenada do segmento linear (DFA-1), representa a tendéncia no intervalo de
tamanho n, é y,(k). Essa tendéncia é retirada da série subtraindo-se o ajuste do
valor linear yn(k) do valor corrspondente da série integrada y(k). Para
determinagdo do tamanho das flutuagbes para cada intervalo n usa-se a

seguinte equacao:

Fn =\ 2[r0) - y, (0F

Esse passo é repetido para os varios tamanhos de janelas n, para se
determinar a relacéo entre as flutuagdes e tamanho do intervalo F(n) e n. Para
procesos autossimilares F(n) aumenta com n por uma lei de poténcia, onde:
F(n) ~ n“.

Sendo o coeficiente & determinado pela inclinagéao da reta log F(n) X

log(n), dado por:
_ AlogF(n)
~ Alog(n)

Segundo [31] o coeficiente @ pode ser classificado da seguinte

forma: para ruido branco (séries nao correlacionadas) a série representa um
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ruido aleatério e o método DFA apresentara a = 0,5, e a série original nao
apresenta auto-correlagdo. Um parametro de autossimilaridade no intervalo
0,5< a = 1, indica que a série original apresenta auto-correlagdes de longo
alcance persistentes significando que os valores grandes tém maior
probabilidade de serem seguidos por valores grandes, assim com valores
pequenos tém maior probabilidade de serm seguidos por valores pequenos.
Para um valor de parametro a = 1 a série representa um ruido do tipo 1/ f. Para
parametro de autossimilaridade no intervalo 0< a < 0,5, as auto-correlagdes
sdo anti-persistentes, significando que os valores grandes tém maior
probabilidade de serem seguidos por valores pequenos, e valores pequenos de
serem seguidos por valores grandes. O parametro a pode ser interpretado
como o parametro que indica a suavidade da série original. Quanto maior o

valor de a, maior foi a suavidade da série.
Analise estatistica

Aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade
da distribuicdo dos dados obtidos. Os dados com distribuicdo ndo gaussiana

foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn.
Resultados
Aumento nos niveis de glicose e HbA1c induzidos pela Streptozotocina

Para confirmacao da inducdo do DM 1 e DM 2 dos ratos, foram
determinados a glicose plasmatica, o teste de tolerancia intraperitonel a glicose
(IGTT), e a determinagcao da HbA1c dos ratos do grupo controle e animais
induzidos. Apds a terceira semana de indugdo do DM 1 e DM 2, os animais
induzidos ao DM 1 pela STZ apresentaram um aumento significativo no nivel
de glicose quando comparado ao grupo controle (GC) e ao grupo diabético tipo
1 tratado com insulina (DM1 ), assim como também apresentou o nivel de
glicose mais alto quando comparado ao grupo diabetico tipo 2 (DM 2),
resultados que corroboram com [32]. O grupo DM 2 apresentou o nivel de

glicose mais alto quando comparado ao GC e ao DM1 | (Fig. 1).
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Fig. 1 Valores da glicemia expressos em (mg/dl), avaliados no periodo pés-indugao (115 dias
de vida). C — grupo controle; DM1 — grupo diabético tipo 1; DM1 | — grupo diabético tipo 1
tratado com insulina; DM2 — grupo diabético tipo 2. * indica diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos P < 0,001.

Como observado na Fig. 2, os resultados do IGTT, no qual apos a
terceira semana de inducéo tanto o GC quanto o DM1 |, apresentavam uma
estabilidade nos niveis de glicose ao longo do tempo, tanto antes quanto apos
a aplicagéo da glicose. Em contrapartida os niveis de glicose dos grupos DM 1
e DM 2 apresentavam os niveis de glicose mais elevados antes da aplicagéo
da glicose e apds a aplicagdo os niveis permaneceram bastante elevados, néo
retornando aos niveis normais de glicose apdés 120 minutos, resultados

semelhantes aos encontrados por [33,34].
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Fig. 2 Valores do IGTT nos tempos 0, antes da aplicagdo da glicose, 30, 60 90 e 120 minutos
apos a aplicagao da glicose, avaliados no periodo pos-indugao (115 dias). C — grupo controle;
DM1 — grupo diabético tipo 1; DM1 | — grupo diabético tipo 1 tratado com insulina; DM2 — grupo

diabético tipo 2. * indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos P < 0,001.

Na avaliagdo nos niveis de HbA1c (Fig. 3), o grupo DM 1 apresentou
valores muito mais elevados que os demais grupos (GC, DM 1 | e DM 2). No
entanto o grupo DM 1 | apresentou valores de HbA1c semelhantes ao GC,
indicando que os valores da glicose estdo mantidos em niveis basais, ja o
grupo DM 2 apresentou este paradmetro mais elevado que o GC e DM1 | e

menor que o DM1, resultados que corroboram com os estudos de [32, 35, 36].
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Fig. 3 Valores do HbA1c, avaliados no periodo pds-indugédo (115 dias). C — grupo controle;
DM1 — grupo diabético tipo 1; DM1 | — grupo diabético tipo 1 tratado com insulina; DM2 — grupo

diabético tipo 2. * indica diferencga estatisticamente significativa entre os grupos P < 0,001.

O DFA e CLZ sao significativamente diferentes em animais diabéticos

N&o houve diferenca significativa nos valores do a-DFA dos GC (0,7752
+ 0,0363) e DM 1 1 (0,7363 % 0,0544), como mostrado na Fig. 4. Nesta figura
pode-se também observar que os valores do DFA foram signicativamente mais
baixos no gupo DM 1 (0,4555 + 0,0808) quando comparado ao GC e DM 1 |, da
mesma forma ao se comparar o DM 2 (0,5483 + 0,1003) com o GC e DM 1 |,
onde os valores do a-DFA foram significativamente menores neste grupo. Os
grupos DM 1 e DM 2 apresentaram entre si diferenga significativa onde os

valores do DM 1 foram menores que o grupo DM 2.
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Analise de Flutuacao Destendenciada
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Fig. 4 Valores do a DFA, avaliados no periodo pds-indugao (115 dias). C — grupo controle; DM1
— grupo diabético tipo 1; DM1 | — grupo diabético tipo 1 tratado com insulina; DM2 — grupo
diabético tipo 2. * indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos P < 0,001.

Na Fig. 5 encontramos os valores referentes a CLZ, a qual mostra
resultados equivalentes ao pardmetro a-DFA, onde n&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre os GC (0,4953 + 0,0486) e DM 1 | (0,5170 +
0,0278) , em contrapartida os valores do CLZ do DM 1 (0,6661 + 0,0661) e DM 2
(0,3003 + 0,0169) diferiram dos demais grupos.
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Complexidade de Lempel-Ziv
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Fig. 5 Valores da CLZ, avaliados no periodo pos-indugéo (115 dias). C — grupo controle; DM1 —
grupo diabético tipo 1; DM1 | — grupo diabético tipo 1 tratado com insulina; DM2 — grupo

diabético tipo 2. * indica diferencga estatisticamente significativa entre os grupos P < 0,001.
Discussao

Sabe-se que pacientes portadores de DM 1 e DM 2 tem um risco muito
mais elevado de desenvolver enfermidades do sistema cardiovascular, como a
neuropatia diabética, contudo o diagndstico precoce dessas enfermidades é
muito dificil, visto que os efeitos mais severos do DM se dao com o passar do
tempo e avangar da doenga. Sendo assim €& de fundamental importancia a
utilizacdo de novas técnicas que tenham a sensibilidade para detectar
pequenas alteracbes na VFC através da analise do ECG, de forma confiavél e
segura. Métodos n&o lineares para analise da VFC vém ganhando cada vez
mais visibilidade e confiabilidade nas areas clinicas e experimentais, visto que
fornecem informacdées na relagdo do dominio do tempo e frequéncia,
apresentando dados com alta margem de confiabilidade, para controle e

analise preciso da VFC [37].
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O presente estudo traz varias informacgdes significativas. Primeiramente
foi demonstrado que os niveis de Glicemia em jejum, HbA1c e IGTT, no grupo
DM1 1, nao diferiu do GC em concordancia com resultados encontrados por
[38], porém diferiram daqueles encontrados por [32], no qual estes valores
foram mais elevados no grupo DM 1 | em comparacédo ao GC, mostrando que
portadores de DM 1 | apresentaram valore glicémicos semelhantes aos animais

saudaveis (p<0,01).

Alguns estudos como [39], mostram que a insulina apresenta uma baixa
capacidade de controlar a glicemia em portadores de DM, resultados estes que
diferiram dos encontrados em nosso trabalho. Glicemia em jejum, o HbA1c e o
IGTT foram significativamente mais altos no grupo DM |l em comparagao ao
GC, valores em concordancia com os achados de [40, 41], indicando que a
condicdo de experimentacédo esta de acordo com o esperado quanto a estes
padrées de avaliagdo da indugédo do diabetes. O grupo DM 1 apresentou os
mais elevados valores de glicose, HbA1c e IGTT, ratificando que o DM 1
apresentam um baixo controle da glicose, acarretando em uma hiperglicemia,
sendo necessario para o tratamento da mesma a utilizagcdo da insulina
exdgena, para manutencdo dos niveis de glicose em condicbes fisiologicas

normais.

Na analise da FC verificamos que os resultados obtidos entre o GC e
DM 1 I, ndo diferiram quanto aos parametros do a-DFA e CLZ, resultados
diferentes dos encontrados por [32], no qual os valores encontrados no GC e
DM 1 |, divergiram na andlise da VFC, onde foram avaliados os componentes
de baixa frequéncia (LF) e componentes de alta frequéncia (HF), que avalia as
contribuicdes do SNS e o SNP, respectivamente. Enquanto que o a-DFA avalia
a correlagao de longo alcance da série temporal e o CLZ quantifica os padrdes
distintos em uma série temporal, fornecendo outras informagdes para analise
da VFC. Onde a perda da correlagdo cardiaca esta relacionada a diversos
problemas, como insuficiéncia cardiaca, arritimia, entre outras indicando que
portadores de DM 1 ao fazerem uso da insulina exégena, mantém o estado de
saude cardiaco mais proximo possivel do encontrado em individuos saudaveis
[20, 42].
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O valor do a-DFA foi significativamente maior no GC e DM 1 | em
comparacdo ao DM I, onde valores mais proximos de a=0,7 e 0,8 indicam um
sinal de saude cardiaco normal, ou seja, valores encontrados em individuos
saudaveis, indicando que os batimentos estdo dentro de padrdo cadtico normal
[43, 44]. No qual os valores encontrados no grupo DM 2 em relacdo ao
coeficiente a-DFA e CLZ diferiram dos valores encontrados no GC resultados
gue corroboram com os encontrados por [45], indicam uma perda da correlagao
entre os intervalos R-R e uma perda da complexidade da atividade elétrica
cadiaca, indicando que o coracado dos portadores de DM 2 apresentam maior

fator de risco de morte subita.

Os valores que mais divergiram em comparagdao ao GC foram os dos
animais induzidos ao DM 1, no qual os valores do a-DFA foram muito inferiores
ao dos demais grupos, indicando uma severa perda da VFC e consequente
perda da correlagdo de longo alcance. Indicando a relagdo entre a
hiperglicemia e desequilibrios no sistema autonémico cardiaco, promovendo
uma maior oscilagdo nos batimentos cardiacos, alterando-se com o passar do

tempo [46].

O valor do CLZ no grupo DM 1 foi significativamente mais elevado que
os demais grupos, apresentando valores entre 0,6 e 0,7, ou seja, mais
proximos de 1 indicando que esta série € mais complexa, visto que aumentou o
numero de padrdes na série € houve uma diminuicido do numero de repeti¢des,
alterando dessa forma a auto-regulagéo cardiaca, sendo esta controlada pelo
Sistema Nervoso Autébnomo (SNA). Mostrando que portadores de DM 1
apresentam padrdes de batimentos cardiacos mais oscilatorios, sendo esta um

fator de risco para seus portadores.

Como pode ser observado que a analise da VFC por métodos néao
lineares , entre eles o DFA e CLZ tém de mostrado como técnicas precisas e
refinadas para deteccdo de alteragcdes no sistema autondmico cardiaco em
decorréncia dos efeitos do DM, sendo este capaz de detectar através da
analise dos padrées do ECG o tipo de diabetes que o seu portador possui,
utilizando a andlise da correlacdo da série temporal e sua complexidade. Se

afirmando como técnicas confiavéis para sua utilizacdo na clinica humana e
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animal, devido a complexidade em se diagnosticar patologias cardiacas através
de métodos nao invasivos, utilzando apenas o ECG como ferramenta de

avaliagao.
Conclusao

Com isso vemos que os métodos matematicos, em especial o DFA e CLZ, se
mostraram ferramentas Uteis e seguras para analise dos efeitos degenerativos
causados pelo DM 1 e DM 2 sobre a atividade cardiaca, sensivel ao ponto de
identificar a agao dos diferentes tipos de diabetes sobre a dindmica cardiaca.
Dessa forma apresentou valores palpaveis para essa quantificacao, tornando o
diagnostico e prognostico mais simples. Estes resultados ressaltam a
importancia da utilizacdo das técnicas propostas nesse trabalho na clinica
médica, visando um melhor controle sobre os pacientes portadores de diabetes

e patologias cardiacas.
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