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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi testar a hipotese de que a estimulacéo elétrica
nao invasiva do nervo vago (tVNS) melhora agudamente o controle da pressao
arterial (PA). Métodos: Treze homens saudaveis (23 + 1 ano) foram randomizados
em trés visitas experimentais. Na tVNS ativa, os eletrodos foram colocados no tragus
da orelha e a corrente elétrica foi aplicada usando um dispositivo de estimulacdo
elétrica nervosa transcutanea (TENS). Foi realizada uma visita controlada com os
eletrodos posicionados no tragus, mas nao foi aplicada corrente (sham-T). Além
disso, para evitar um efeito sensorial de confuséo, outro protocolo foi realizado com a
mesma corrente elétrica da visita ativa, mas os eletrodos foram colocados no I6bulo
da orelha (uma area sem terminacfes nervosas cutaneas do vago - sham-L). A
frequéncia cardiaca (FC), batimento a batimento, e a PA foram monitoradas em
repouso, durante a tVNS (ativa, sham-T e sham-L) e durante a recuperacdo. A
sensibilidade barorreflexa cardiovagal espontanea (cBRS) foi medida pela técnica de
sequéncia. Tanto a FC (LF/HF) como a variabilidade da PA (VPA) também foram
medidas. Resultados: A PA e a VPA nao foram afetadas por nenhum protocolo,
ativo ou simulado (P > 0,05). A FC e a relacdo LF/HF diminuiram (A-3,4 £ 1% e A-17
+ 10%, P < 0,05, respectivamente) e a cBRS aumentou (A20 + 7%, P < 0,05) apenas
durante a tVNS ativa, mas permaneceram inalterados durante ambos os protocolos
simulados (P > 0,05). Concluséo: A tVNS melhora agudamente o controle neural da

PA em homens saudaveis.

Palavras-chave: Barorreflexo; Sistema nervoso autbnomo; Sistema nervoso

simpéatico; Neuromodulacao.
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ABSTRACT

Purpouse: The purpose of this study was to test the hypothesis that non-invasive
vagus nerve stimulation (tVNS) acutely improves blood pressure (BP) control.
Methods: Thirteen healthy men (23x1yrs) were randomized across three
experimental visits. In active tVNS, electrodes were placed on the tragus of the ear
and electrical current was applied by using a Transcutaneous Electrical Nerve
Stimulation (TENS) device. A time-control visit was performed with the electrodes
placed on tragus, but no current was applied (sham-T). Additionally, to avoid a
confounding sensory effect, another sham protocol was performed with same
electrical current of the active visit, but the electrodes were placed on the ear lobe (an
area without cutaneous nerve endings from the vagus — sham-L). Beat-to-beat heart
rate (HR) and BP were monitored at rest, during tVNS (active, sham-T and sham-L)
and recovery. Spontaneous cardiac baroreflex sensitivity (cBRS) was measured via
sequence technique. Both HR (LF/HF) and BP variability (BPV) were also measured.
Results: Arterial BP and BPV were not affected by any active or sham protocols
(P>0.05). HR and LF/HF ratio decreased (A-3.4t1% and A-17+10%, P<0.05,
respectively) and cBRS increased (A20+7%, P<0.05) only during active tVNS, but
were unchanged during both sham protocols (P>0.05). Conclusion: tVNS acutely

improves neural control of BP in healthy young men.

Key-words: baroreflex; autonomic nervous system; sympathetic nervous system;

neuromodulation.
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1. INTRODUCAO

O nervo vago é o principal componente parassimpatico do sistema nervoso
auténomo (SNA) (Clancy et al., 2013). Com 80% de suas fibras nervosas aferentes e
20% eferentes, tem como funcao primordial transmitir informac6es do corpo para o
cérebro, bem como atuar na regulacdo de 6rgdos e manutencdo da homeostase
(Howland, R. H., 2014).

Devido sua extensa conexdo com praticamente todos os érgaos que recebem
inervacdo parassimpatica, o vago desempenha diversas fun¢gbes no organismo,
como o controle da presséao arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC) e participacdo nos
processos de digestédo, inflamacéo e imunidade (Buschman et al., 2006; Olshansky
et al., 2008; Plachta et al., 2014; Hall, 2015). Com essas caracteristicas, surgiu o
interesse de explorar 0 seu potencial terapéutico através da estimulacdo elétrica
nervosa, inicialmente com pesquisas realizadas em modelos animais convulsivos e
evoluindo para aplicacdes clinicas em humanos, sendo o seu uso aprovado pela
agéncia de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos (Food and Drug
Administration - FDA) em 1997 para o tratamento de epilepsia refrataria e em 2005
para o tratamento da depressdo crbnica resistente ao tratamento farmacoldgico
(George e Aston-Jones, 2010; Morris et al., 2013; Aihua et al., 2014; Cai et al., 2014).

No entanto, a eletroestimulacdo do nervo vago requer intervencao cirirgica
para o implante de um eletroestimulador no térax que se conecta ao ramo cervical do
nervo vago no pescoco através de um conjunto de eletrodos (Spuck et al., 2010). A
necessidade de elevados recursos para a colocacao do dispositivo dificulta a difusao
do meétodo, aléem das possiveis complicagbes poés-cirirgicas e alguns efeitos
colaterais como rouquiddo, dispneia, tosse, dor de garganta e dificuldades de
degluticdo (Fahy, 2010; Busch et al., 2013; Wang et al., 2014).

A estimulacdo elétrica ndo invasiva do nervo vago (transcutaneous vagus
nerve stimulation - tVNS) é uma abordagem né&o invasiva e uma potencial substituta
mais conveniente para a modalidade cirargica, por ndo apresentar as reacdes
adversas e por promover efeitos similares (Dietrich et al., 2008; Kreuzer et al., 2012;
Capone et al.,, 2015; Van Leusden et al., 2015). Sua aplicacdo pode ser realizada

através da eletroestimulacdo das conchas superior ou inferior (tragus) do ouvido
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externo, por eletrodos de superficie conectados ao aparelho gerador de estimulos
(Clancy et al., 2014).

Por sua influéncia na atividade cardiaca, estudos utilizando a tVNS em
pacientes cardiopatas tém apresentado resultados benéficos (Zamotrinsky et al.,
2001; Popov et al., 2013; Stavrakis et al., 2015), mas ainda existem lacunas na
compreensao da sua interacdo na regulacao da presséo arterial (PA) e com a funcéo
barorreflexa (Clancy et al., 2014; Saku et al., 2014). Portanto, o objetivo do presente
estudo foi verificar o efeito agudo da tVNS no controle neural da PA, avaliado através
da sensibilidade barorreflexa cardiovagal (cardiovagal baroreflex sensitivity - cBRS)
espontanea, variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e variabilidade da presséo

arterial (VPA) em homens saudaveis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar o efeito agudo da estimulagéo elétrica ndo invasiva do nervo vago no

controle neural da pressao arterial em homens jovens saudaveis.

2.2. Objetivos Especificos

Verificar o efeito agudo da estimulacéo elétrica ndo invasiva do nervo vago na

sensibilidade barorreflexa cardiaca espontanea em homens jovens saudaveis.

Verificar o efeito agudo da estimulacéo elétrica ndo invasiva do nervo vago na

variabilidade da frequéncia cardiaca em homens jovens saudaveis.

Verificar o efeito agudo da estimulacéo elétrica ndo invasiva do nervo vago na

variabilidade da presséo arterial em homens jovens saudaveis.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Sistema Nervoso Autbnomo

3.1.1. Visao panoramica do sistema nervoso autbnomo

O sistema nervoso autdnomo (SNA) € uma porcdo do sistema nervoso
dividido em dois ramos: o0 sistema nervoso simpatico e o sistema nervoso
parassimpatico. Tem como papel principal o controle das fun¢des viscerais do corpo
e manutencdo da homeostasia, sendo ativado principalmente por centros localizados
na medula espinhal, no tronco cerebral e no hipotalamo (Hall, 2015).

As fibras nervosas simpaticas tém origem na coluna celular intermediolateral
da medula espinhal entre os segmentos T1 e L2 e avangam pela raiz ventral de um
nervo espinhal, através de um ramo comunicante branco até chegar a cadeia
simpatica paravertebral direita e esquerda, composta pelos ganglios: celiaco,
mesentérico superior, aorticorenal, mesentérico inferior e hipogastrico (pls-
ganglionares). Como caracteristica simpatica, as fibras pré-ganglionares séo curtas e
as pés-ganglionares mais longas (Kawashima, 2005; Janig, 2008).

As fibras do sistema parassimpatico tem origem no sistema nervoso central
(SNC) através de neurbnios localizados em regifes do tronco encefalico que
originam os pares de nervos cranianos 6culo-motor (ll), facial (VII), glossofaringeo
(IX) e vago (X). Fibras parassimpaticas adicionais também tem origem na parte baixa
da medula espinhal, entre 0 segundo e quarto nervos espinhais sacrais. Os
neurbnios parassimpaticos pré-ganglionares possuem longas fibras, ja que os
neurdnios pos-ganglionares se localizam proximos as visceras. Cabe ressaltar que
aproximadamente 75% de todas as fibras nervosas parassimpaticas estdo
localizadas no nervo vago (Kawashima, 2005; Janig, 2008).

Os ramos simpatico e parassimpatico do SNA permanecem constantemente
alertas e a intensidade de ativacdo de ambos é continuamente regulada pelo SNC,
de acordo com a necessidade do organismo. Geralmente, a ativacdo de cada ramo
do SNA é acompanhada por uma inibi¢cdo reciproca do oposto. S&o constituidos de

duas populacdes de neurbnios: pré-ganglionares e poés-ganglionares. Os corpos
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celulares dos neurdnios pré-ganglionares se localizam na medula espinhal ou no
tronco cerebral e projetam seus axonios eferentes (mielinizados) sobre estruturas
denominadas ganglios autondémicos. Nessas estruturas se localizam o0s corpos
celulares dos neurdnios pos-ganglionares, que projetam seus axbnios
(aminelinizados) aos 6rgaos alvos (Figura 1) (Shen e Zipes, 2014).
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FIGURA 1 - O sistema nervoso simpatico e parassimpatico em humanos. Linhas continuas,
axdnios pré-ganglionares; linhas pontilhadas, axénios pés-ganglionares. Adaptado de Janig
(2008).

Os principais neurotransmissores do SNA sao a acetilcolina e a noradrenalina.
Todos o0s neurdnios pré-ganglionares simpaticos e parassimpaticos liberam
acetilcolina, sendo denominados colinérgicos, porém essa regra ndo vale para todos
0s neurbnios poés-ganglionares. No sistema parassimpético, praticamente todos os
neurdnios sao colinérgicos, enquanto que a maioria dos neurdnios pos-ganglionares
do sistema nervoso simpatico secretam catecolaminas, especificamente

noradrenalina e adrenalina (adrenérgicos) (Hall, 2015).
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A acetilcolina é o principal neurotransmissor dos géanglios autondmicos
simpéticos e parassimpaticos e tem a capacidade de ativar dois tipos de receptores:
muscarinicos e nicotinicos. Os receptores muscarinicos séo localizados nas células
alvo dos neurbnios poés-ganglionares vagais. Os receptores nicotinicos estédo
presentes nas sinapses de ambos neurdnios pré e pés-ganglionares do sistema
nervoso simpatico e parassimpatico (Hall, 2015).

Os neurdnios pos-ganglionares simpaticos liberam noradrenalina, enquanto a
medula adrenal libera adrenalina (80%) e noradrenalina (20%). Os receptores
adrenérgicos séo formados por cinco unidades, divididos em duas subunidades alfa
(a1, a2) e 3 subunidades beta (81, f2 e B3). Ainda que sejam estimulados por ambas
as catecolaminas, os receptores alfa, beta 2 e beta 3 respondem com maior
intensidade a noradrenalina, enquanto o beta 1 responde de forma igual a ambas.
Os vasos apresentam principalmente receptores do tipo alfa, enquanto o coragéo
possui receptores beta. Como as glandulas sudoriparas ndo apresentam inervacao
parassimpatica, a funcdo de secretar acetilcolina em receptores muscarinicos
também fica a cargo das fibras simpaticas (Triposkiadis et al., 2009).

A medula adrenal € um tecido neuroenddcrino associado ao sistema nervoso
simpatico, que faz parte da glandula suprarrenal. Por ser descrita frequentemente
como um ganglio simpatico modificado e ndo possuir axdnios, também é
denominada como célula cromafin pelo fato de secretar 0os neurotransmissores
adrenalina (80%) e noradrenalina (20%) diretamente na corrente sanguinea (Hall,
2015).

Os neurdnios poés-ganglionares parassimpaticos tradicionalmente liberam o
neurotransmissor acetilcolina nas células alvo. Seu efeito € mediado por receptores
muscarinicos (colinérgicos), com seus cinco subtipos: M1, M2, M3, M4 e M5. Os
receptores M1 sdo encontrados no cérebro, M2 no coragao e musculo liso junto com
o receptor M4. Ainda néo foi possivel definir conclusivamente os efeitos fisiolégicos
dos receptores M3 e M5 (Hall, 2015).

Por apresentar receptores adrenérgicos e muscarinicos, um balanco dinamico
da atividade dos ramos simpaticos e parassimpaticos € fundamental para a

regulacdo das alteracdes que ocorrem na funcdo cardiaca e tbnus vascular. A esse
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controle autondmico do sistema cardiovascular é dado o nome de balango

autonémico ou balango simpato-vagal (Berntson et al., 2008).

3.1.2. Sistema nervoso autbnomo cardiaco

O sistema nervoso autdénomo cardiaco (SNAC) pode ser dividido em duas
partes: extrinseca e intrinseca. O SNAC extrinseco corresponde as fibras que
conectam o sistema nervoso ao coracao, enquanto o SNAC intrinseco consiste de
fibras nervosas autondmicas em contato com o pericardio (Shen e Zipes, 2014).

O SNAC extrinseco também pode ser subdividido em simpético e
parassimpatico (Figura 2). As fibras simpaticas, em sua maioria, sdo derivadas de
ganglios autonémicos oriundos da coluna intermédio-lateral da medula espinhal
cervical e toracica (ganglio cervical superior, ganglio estrelado e ganglio toracico).
Grande parte dos neurbnios simpaticos pos-ganglionares estdo localizados nesses
ganglios e seus axbnios formam os nervos cardiacos superior, médio e inferior que
terminam na superficie do coracdo (Triposkiadis et al., 2009). Por outro lado, as
fibras parassimpéticas com ac¢éo direta sobre o masculo cardiaco originam do nucleo
do trato solitario (NTS), nacleo ambiguo (NA) e nucleo dorsal motor do vago (NDMV)
e praticamente todas as suas fibras pré-ganglionares estdo dentro do nervo vago e
se conectam aos ganglios cardiacos, localizados em bolsas de gordura, fazendo
sinapse com nervos colinérgicos simpaticos e vagais até os receptores muscarinicos

localizados nos ndédos sinoatrial e atrioventricular (Olshansky et al., 2008).



19

Nervo vago

Aorta

Cervical < Arteria Veia cava
ervica 2 Pulmona superior
j /
SIS
s
Torécica §
DI .
‘ S . 4t \ o5 Plexo
‘ simpatico \ :
= $ ganglionar
NS
S
% Medula I Veia cava
A Espinhal inferior
L
’\

FIGURA 2 — Inervagdo simpética e parassimpatica do coracdo. Adaptado de Shen e Zipes
(2014).

No SNAC intrinseco, 0os numerosos ganglios cardiacos se organizam em
plexos ganglionares nas superficies dos atrios e ventriculos e formam sinapses com
as fibras simpéticas e parassimpaticas que entram no pericardio. Esses plexos
podem funcionar como centros de integracdo que modulam as interagbes
autonémicas entre SNAC extrinseco e intrinseco (Armour et al., 1997; Shen e Zipes,
2014).

3.1.3. Regulacéo cardiovascular e hemodinamica

No ajuste da funcdo cardiovascular visando o controle da PA, frequéncia
cardiaca (FC) e resisténcia vascular periférica (RVP), respostas reflexas
provenientes de receptores mecanicos, metabdlicos, quimicos, entre outros, também
Sdo essenciais para ajustes no balanco simpato-vagal (Dampney, 1994). Dentre

esses arcos reflexos, o barorreflexo arterial € o principal mecanismo envolvido
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nessas respostas, atuando na regulacéo da PA batimento a batimento (Fisher et al.,
2010).

Os barorreceptores arteriais, também denominados de pressorreceptores, sdo
terminacdes nervosas livres extensamente ramificadas, localizadas na borda medial
da camada adventicia das artérias cardtidas e aorta. Detectam as minimas
alteracOes estruturais dos vasos arteriais e fornecem informagdes batimento a
batimento sobre as alteracbes na PA, através de suas fibras mielinizadas e
amielinicas (Fisher et al., 2015).

Durante elevagbes da PA ocorre uma alteragdo estrutural no calibre dos
vasos, promovendo a despolarizacdo dos barorreceptores pela abertura de canais
sensiveis ao influxo de calcio e sodio, denominados degenerin/epithelial Na+ channel
(DEG/ENaC), gerando potenciais de acdo que sao conduzidos ao NTS pelos nervos
vago e glossofaringeo, que recebem informacdes do nervo depressor adrtico
(receptores aorticos) e nervo sinusal (receptores carotideos), respectivamente
(Drummond et al., 2001).

Os nervos vago e glossofaringeo liberam o aminoacido excitatorio glutamato
em vesiculas para estimular o NTS, que projeta informac6es ao NDMV e NA, onde
localizam-se os corpos celulares dos neurdnios pos-ganglionares parassimpaticos
gue provocam o aumento do ténus vagal sobre o coracdo. Paralelamente, o NTS
também envia informacBes para a area ventrolateral caudal do bulbo (Caudal
Ventrolateral Medulla - CVLM), que inibe os neurdnios simpaticos localizados na area
ventrolateral rostral do bulbo (Rostral Ventrolateral Medulla - RVLM) a elevarem seu
tbnus, através da secre¢cdo do aminodacido inibitério gama-aminobutirico (GABA).
Resultando em bradicardia, diminuicdo do volume sistolico e da RVP (Andresen e
Kunze, 1994; Pilowsky e Goodchild, 2002; Guyenet, 2006).

De forma inversa, quando a PA encontra-se em niveis baixos e n&o ocorre o
estimulo nos barorreceptores, consequentemente ndo ha o processo de liberagdo do
glutamato no NTS e ativacdo do NDMV e NA, reduzindo assim o tdnus vagal sobre o
coracdo. Também néo ocorre a inibicdo da RVLM pela CVLM, o que potencializa a
atividade intrinseca dos neurdnios simpaticos (Figura 3). O resultado € um aumento
da FC, do volume sistdlico, do retorno venoso e da RVP (Andresen e Kunze, 1994;
Pilowsky e Goodchild, 2002; Guyenet, 2006).
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FIGURA 3 — Circuito neural aferente e eferente do arco barorreflexo. NC IX e NC X: nervos
cranianos glossofaringeo (IX) e vago (X); NTS: Nucleo do trato solitario; NA: Nucleo ambiguo;
NDMV: Nucleo dorsal motor do vago; CVLM: Area ventrolateral caudal do bulbo; RVLM: Area
ventrolateral rostral do bulbo; CIL: Coluna intermédio-lateral da medula espinhal. Adaptado de
Kaur et al. (2016).

Portanto, o controle barorreflexo cardiovascular demonstra ser um dos
mecanismos mais importantes de controle da PA, momento a momento, e isso ja foi
relatado em estudos que demonstraram que o prejuizo da funcao barorreflexa € um
importante preditor de risco apds evento cardiovascular (La Rovere et al., 1998; La
Rovere et al.,, 2001). Pensando nessas repercussfes cardiacas causadas pela
disfuncdo autonémica, a avaliacdo da sensibilidade barorreflexa cardiovagal (cBRS),
gue quantifica a capacidade de acréscimo reflexo da atividade vagal, demonstra ser
uma fonte valiosa na estratificacéo de risco, bem como no prognéstico e avaliacdo do

efeito de algum tratamento (La Rovere, 2000).
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A analise do barorreflexo cardiaco demonstra a importancia da integridade da
cBRS na regulacdo adequada da FC frente a variacbes na PA que permitam sua
manutencdo em niveis relativamente estaveis (La Rovere et al., 1998). Essa
regulacdo €& dependente da estabilidade do balanco simpato-vagal, sendo
demonstrado que em situacbes patoldgicas, a correcdo terapéutica desse
desequilibrio estd associada com a melhora da funcdo cardiovascular e reducao
substancial dos indices de mortalidade (Berntson et al., 2008).

O nervo vago apresenta um lugar de destaque na regulacdo do balanco
simpato-vagal, pelo fato de conduzir informacdes aferentes dos barorreceptores ao
NTS, o ponto principal de integracdo da fungdo barorreflexa, de onde sairdo
projecbes para os centros de origem das fibras simpaticas, bem como das fibras

eferentes parassimpaticas (Janig, 2008; Frangos et al., 2015).

3.2. Nervo vago

O nervo vago (X) € um dos doze pares de nervo cranianos. Composto por
fibras motoras e sensoriais € 0 maior dos nervos cranianos, distribuindo-se desde o
pescoco até o torax e abdome. E composto por 80% de fibras somaticas e viscerais
aferentes (sensitivas) e 20% de fibras eferentes viscerais gerais (parassimpaticas) e
especiais (motoras) (Clancy et al., 2013; Ben-Menachem et al., 2015).

Tem origem na faceta lateral do bulbo e sai do cranio através do forame
jugular, entre os nervos glossofaringeo (IX) e acessério (XI). Logo na saida da
origem a dois ganglios, superior e inferior, relacionados aos componentes sensitivos
e viscerais do nervo, respectivamente. O vago segue pelo pesco¢o acompanhando a
bainha carotidea, adentrando no mediastino pela face posterior das articulagbes
esternoclaviculares e veias braquiocefalicas, No torax, divide-se em nervos
recorrentes direito e esquerdo, enviando ramos para coracdo, brénquios e pulmdes.
Os nervos unem-se ao plexo esofagico, que circunda o esbéfago, seguindo até o
abdome, onde formam os troncos vagais anterior e posterior, que fornecem ramos
que inervam o esb6fago, estdbmago, rins, pancreas, figado e trato intestinal até a

flexura esquerda do colo (Moore et al., 2006).
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O nervo vago também possui um ramo aferente somatossensorial distribuido
no ouvido externo (Figura 4). O ramo auricular do nervo vago (Auricular Branch of
the Vagus Nerve - ABVN) é distribuido mais especificamente no meato acustico
externo: tragus e parte superior da concha (Wang, Yu, et al.,, 2015). Estudos em
animais forneceram evidéncias que os ramos auriculares do nervo vago se projetam
para 0 NTS e exames de neuroimagem sugerem que o caminho é semelhante em

seres humanos (Frangos et al., 2015).

FIGURA 4 - Localizagdo das terminagdes nervosas aferentes dos nervos cranianos na
superficie de uma orelha. 1. Nervo facial; 2: Ramo auricular do nervo vago; 3: Glandula
parétida. Adaptado de Popov et al. (2013).

Devido ao seu papel central na regulacdo autonémica e pelo grande namero
de fibras aferentes, o nervo vago passou a ser investigado como uma via terapéutica
para influenciar a atividade cerebral por meio de estimulacdo elétrica (Morris et al.,
2013).

3.3. Estimulacgéo elétrica do nervo vago
3.3.1. Historia da estimulagéo do nervo vago
James Corning, neurologista norte-americano, foi o primeiro a introduzir a

ideia da estimulacdo do nervo vago no tratamento de doencas, ainda no século XIX.
Ele aplicou um dispositivo semelhante a uma forquilha, conectada a fios elétricos que
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forneciam uma corrente continua no pescoco de individuos epiléticos, com a
intencao de reduzir o fluxo sanguineo cerebral e a FC (Figura 5) (Clancy et al., 2013).
No século seguinte, diversos estudos com modelos animais conseguiram
desenvolver a técnica e demonstrar a potencial propriedade antiepiléptica da
eletroestimulacéo do nervo vago (Schweitzer e Wright, 1937; Bailey e Bremer, 1938;
Zanchetti et al., 1952; Magnes et al., 1960; Chase et al., 1967).

FIGURA 5 — Dispositivo (forquilha) para compresséo bilateral simultanea das artérias carétidas
e estimulac&o elétrica ndo invasiva dos nervos vagos cervicais. A — (a) eletrodos; (b) fios
elétricos; (c) roda de ajuste; (d) parafuso; (e) hastes dos eletrodos. B — Desenho da aplicacao
da forquilha carotidea (f), que foi conectada a uma bateria galvanica (g). Outro eletrodo (h) foi
colocado atras do pescoc¢o. Um galvandmetro (i) foi conectado a uma pilha termelétrica (j) na
mao esquerda e na cabeca para medir as pequenas diferencas de temperaturas. Adaptado de
Yuan e Silberstein (2016).

Com o0 sucesso dos estudos com animais, houve um seguimento das
pesquisas em humanos. No inicio dos anos 90, Uthman et al. (1993) e Penry e Dean
(1990) descreveram em estudos pilotos uma reducéo significativa das convulsées em
pacientes com epilepsia intratavel apos estimulacdo do nervo vago. Anos depois,
Ben-Menachem et al. (1994) apresentou um estudo multicéntrico, randomizado e
duplo-cego, demonstrando uma reducado significativa na frequéncia de convulsbes
apos 14 semanas de eletroestimulacdo do nervo vago em 67 pacientes com
convulsdes parciais refratarias. Em 1997, a agéncia norte-americana que
regulamenta alimentos e medicamentos (FDA) aprovou e recomendou a utilizagao de

um dispositivo de estimulacdo do nervo vago cervical esquerdo (implantado) para
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tratamento da epilepsia refrataria e em 2005 aprovou seu uso para o tratamento da
depresséao crbnica resistente ao tratamento farmacologico (Terry et al., 1991; George
e Aston-Jones, 2010; Morris et al., 2013; Aihua et al., 2014; Cai et al., 2014).

No meétodo invasivo de estimulacdo do nervo vago, um dispositivo movido a
bateria é implantado subcutaneamente na parede tordcica e fornece um fio
unidirecional que é conectado em torno do nervo vago no pesco¢o através de
eletrodos de metal e funciona através do envio de uma corrente elétrica, de forma
intermitente (Figura 6) (Terry et al., 1991; George e Aston-Jones, 2010). Exames de
imagem demonstraram que esses estimulos atravessam o tronco cerebral e atingem
areas cerebrais importantes, incluindo o NTS, ndcleo bilateral trigeminal, nucleos da
rafe, locus coeruleus, area parabraquial contralateral, amigdala e nldcleo accumbens
(Frangos et al., 2015). As interacdes entre esses nucleos, que fornecem estimulos
noradrenérgicos e serotonérgicos, sdo potencialmente relevantes para explicar os

mecanismos de acao da eletroestimulacéo (Kraus et al., 2013).

Fixadores de silicone

Eletrodos em
espiral

Nervo vago

Dispositivo
neuroestimulador

Figura 6 — Estimulacédo elétrica invasiva do nervo vago. Adaptado de (Ben-Menachem et al.,
1994).
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Devido ao fato do nervo vago fornecer inervacdo parassimpatica ao coracao,
surgiu o interesse em utilizar a eletroestimulacdo para modular a funcdo cardiaca.
Em estudos animais, Vanoli et al. (1991) demonstrou que a eletroestimulacao vagal
preveniu a fibrilacdo ventricular e morte subita em cédes com infarto do miocéardio. Da
mesma forma, uma melhora na fungdo cardiaca e nos sintomas da insuficiéncia
cardiaca também foi encontrada ap0ds a eletroestimulacdo do nervo vago (Li et al.,
2004; Zhang et al., 2009; Sabbah et al., 2011; Hamann et al., 2013; Kusunose et al.,
2014).

Em virtude dos resultados favoraveis com animais, foram iniciados estudos
em humanos para investigar a eficicia e seguranca da estimulacao elétrica do nervo
vago em individuos com insuficiéncia cardiaca. Os resultados preliminares do
primeiro estudo demostraram que a eletroestimulacdo vagal melhorou a classificacédo
NYHA (classificagdo funcionalda New York Heart Association que qualifica a
extensdo da insuficiéncia cardiaca) e o volume sistdlico final do ventriculo esquerdo
dos pacientes (Schwartz et al., 2008). Estudos mais robustos também mostraram
gue a eletroestimulacdo vagal estava associada a uma melhora significativa na
funcao cardiaca (De Ferrari et al., 2011; Premchand et al., 2014).

Entretanto, como qualquer procedimento invasivo, o processo de implante do
dispositivo para realizacdo da eletroestimulacdo pode resultar em possiveis
complicacBes pos-cirargicas. As desvantagens do método invasivo de estimulo do
nervo vago incluem lesées do nervo, rouquidao, infeccdo, dispneia. Além disso, o
dispositivo apresenta uma vida util limitada, sendo necessérias novas abordagens
cirirgicas para substituicdo de bateria e possiveis complicacbes na juncdo nervo-
eletrodo (Kraus et al., 2013). Paralelamente, dispositivos ndo invasivos também
foram desenvolvidos como alternativa para estimular o nervo vago, através de um
aparelho de estimulacao elétrica nervosa transcutanea (TENS). (Ventureyra, 2000;
Howland, Robert H, 2014).

3.3.2. Estimulacéo elétrica ndo invasiva do nervo vago

A estimulagéo elétrica ndo invasiva do nervo vago (non invasive vagus nerve

stimulation - tVNS) envolve o uso de eletroacupuntura ou eletrodos de superficie
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modificados para passar uma corrente através da pele (Dietrich et al., 2008; Kreuzer
et al., 2012; Capone et al., 2015; Van Leusden et al., 2015). Os principais locais para
realizar a estimulacdo do ABVN sé&o o tragus, a concha e a cymba conchae (Figura
7) (Clancy et al., 2014). Independentemente da técnica de estimulacdo, a maioria dos
estudos com tVNS surgiram a partir da eletroestimulagdo invasiva, geralmente
focando em perturbagdes neurologicas e psiquiatricas, mas tem havido um interesse

em identificar se a tVNS poderia ter efeitos cardiacos benéficos.

FIGURA 7 - Areas de distribuicdo do ramo auricular do nervo vago onde é possivel a
eletroestimulacdo (area sombreada). Adaptado de Clancy et al. (2014).

Em um estudo com cées anestesiados, a estimulacdo crbnica de baixa
amplitude do tragus reverteu o remodelamento atrial e inibiu a inducéo de fibrilacéo
atrial, provocada previamente por 3 horas de estimulacdo atrial rapida (Yu et al.,
2013). Outro estudo subsequente utilizando a tVNS em cées conscientes com infarto
cicatrizado do miocardio demonstrou uma melhora da funcéo cardiaca, reducao da
fibrose e atenuacdo do remodelamento ventricular esquerdo (Wang, Zhou, et al.,
2015).

Diversos estudos em humanos também observaram efeitos cardiacos apés a
tVNS. Os estudos pioneiros nesta area foram realizados em pacientes com doenca

arterial coronariana e angina que foram submetidos para a cirurgia de



28

revascularizacdo do miocérdio. Nesse estudo, agulhas de acupuntura conectadas a
eletrodos foram colocadas na concha de ambas as orelhas e a eletroestimulacéo foi
aplicada diariamente por 15 minutos durante 10 dias. Os resultados foram uma
reducdo da incidéncia de angina, melhora na evolucao clinica pré e pos-cirargica,
além de reduzir o periodo de tratamento com drogas vasodilatadoras (Zamotrinsky et
al., 1997; Zamotrinsky et al., 2001). Em outro estudo, Popov et al. (2013) utilizou a
tVNS em pacientes com doenca arterial coronariana, utilizando uma corrente elétrica
de baixa frequéncia através de eletrodos na superficie interna do tragus por 10 dias.
Quase dois tercos dos participantes apresentaram uma reducdo significativa na
intensidade dos ataques de angina, além de uma diminuicdo significativa no indice
LF/HF (indice da atividade autondmica).

Recentemente, Stavrakis et al. (2015) evidenciou o potencial terapéutico da
tVNS em pacientes com fibrilagao atrial paroxistica. Os individuos foram submetidos
a 1 hora de TENS de baixa amplitude e apresentaram diminuicdo da duragédo da
fibrilacdo atrial e reducao significativa dos niveis de citocinas inflamatérias.

Clancy et al. (2014) demonstrou que a estimulagcéo do ramo auricular do nervo
vago também pode influenciar a atividade do sistema nervoso simpatico. Em
individuos saudaveis, sem histéria de doenca cardiovascular, a tVNS na superficie
do tragus melhorou significativamente a VFC e diminuiu significativamente a
atividade no nervo simpatico muscular (nervo fibular), registrada por
microneurografia.

Os parametros programaveis utilizados no aparelho de tVNS, como a
intensidade de estimulacdo (mA), a largura de pulso (duracdo do pulso elétrico, ms),
a frequéncia de pulso (Hz), e a relacdo on/off do ciclo de estimulo (medido em
segundos ou minutos) sao ajustados para otimizar a eficacia e tolerabilidade, porém
ainda sdo um assunto a ser debatido (Howland, R. H., 2014). A principal diferenca
entre a estimulacdo neuromuscular e a estimulacdo de tecido neural sdo os
parametros do sinal de saida. Dietrich et al. (2008), relatam em seu estudo a
auséncia de dados na literatura que estabelecam paréametros mais definidos e
analisam que a estimulacdo de baixa frequéncia entre 0,5 e 10 Hz ativa o sistema
simpético, ao passo que 20-25 Hz é mais adequado para a ativagdo vagal. Também

debatem que manter a largura de pulso entre 200-500 ms, demonstra ser um limite
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razoavel e por ultimo, mas ndo menos importante, que o uso de dispositivos
adequados para a estimulagcdo neuromuscular, em vez de aparelhos especificos,
podem levar a sensacdes desagradaveis na pele que tendem a ativar vias da dor e o
sistema simpatico (Dietrich et al., 2008).

Como as fibras eferentes do nervo vago modulam a funcgdo cardiovascular,
existe uma preocupacdo no uso terapéutico da estimulagdo vagal em relagdo a
seguranca cardiaca, ja que os ramos eferentes vagais localizados no lado direito séo
pensados em estimular diretamente areas cardiacas. A fim de evitar os efeitos
cardiacos secundarios, a colocacdo do eletrodo invasivo € realizada no lado
esquerdo para o tratamento de doencas do SNC (Nemeroff et al., 2006; Kreuzer et
al., 2012). Enquanto isso, a tVNS estimula as fibras aferentes do nervo vago,
enviando estimulos ao NTS para integracdo da informacédo e, em seguida, serem
projetados a superficie do coracdo através dos nervos vagais eferentes bilaterais.
Portanto, a tVNS aparenta ser igualmente segura e eficaz em ambos os lados, direito
ou esquerdo, contra doencgas cardiacas com disfuncdo autonémica (Chen et al.,
2015).

Embora diversas pesquisas tenham ajudado a definir o papel do nervo vago
em doencas cardiovasculares e estabelecido estimulacdo elétrica nervosa
transcutdnea como uma potencial abordagem terapéutica para estas doencas, ainda
se faz necessaria uma maior compreensao da acdo fundamental da vias moduladas

pelo nervo vago.
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4. MATERIAIS

4.1. Amostra

13 homens jovens saudaveis (média + erro padrdo = 23 + 1 anos) do corpo
discente da Universidade de Brasilia foram selecionados para participar do estudo.
Foram considerados como critérios de exclusdo o diagndstico ou evidéncia de
qualguer doenca e/ou distarbio relacionado ao sistema cardiovascular; diagnostico
de doencas ou condi¢cbes que impecam ou contraindiquem a realizagdo do protocolo
de eletroestimulacdo; uso de medicamentos que possam afetar a funcao

cardiovascular e/ou o sistema nervoso central; e tabagismo.

4.2. Cuidados éticos

A participacdo no estudo foi realizada de maneira voluntaria e mediante a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A), o qual contém
informacdes acerca dos métodos utilizados, possiveis riscos e beneficios. Os
voluntarios também permitiram, mediante a assinatura do termo supracitado, a
utilizacdo dos dados coletados para finalidades de pesquisa e publicacéo cientifica,
sendo resguardada a identidade dos participantes em todos 0s momentos.

Todos os protocolos utilizados no presente projeto foram aprovados pelo
Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade de
Brasilia (CAAE: 54104216.0.0000.0030) e estdo de acordo com a resolugdo n°
466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS) que regulamenta as pesquisas

envolvendo seres humanos.

4.3. Protocolo experimental

O estudo teve carater experimental, randomizado, cruzado, placebo
controlado e analisou as seguintes variaveis dependentes: sensibilidade barorreflexa
cardiovagal espontanea, variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e variabilidade

da pressdo arterial (VPA). A variavel independente foi o protocolo de
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eletroestimulacéo, ativo (tVNS ativa) ou simulado (Sham). Visando manter a
homogeneidade da amostra, a idade foi definida entre 18 a 35 anos e apenas
sujeitos do sexo masculino.

Todas as coletas foram realizadas no campus da Universidade de Brasilia, ha
cidade de Brasilia. Os procedimentos experimentais foram realizados no periodo
diurno, entre 8 e 18 horas, com duracdo aproximada de 1 hora para cada sujeito.
Todos os sujeitos foram instruidos a abster-se de consumir cafeina, tabaco, alcool e
da realizacéo de atividades fisicas por no minimo 12 horas anteriores aos protocolos.
Para evitar possiveis varia¢gdes do ciclo circadiano, os sujeitos foram avaliados na
mesma hora do dia e na mesma sala com temperatura controlada a
aproximadamente 21°C.

Os sujeitos compareceram ao laboratério 4 vezes, com um intervalo minimo
de 24h entre cada visita. Na visita 1 foram verificados o peso corporal e a estatura de
maneira auto aferida e em seguida, foi realizada uma sessdo de familiarizacdo a
tVNS. Devido ao fato do processo da tVNS e coleta da PA através da
fotopletismografia exigirem concentracdo e colaboracdo do voluntario, como por
exemplo, evitar movimentar-se na cadeira ou movimentagdes bruscas do membro
com 0 manguito, a sessao de familiarizacao foi conduzida com o objetivo de orientar
0s sujeitos durante o processo de coleta de dados.

Em seguida, nas visitas 2, 3 e 4, o0s sujeitos foram expostos em ordem
aleatdria a tVNS ativa e duas sessdes de protocolos sham: 1) os eletrodos foram
colocados no tragus da orelha, mas néo foi aplicada corrente (sham tragus - sham-
T), e 2) os eletrodos foram colocados no Iébulo da orelha e a corrente foi aplicada de
acordo com a tVNS ativa (sham lébulo - sham-L). Os participantes ficaram na
posicdo sentada (90° de angulo do joelho), com a FC, PA e respiracdo monitorizados
continuamente. Os dados foram obtidos durante 10 minutos de repouso, 15 minutos

de estimulacéo ativa ou simulada e durante 10 minutos de recuperacéo (Figura 8).
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10-min 15-min 10-min
repouso TENS / Sham recuperagao

FIGURA 8 — Protocolo experimental do estudo. A area sombreada mostra a distribuicdo do
ramo auricular do nervo vago no ouvido externo (A). Posi¢cdo dos eletrodos colocados no
tragus da orelha durante os protocolos de tVNS ativa e sham-T (B), € no I6bulo da orelha
durante o protocolo Sham-L (C).

A FC e PA foram medidas batimento a batimento usando o aparelho de
fotopletismografia (Human NIBP Controller, AD instruments, NSW, Australia), o qual
é colocado no dedo dos voluntarios. Aléem disso, a PA também foi aferida utilizando
um esfigmomandmetro automéatico (Omron, HEM-7200, China) para confirmar e
corrigir as medi¢cBes do NIBP (Figura 9). A frequéncia respiratdria foi monitorada
visualmente para evitar a potencial influéncia de grandes excursdes respiratérias nas

medidas cardiovasculares.

FIGURA 9 — Aparelho de fotopletismografia e esfigmomanémetro automatico.
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4.4. Protocolo da estimulagao nao invasiva

A tVNS foi realizada utilizando um dispositivo de TENS (V-TENS Body Clock
Health Care Ltd, UK) (Figura 10) com eletrodos de superficie modificados (Clancy et
al. 2014). Os eletrodos foram colocados na superficie interior e exterior do tragus da

orelha (ativa e Sham-T) e no I6bulo (Sham-L) (Figura 8).

FIGURA 10 — Dispositivo de tVNS.

Durante a tVNS ativa, os eletrodos modificados foram colocados na superficie
interna e externa do tragus da orelha. O estimulo foi aplicado continuamente por 15
minutos com uma largura de pulso de 200 ms e frequéncia de pulsos de 30 Hz. A
amplitude foi ajustada para o nivel do limiar sensorial do sujeito (10-50 mA). No
protocolo sham-T, o eletrodo foi ligado ao tragus e a amplitude foi aumentada até
gue o sujeito identificasse o estimulo. Os sujeitos foram entdo informados que as
intervencdes de estimulacao seriam equivalentes, embora pudessem percebé-las de
forma diferente, mas os eletrodos foram desconectados do dispositivo elétrico sem o
conhecimento dos participantes. Durante o protocolo sham-L, o eletrodo foi colocado
no lébulo da orelha e a corrente elétrica foi aplicada com a mesma intensidade da
tVNS ativa. O protocolo Sham-L foi realizado para excluir a possibilidade de qualquer

efeito sensorial da tVNS ativa, por um possivel estimulo dos eletrodos aos
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dermatomos do ramo auricular do nervo vago e para determinar se os efeitos da

estimulacdo eram especificos do tragus e ndo devido a sensacao de estimulo.

4.5. Sensibilidade barorreflexa cardiovagal

A FC e PAS foram mensuradas batimento a batimento, sendo que a cBRS
espontanea foi estimada utilizando a técnica de sequéncia (CardioSeries V2.4, Sao
Paulo). A técnica de sequéncia baseia-se na identificacdo de sequéncias de
batimentos consecutivos nos quais aumentos progressivos da PAS sao
acompanhados por um alargamento progressivo no intervalo RR ou vice-versa; As
reducdes progressivas da PAS sdo acompanhadas por um encurtamento progressivo
no intervalo RR (Parati et al., 2000). Resumidamente, sequéncias de trés ou mais
batimentos consecutivos com correspondentes aumentos ou diminuigcbes na PA
sistdlica e no intervalo RR foram identificadas como sequéncias barorreflexas
arteriais. As sequéncias foram detectadas somente quando a variacdo no intervalo
RR foi superior a 1,0 ms e as alteracées da PAS maiores que 1 mmHg em mais de 3
ciclos cardiacos consecutivos. Aplicou-se uma regressao linear a cada sequéncia
individual e foram aceitas apenas as sequéncias em que R? era > 0,85 (Parati et al.,
2000). As inclinacGes das relacdes da PAS e intervalo RR foram calculadas, em
média, para uma medida do cBRS espontaneo.

Também foi calculado o indice de efetividade barorreflexo (BEI). O BEI &
definido como a razéo entre o nimero de rampas da PAS seguidas das respectivas
rampas de intervalo RR (numero de intervalos RR / sequéncias de PAS) e 0 niumero
total de rampas de PAS (independente das rampas de intervalo RR correspondente)
(Parati et al., 2000), observadas em uma determinada janela de tempo. A férmula do

calculo do BEI foi a seguinte:

Total de rampas RR

Sequéncias de PAS

Total de rampas PAS

BEI =
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Onde o numero total de sequéncias € a soma de todas as sequéncias de
RR+/PAS+ e RR-/PAS-, com atrasos de 0, 1 e 2 batimentos e o nimero total de
rampas sistolicas é a soma de todas as rampas de PAS+ e PAS- observadas em

uma determinada janela de tempo.

4.6. Variabilidade da frequéncia cardiaca

A VFC foi determinada de acordo com as diretrizes da Sociedade Europeia de
Cardiologia e da Sociedade Norte-Americana de Marca-Passos e Eletrofisiologia
(Force, 1996). Os eletrodos descartaveis foram posicionados na derivacdo CC5 ou
CM5, sendo o eletrocardiograma (ECG) registrado com uma frequéncia de
amostragem de 1.000 Hz e armazenado para analise off-line (CardioSeries v2.4,
Brasil). Todos os batimentos ectopicos no traco ECG foram identificados
automaticamente e manualmente antes da exclusdo da analise.

A transformacdo rapida de Fourier (512 pontos) foi utilizada para andlise
espectral da VFC. A andlise no dominio da frequéncia foi realizada utilizando a
Transformada Rapida de Fourrier sob as seguintes bandas de frequéncia: muito
baixa frequéncia (very low frequency - VLF) (<0,04Hz), baixa frequéncia (low
frequency - LF) (0,04-0,15 Hz) e alta frequéncia (high frequency - HF) (0,15-0,4 Hz)
em valores absolutos (ms?). Como nenhuma evidéncia firme foi apresentada para o
significado fisiologico da banda VLF, apenas as densidades de poténcia da banda LF
e HF foram investigadas. Também foram calculadas a poténcia total e as unidades
normalizadas (u.n.) de LF e HF. As unidades normalizadas foram calculadas
dividindo cada banda espectral pela poténcia total menos a poténcia VLF e foram
multiplicadas por 100. A raz&o entre LF e HF (LF/HF) também foi calculada como

uma medida do balan¢o autonémico.
4.7. Variabilidade da pressao arterial
A analise espectral da VPA foi realizada empregando o software CardioSeries

v2.4, que utiliza a transformacéo rapida de Fourier para calcular a poténcia espectral

da VFC e da VPA sistdlica. A VPA foi calculada ap0s interpolacdo apropriada e
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representacao equidistante de dados da PAS. A banda VLF foi definida no intervalo
de 0,02-0,07 Hz, a banda LF de 0,07-0,15 Hz e a banda HF entre 0,15 e 0,40 Hz
(Stauss, 2007). O componente LF da VPA foi utilizado como uma representacdo da

modulacdo simpatica do ténus vascular.

4.8. Andlise Estatistica

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar normalidade
da distribuicdo dos dados. Como a maioria dos dados apresentou uma distribuicéo
anormal, foram aplicados testes estatisticos néo-paramétricos. Para analisar os
efeitos das intervencfes ativas, controladas e simuladas, foram comparados os
dados em repouso, TENS e de recuperacdo utilizando a analise de variancia de
Friedman (ANOVA), seguido por um teste pareado de Wilcoxon para identificar a
diferenca nas comparacdes pareadas. Todos os dados sdo apresentados como
média + erro padrdo. Os valores sdo expressos em porcentagem de delta. Foi aceito
um nivel de significancia de P <0,05. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o software STATISTICA (Statsoft, EUA).
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5. RESULTADOS

As caracteristicas iniciais dos sujeitos estdo apresentadas na Tabela 1. Nao
foram encontradas diferencas significativas em quaisquer variaveis fisiolégicas em

repouso entre os protocolos tVNS ativa, sham-T e sham-L (P> 0,05).

TABELA 1. Caracterizacdo da amostra (n=13)

tVNS ativa Sham T Sham L P

Antropomeétricas

Idade, anos 2261 - - -

Massa, Kg 79,6 +3 - - -

Estatura, cm 1772 - - -

IMC, kg/m? 254+1 - - -
Hemodinamicas

PAS, mmHg 111 +1 113+2 112+ 2 0,15

PAD, mmHg 63+1 63+1 63+2 0,71

PAM, mmHg 78+1 7911 7912 0,49

FC, batimentos/min 72+3 73+2 73+2 0,27
Funcao Barorreflexa Cardiaca

cBRS, ms/mmHg 127+1 13,1+1 1361 0,14

BEI 0,64+0.05 0,64+0.03 0,64+0.04 0,81
Indices de Variabilidade

LF/HF 20+0.3 23+04 1,7+0.2 0,12

LFpas, mMmHg? 82+1 78+1 6,4+1 0,07

Valores apresentados como média + erro padrdo. IMC, indice de massa corporal; PAS, presséo arterial
sistolica; PAD, pressao arterial diastélica; PAM, pressao arterial média; FC, frequéncia cardiaca;
cBRS, sensibilidade barorreflexa cardiovagal espontanea; BEI, indice de efetividade barorreflexa; LF/HF,
Relacdo entre poténcias de baixa e alta frequéncia da variabilidade da frequéncia cardiaca; LFpas

Baixa freqiiéncia da variabilidade da presséo arterial sistélica; P, Nivel de significancia (P < 0.05).

A tVNS ativa aumentou significativamente o ganho da cBRS (repouso: 12,7 +
1 ms/mmhg; tVNS ativa: 15,1+1 ms/mmhg; recuperacdo: 13,1 + 1 ms/mmhg; P =
0,04, quadrados pretos da Fig. 11) (A24 + 8%, tVNS ativa vs. Repouso; P = 0,02),
mas nao foram observadas alteragbes durante os protocolos de Sham-T (repouso:
13,1 £ 1 ms/mmhg; Sham-T: 13,7 + 1 ms/mmhg; recuperacédo 13,4 + 1 ms/mmhg; P =
0,73, circulos brancos da Fig. 11) (A6 + 5%, Sham-T vs. repouso) e Sham-L

(repouso: 13,6 + 1 ms/mmhg; sham-L: 13.9 £+ 1Ims/mmHg; recuperacéo: 13,8 = 1
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ms/mmhg; P = 0,23, triangulos cinzentos da Fig. 11) (A3 + 2%, Sham-L vs. repouso,
Fig. 2). O BEI também néo foi afetado pela tVNS ativa (A3 = 4% tVNS ativa vs.
Repouso; P > 0,05), pelo Sham-T (A-5 = 5% Sham-T vs. Repouso; P > 0,05) ou
Sham-L (A-1 + 4% Sham-L vs. repouso; P > 0.05).

45 -
& Ativa
* -O- Sham-T
0 | ~- Sham-L
S
2 15
0
(&)
<
O -
-15 T T T 1

Repouso tVNS Recuperacédo

FIGURA 11 - Resposta do ganho da sensibilidade barorreflexa cardiaca espontanea (cBRS)
durante o repouso, tVNS e recuperacdo nos protocolos ativa (quadrados pretos), sham-L
(circulos brancos) e sham-T (tridngulos cinzentos). Todos os valores sdo média + erro padréo.
*P < 0,05 tVNS ativa vs. Repouso.

A tVNS ativa reduziu suavemente, mas significativamente, a FC aos valores
de repouso durante o periodo de recuperacao (repouso: 72 + 3 bpm; tVNS ativa: 69 +
2 bpm; recuperacao: 71 £ 2 bpm; P = 0,02, quadrados pretos da Fig. 12A) (A-3,4 +
1% tVNS ativa vs. Repouso; P < 0,01). Porém, a FC permaneceu inalterada durante
0s protocolos Sham-T (repouso: 73 + 2 bpm; Sham-T: 71 + 1 bpm; recuperacao: 73
1 bpm; P = 0,07, circulos brancos da Fig. 12A) (A-1,5 £ 1% Sham-T vs. repouso) e
Sham-L (repouso: 73 £ 2 bpm; Sham-L: 73 £ 2 bpm; recuperagdo: 73 £+ 3 bpm; P =
0,38, triangulos cinzentos da Fig. 12A) (A-1,2 + 1% Sham-L vs. repouso). A PAS

permaneceu inalterada durante todos os protocolos (P > 0,05, Fig. 12B).
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FIGURA 12 - Resposta da frequéncia cardiaca (FC, painel A), pressado arterial sistélica (PAS,
painel B), balanco simpatovagal, representado pela relacdo entre os componentes de baixa e
alta frequéncia da variabilidade da frequéncia cardiaca (LF/HF, painel C) e componente de baixa
freqliéncia da variabilidade da presséo arterial sistélica (LFpas, painel D) durante o repouso,
tVNS e recuperagdo nos protocolos ativo (quadrados pretos), sham-T (circulos brancos) e
sham-L (triangulos cinzentos). Os valores sdo média + erro padrdo. *P < 0,05 TENS ativa vs.
repouso. TP < 0,05 tVNS ativa vs. recuperacéo. P < 0,05 Sham-L vs. recuperacéo.

Corroborando publicacbes anteriores, a tVNS ativa reduziu significativamente
a razado LF/HF, um indice de oscilagbes simpato-vagais na VFC, e retornou aos
valores de repouso durante a recuperagao (repouso: 2,0 £ 0,3; tVNS ativa: 1,53 +
0,3; recuperacéo: 2,43 £ 0,5; P < 0,02, quadrados pretos da Fig. 12C) (A-15 £ 12%,
tVNS ativa vs. repouso, P < 0,05). Por outro lado, ndo foram observadas
modificacdes na relacdo LF/HF nos protocolos Sham-T (repouso: 2,3 = 0,4; Sham-T:
2,65 + 0,5; recuperagéo: 2,87 £ 0,4; P = 0,50, circulos brancos da Fig. 12C) (A23 *
16%, Sham-T vs. repouso) e Sham-L (repouso: 1,72 + 0,2; Sham-L: 1,65 + 0,2;
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recuperagédo: 2,1 + 0,3; P = 0,23, tridngulos cinzentos da Fig. 12C) (A4 + 10%, sham-
L vs. repouso). Nao foram encontradas diferencas na poténcia de baixa frequéncia
da variabilidade da PAS, durante os protocolos de tVNS ativa (A-8 £ 10% tVNS ativa
vs. repouso, P > 0,05, quadrados pretos da Fig. 12D), sham-T (A37 £ 13%, Sham-T
vs. repouso, P > 0,05, circulos brancos da Fig. 12D) e sham-L (A 29 + 16%, sham-L

vs. repouso, P > 0,05, triangulos cinzentos da Fig. 12D).

6. DISCUSSAO

De acordo com a hipétese inicial, o presente estudo demonstra que: 1) a tVNS
ativa aumenta agudamente o controle reflexo da PA através de eleva¢des na cBRS
espontanea; 2) A relacdo LF/HF é diminuida pela tVNS ativa em homens saudaveis;
3) tVNS ativa promove uma pequena diminuicdo da FC; E 4) os efeitos mencionados
acima sao especificos para a estimulacdo do ABVN.

O barorreflexo € um sistema de feedback negativo, em circuito fechado, que
detecta a pressdo arterial através de barorreceptores, batimento a batimento, e
regula fisiologicamente a pressao arterial sistémica para atenuar as perturbacdes na
presséao arterial. Estudos prévios demonstraram que a estimulacdo aferente do nervo
vago restabelece o ponto de operacdo barorreflexo e induz uma inibicdo simpatica
em modelos animais (Kawada et al., 2014; Saku et al., 2014). O presente estudo
avanca o conhecimento em relacdo aos beneficios da tVNS sobre o controle
autonémico cardiaco em homens saudaveis. Adicionalmente, foi aplicada uma
abordagem para contornar os possiveis efeitos sensoriais (isto €, controle com
placebo através da estimulacdo do Iobulo da orelha) e, como esperado, o
procedimento de Sham-L n&do apresentou efeito no controle reflexo da PA. Portanto,
podemos atribuir que os efeitos positivos sobre o controle reflexo da PA sao devidos
a tVNS ativa. Os mecanismos especificos, subjacentes aos principais achados do
presente estudo, ndo sao totalmente compreendidos, mas alguns pontos relevantes
devem ser considerados.

A circuitaria central associada aos efeitos autondémicos da tVNS pode envolver
a ativacdo do NTS pelos ramos aferentes do ABVN. Quando ocorre a uniao das

fibras aferentes barorreceptoras vagais as do nervo glossofaringeo na projecédo de
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informacdes ao NTS, a tVNS pode potencializar a eficacia da cBRS no nivel do NTS
(Murray et al., 2016). Isso também levaria a uma ativacdo da CVLM para inibir a
RVLM e assim reduzir a estimulacdo simpatica tanto para o coracdo como para a
vasculatura periférica (Pilowsky e Goodchild, 2002; Guyenet, 2006; Murray et al.,
2016). Além disso, o NTS também poderia ativar o DMVN e o NAV para aumentar a
atividade parassimpatica cardiaca (Izzo et al., 1993). Apoiando essa ideia, Clancy et
al. (2014) demonstraram uma reducao significativa na atividade nervosa simpética
muscular através da tVNS, que pode atenuar a funcdo constritora dos receptores a-
adrenérgicos nos vasos sanguineos e assim diminuir a resisténcia vascular
periférica. Stavrakis et al. (2015) também conseguiram aumentar o intervalo RR
utilizando a tVNS de baixa amplitude em pacientes com fibrilacdo atrial paroxistica.
Considerando os resultados do presente estudo, as respostas fisiologicas
mencionadas anteriormente podem ser responsaveis pelas pequenas diminuicdes na
FC, elevacbes na modulacdo autondmica cardiaca e na cBRS espontanea,
observadas durante a tVNS ativa.

As diminuicbes na FC e na relacdo LF/HF durante a tVNS ativa estdo de
acordo com os resultados de Clancy et al. (2014), demonstrando que o tVNS
melhora o equilibrio simpato-vagal. Curiosamente, 0s sujeitos desse estudo
apresentaram menores valores na relacdo LF/HF, o que pode ser atribuido aos
diferentes tamanhos de amostra. O presente estudo foi realizado apenas em homens
jovens, enquanto Clancy et al. (2014) estudaram ambos 0s sexos e estudos
anteriores ja demonstraram que 0s hormoénios sexuais femininos, mais
especificamente o estrogénio (Mendelsohn e Karas, 1999), tém um efeito sobre a
modulacdo autondmica cardiaca (Tenan et al., 2014). Nesse sentido, os homens
tendem a ter um indice LF/HF em repouso maior do que as mulheres (Koenig e
Thayer, 2016). Por outro lado, nenhuma diferenca foi encontrada na PAS no
presente estudo, mas Clancy et al. (2014) mostram um aumento na pressao arterial
média (PAM) do dedo durante a tVNS ativa e sham. As razdes destas discrepancias
nao sao claras, mas alguns aspectos devem ser considerados. Por exemplo, foi
demonstrado que a postura corporal pode alterar o controle autonémico e
hemodinamico (Son e Lee, 2013; Abad et al., 2015), e os sujeitos do presente estudo

permaneceram sentados durante os protocolos, enquanto Clancy et al. (2014)
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realizaram seus testes em posicdo semi-supina. Foi preferido realizar os
experimentos na posi¢cdo sentada devido ao fato de que € provavel que as pessoas
possam conduzir a tVNS enquanto assistem TV ou outra atividade diaria (ex.,
validade externa). Além disso, 0s sujeitos do presente estudo eram saudaveis,
jovens e do sexo masculino, enquanto a amostra de Clancy et al. (2014) foi
composta por individuos do sexo masculino e feminino com faixa etaria entre 20 e 62
anos. Ademais, o presente estudo adicionou um protocolo placebo que minimiza os
efeitos sensoriais da tVNS (ex. Sham-L).

O presente estudo apresenta algumas limitagdes. Primeiro, o pequeno
tamanho da amostra aumenta o risco de erro de tipo Il. Em segundo lugar, uma vez
gue foram testados apenas individuos do sexo masculino, jovens e saudaveis, nao &
possivel estender os resultados para outras populacdes, tais como mulheres, idosos
e/ou doentes. Novos estudos sdo necessarios para examinar o impacto da tVNS
sobre o controle neural da PA nessas populacdes. Terceiro, foi utilizado um método
espontaneo ndo-perturbacional para avaliar a sensibilidade barorreflexa arterial. Os
meétodos perturbacionais, tais como a infusdo de farmacos vasoativos (ex., Oxford
modificado), permitem a andalise de uma amplitude maior da PA, enquanto o método
espontaneo nédo-perturbacional avalia uma amplitude limitada PA para a resposta
reflexa do barorreflexo. Os resultados do presente estudo, no entanto, mostram que
o método de sequéncia foi capaz de confirmar a hipotese inicial. Do mesmo modo,
varios estudos clinicos utilizaram a técnica de sequéncia e relataram alta
reprodutibilidade da sensibilidade barorreflexa espontanea usando a técnica de
sequéncia em repouso e durante perturbacbes (18, 19, 21), bem como a sua

correlacdo com o método de Oxford (7).
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo fornecem evidéncias de que a tVNS
melhora agudamente o controle reflexo da PA em individuos homens jovens e
saudaveis. Os resultados encontrados permitem sugerir que a cBRS espontanea e o
balanco simpato-vagal cardiaco podem desempenhar um papel nos mecanismos
envolvidos nos resultados benéficos relatados anteriormente causados pela tVNS.
Estudos futuros sdo necessarios para confirmar esses achados em populacdes

idosas e em doentes.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade de Brasilia

Faculdade de Educacéo Fisica

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Sr. esta sendo convidado como voluntario a participar da pesquisa:
Estimulacdo elétrica ndo invasiva do nervo vago melhora agudamente o controle da
pressdo arterial em homens jovens saudaveis. Neste estudo pretendemos verificar
se a estimulacao elétrica de um nervo que passa pelo coracdo promove alteracdes
no controle da presséao arterial.

Para este estudo vocé deverd comparecer trés vezes ao laboratério para
realizar os seguintes procedimentos: inicialmente ira permanecer sentado com 0s
antebracos apoiados na mesa, e dois aparelhos que aferem a pressao arterial
conectados, um no braco e outro em um dos seus dedos da mao. Também serao
acoplados em suas orelhas dois clipes do aparelho de estimulacdo elétrica. As
medidas serdo feitas durante 10 minutos de repouso, 15 minutos de estimulo elétrico
e 10 minutos de recuperacao quando o aparelho sera desligado.

Os testes podem causar algum desconforto para vocé como pequenos
choques e dolorimento local. Os voluntarios passardo por um processo de inclusao
para participarem do estudo e a amostra serd constituida de voluntarios com baixo
risco cardiovascular. Todos os procedimentos serdo realizados por profissionais da
area da saude com experiéncia nos testes.

Para participar deste estudo vocé n&o terd nenhum custo, nem recebera
qualquer vantagem financeira. Vocé sera esclarecido sobre o estudo em qualquer
aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera
retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A sua
participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade

ou modificacdo na forma em que é atendido pelo pesquisador.
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Todas as despesas que vocé tiver relacionadas diretamente ao projeto de
pesquisa (tais como passagem para o local da pesquisa, alimentacdo no local da
pesquisa ou exames para realizacdo da pesquisa) serdo cobertas pelo pesquisador
responsavel.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participacdo na
pesquisa, vocé podera ser indenizado, obedecendo-se as disposiches legais
vigentes no Brasil.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou
o material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissédo. O
Sr. ndo sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.

Se vocé tiver qualquer davida em relagcéo a pesquisa, por favor, telefone para
Diego Antonino ou Lauro Vianna, na Faculdade de Educacgéo Fisica da Universidade
de Brasilia no telefone (61) 3107-2512, de segunda a sexta-feira, no horario de 8:00
as 18:00 horas, podendo essa ligacao ser realizada a cobrar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que
uma coépia sera arquivada pelo pesquisador responsavel no Laboratério NeuroVASQ
da Universidade de Brasilia e a outra seréa fornecida a vocé.

Eu, , portador do RG n°.

, fui informado dos objetivos deste estudo, de maneira clara e

detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar
novas informagdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.
Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as

minhas duvidas.

Brasilia, de de 20 .

Nome Assinatura do participante

Nome Assinatura do pesquisador
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PESQUISADOR:

Universidade de Brasilia

Faculdade de Educacéo Fisica

Ficha de Coleta

DATA:

DADOS DO PARTICIPANTE
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NOME: DATA DE NASCIMENTO: /|
ALTURA: TELEFONE:
COLETA:
REPOUSO
TEMPO/ VARIAVEL PAS PAD FC PAM
3 MIN.
6 MIN.
9 MIN.
ESTIMULO
TEMPO/ VARIAVEL PAS PAD FC PAM
3 MIN.
6 MIN.
9 MIN.
12 MIN.
RECUPERACAO
TEMPO/ VARIAVEL PAS PAD FC PAM
3 MIN.
6 MIN.
9 MIN.
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