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SANTOS, FM ; SALGADO, HC. CONTROLE BARORREFLEXO DA FUNGCAO

AUTONOMICA NA HIPERTENSAO ARTERIAL INDUZIDA POR L-NAME.

FUNDAMENTAGCAO: Est4a bem estabelecido que o 6xido nitrico (NO) modula a
regulacdo neural cardiocirculatéria. Todavia, o papel do NO na modulacéo
auton6mica no inicio e no desenvolvimento da hipertensdo arterial induzida
pelo bloqueio da NO sintase (NOS) com N-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME) requer melhor documentacdo. OBJETIVO: Estudo da funcédo
autonémica em ratos acordados com hipertensdo arterial induzida pela
administracédo de L-NAME durante 2 e 14 dias. METODOS: Foi administrado L-
NAME (70 mg kg/p.o) durante 2 ou 14 dias. Foram utilizados os seguintes
protocolos experimentais: 1) Caracterizagdo hemodinamica, estudo da
variabilidade da PA e da FC, no dominio do tempo e da frequéncia, e dosagem
de noradrenalina renal; 2) Registro da atividade do nervo simpético renal
(ANSR) e estudo do barorreflexo. Os registros dos parametros hemodinamicos
foram realizados com os animais acordados, previamente canulados na artéria
e veia femorais, e implantado com eletrodo para registro da ANSR quando
exigido pelo protocolo experimental. RESULTADOS: Os ratos normotensos (n=
21) apresentaram PAM e FC, respectivamente, de 111 + 3 mmHg e 384 £ 7
bpm. Os ratos hipertensos L-NAME 2 dias (n=14) apresentaram valores de
139 + 2 mmHg e 391 + 16 bpm, enquanto os hipertensos L-NAME 14 dias
(n=9) apresentaram valores de 147 + 4 mmHg e 376 + 14 bpm. O balanco
simpato-vagal para o coragcdo ndo foi diferente entre os grupos estudados,
porém houve um aumento da variabilidade, no dominio do tempo (variancia),

da pressao arterial sistélica (PAS) no grupo hipertenso L-NAME 14 dias (28 + 5



mmHg? ), em comparacédo ao grupo hipertenso L-NAME 2 dias (22 + 2 mmHg?)
e ao normotenso (16 + 2 mmHg?) . O contetido de noradrenalina renal nao foi
diferente entre os grupos hipertensos L-NAME 2 e 14 dias e 0 grupo
normotenso (106 + 12 ng/g, 110 = 10 ng/g versus 125 + 9 ng/g). Observou-se
adaptacéo do barorreflexo (deslocamento da curva PAM vs ANSR a direita) no
controle da ANSR nos grupos hipertensos L-NAME 2 e 14 dias, com diminui¢c&o
da sensibilidade somente no grupo hipertenso L-NAME 14 dias (-1.9
mmHg%/Hz), em comparacdo ao grupo hipertenso L-NAME 2 dias (-2.8
mmHg?/Hz) e ao grupo normotenso (-3.3 mmHg®/Hz). A ANSR (em % da
atividade méaxima) néo diferiu entre os grupos hipertensos L-NAME 2 dias (40 +
4 %) e 14 dias (40 + 5% ), e 0 grupo normotenso (43 + 5%). CONCLUSAQ: Os
resultados obtidos em ratos acordados indicam que a hipertensédo arterial
induzida por L-NAME durante 2 e 14 dias ndo apresenta hiperatividade
simpética, esta associada a adaptacdo do barorreflexo aos niveis de
hipertensédo com diminuicdo da sua sensibilidade. Além disso, a hipertenséo L-
NAME mantém integra a modulacdo simpato-vagal cardiaca, porém apresenta

um aumento da variabilidade da PAS 14 dias ap0s o tratamento.
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SANTOS, FM ; SALGADO, HC. BAROREFLEX CONTROL OF AUTONOMIC

FUNCTION IN HYPERTENSION INDUCED BY L-NAME.

BACKGROUND: It is well established that nitric oxide (NO) modulates the
neural cardiocirculatory regulation. However, the role played by NO in the
autonomic modulation in the onset and development of arterial hypertension
induced by blockade of NO synthase (NOS) with N-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME) requires better documentation. OBJECTIVE: To exam the autonomic
function in conscious rats with arterial hypertension induced by administration of
L-NAME during 2 or 14 days. METHODS: L-NAME (70 mg/kg, p.0) was
administered during 2 or 14 days. The following experimental protocols were
carried out: 1) Hemodynamics characterization and exam of arterial pressure
(AP) and heart rate (HR) variability in the time and frequency domain, followed
by measurement of renal norepinephrine; 2) Recording of renal sympathetic
nerve activity (RSNA) and the study of baroreflex. Recordings of the
hemodynamic parameters were performed in conscious animals, previously
equipped with arterial and venous catheters into the femoral artery and vein,
and implanted with electrodes for recording the RSNA when required by the
experimental protocol. RESULTS: Normotensive rats (n = 21) showed mean
arterial pressure (MAP) and HR of 111 + 3 mmHg and 384 + 7 bpm. L-NAME
hypertensive rats treated during 2 days (n = 14) showed 139 + 2 mmHg and
391 + 16 bpm, while the L-NAME hypertensive rats treated during 14 days (n =
9) showed 147 + 4 mmHg and 376 = 14 bpm. The sympathetic-vagal balance
to the heart was not different between groups, but there was an increased

variability in the time domain (variance) of systolic blood pressure (SBP) in L-



NAME hypertensive rats treated during 14 days (28 + 5 mmHg2), as compared
to L-NAME hypertensive rats treated during 2 days (22 + 2 mmHg2) and
normotensive rats (16 £ 2 mmHg2). The renal content of norepinephrine was
not different between L-NAME hypertensive rats treated during 2 and 14 days
and the normotensive rats (106 + 12 ng /g, 110 £10ng / g versus 125+ 9 ng /
0). Resetting of the reflex control of RSNA (displacement of the MAP vs RSNA
curve to the right) was observed in L-NAME hypertensive rats treated during 2
and 14 days, with decreased sensitivity only in L-NAME hypertensive rats
treated during 14 days (-1.9 mmHg2/Hz), as compared to L-NAME hypertensive
rats treated during 2 days (-2.8 mmHg2/Hz) and the normotensive rats (-3.3
mmHg2/Hz). The RSNA (% of maximum activity) did not differ among L-NAME
hypertensive rats treated during 2 days (40 + 4%) and 14 days (40 + 5%), as
well as normotensive rats (43 £ 5%). CONCLUSION: The results obtained in
conscious rats suggest that arterial hypertension induced by the treatment with
L-NAME during 2 and 14 days shows no sympathetic hyperactivity, is
associated with the resetting of the reflex control of RSNA to the hypertensive
levels, combined with reduction of the baroreflex sensitivity. In addition, the L-
NAME hypertensive rats exhibited normal sympathetic - vagal cardiac
modulation after 2 or 14 days of treatment, but shows an increased variability of

SBP 14 days after treatment.
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1.0 INTRODUGAO
Oxido nitrico e o sistema cardiovascular

Mecanismos neurais desempenham um papel apreciavel na
regulacdo da presséo arterial (PA) e da funcdo cardiovascular em seres
humanos e em diversos modelos de experimentacdo animal (Krieger e cols.,
1982; Abboud e cols., 1983; Chapleau e Abboud 2001; Ma e cols., 2003). O
sistema nervoso central modula a atividade eferente autonémica para o
coracdo e vasos sanglineos por meio de varios reflexos, determinando a
homeostase cardiocirculatoria. O barorreflexo arterial é o principal
responsavel pela manutencdo da PA, momento a momento, em niveis
normais (Krieger e cols., 1982).

Desde a descoberta de que o 6xido nitrico (NO) ndo € apenas um
regulador do tdbnus da musculatura lisa vascular (Furchgott e Zawadzki,
1980), mas também um neuromodulador do sistema nervoso central e
periférico, ja estd bem estabelecido que as agbes cardiovasculares deste
gas néo estdo relacionadas, somente, com seus efeitos diretos nos vasos
sangiineos, mas também, aos seus efeitos sobre estruturas neurais que
contribuem para a geracdo da atividade autonémica no sistema nervoso
central e periférico (Matsumura e cols., 1998; Kagiyama e cols., 1997,
Zanzinger, 1999). Murad e cols. (1994) mostraram que o NO pode iniciar
seus efeitos biolégicos por meio da ativagcdo da enzima guanilato ciclase
solavel, ou mediando diversas reacdes bioldgicas, constituindo-se, portanto,
um neuromodulador enddgeno.

O oOxido nitrico derivado do endotélio € considerado um agente

vasodilatador importante na regulacéo da presséao arterial (Liu e cols., 1998;
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Augustyniak e cols., 2005). H& evidéncias de que o NO também atue como
um neuromodulador no controle da PA e da freqiéncia cardiaca (FC) (Liu e
cols. 1998). Estudos mostraram que o bloqueio agudo da producéo de NO
aumenta a PA, a resisténcia vascular periférica, e provoca alteracées na
funcdo ventricular e na complacéncia da aorta (Hu e cols. 1997). A inibicao
prolongada da sintese de NO também eleva a PA, e provoca alteracdes de
estruturas cardiovasculares, como por exemplo, 0 espessamento da artéria
mesentérica (Zhao e cols., 1999); hipertrofia cardiaca (Wang e cols., 2005) e

lesdes esclerdticas no leito renal (Baylis e cols.,1992).

Cadeia oxido nitrico- GMPc -fosfodiesterases

O NO € um gas, o qual é liberado quando a L-arginina é convertida a
L-citrulina pela enzima NO sintase (NOS) (Palmer e cols., 1988), (Figura 1).
Existem quatro isoformas conhecidas de NOS responséaveis pela producéo
de 6xido nitrico, a NOS neuronal (nNOS), a NOS induzivel (iNOS), a NOS
endotelial (eNOS), e a NOS mitocondrial (mMNOS) (Elfering e cols, 2002). O
NO ativa a enzima guanilato ciclase, a qual, por sua vez, catalisa a sintese
do GMP ciclico (GMPc), um segundo mensageiro, 0o qual afeta a funcéo de
canais ionicos das membranas celulares, das fosfodiesterases, e de
proteinas quinases dependentes de GMPc, modulando, subsequientemente,
as funcdes celulares, incluindo a transcricdo génica (Krukoff, 1999). A acgéo
vasodilatadora do 6xido nitrico decorre da ativagdo da guanilato ciclase, cuja

funcéo é transformar o GTP em GMP ciclico; esse por sua vez € capaz de
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promover o relaxamento das fibras musculares lisas dos vasos, e,
consequentemente, induzir vasodilatagao (Randall e col.1999).

A degradacdo do GMPc na célula endotelial é exercida por
fosfodiesterases, as quais transformam o GMPc no seu composto inativo, o
5 GMP (Randall e col.1999). As fosfodiesterases sdo enzimas constituidas
por 11 familias (1 a 11) agrupadas de acordo com a especificidade de seu
substrato, com a sensibilidade a inibidores, com seu mecanismo de
regulacdo, e sequéncia de aminoacidos (Mennitie cols.,, 2006). As
fosfodiesterases se expressam em diversas regides, como o cérebro, o
coracdo, 0S rins, vasos, cOrtex adrenal, retina, pulmdo, etc. (Laties e
Zrenner, 2002). Estas enzimas catalisam a hidrolise do nucleotideo ciclico
3'-5" GMPc ao correspondente nucleotideo inativo 5° monofosfato (5’GMP),
como ilustrado na figura 1. Sabe-se, ainda, que além das fosfodiesterases
atuarem na degradacdo do GMPc, elas sofrem, também, uma acgédo
modulatéria do préprio GMPc (Krukoff, 1999; Murthy, 2001).

Por outro lado, Esta via do NO- GMPc tem sido descrita, também,
como moduladora do controle neural da circulacdo (Garthwaite, 1991,

Zanzinger,1999).
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Modelo de hipertensao arterial L-NAME

O modelo de hipertensédo arterial induzida pela administracao
prolongada de N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um inibidor ndo seletivo
da NOS, foi originalmente descrito por Ribeiro e cols. (1992), os quais
observaram que a administracdo de L-NAME junto a agua de beber de ratos,
durante 4 a 6 semanas, provocou elevacdo da PA. Esta hipertensdo é
caracterizada como tempo e dose dependente (Arnal e cols., 1992). Esta
associada, também, & vasoconstricdo predominantemente arteriolar, e ao
aumento da resisténcia vascular periférica (Yamada e cols., 1996; Qui e cols.,
1998; Biancardi e cols., 2007). Tem sido sugerido na literatura que na
hipertensdo prolongada induzida pelo L-NAME haja um envolvimento dos
sistemas nervoso simpatico e renina angiotensina (Qiu e cols., 1998; Eshima e
cols.,, 2000). Ha evidéncias de que a hipertensdo desenvolvida apés a
administragdo prolongada de L-NAME €& acompanhada por taquicardia,
sugerindo que o desenvolvimento da hipertensdo arterial L-NAME é
dependente de uma hiperatividade simpatica sobre o sistema cardiocirculatério
(Vasquez e cols., 1994; Souza e cols., 2001).

Estudos mostraram que a hipertenséo arterial induzida pela inibicdo da
sintese do NO provoca alteracbes da funcdo barorreflexa. Todavia, o0s
resultados obtidos apresentaram-se, de certa forma, controvertidos.

Baseado no acima exposto, entende-se que estudos complementares,
como por exemplo: variabilidade da PA e FC, contetdo renal de noradrenalina,
e a atividade do nervo simpatico renal (ANSR), como realizados no presente

estudo, contribuirdo para melhor caracterizar o controle barorreflexo da PA e
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FC, bem como a atividade simpatica em ratos com hipertensdo arterial

induzida por L-NAME.

Hipertensdo L-NAME e atividade simpatica

Uma analise cuidadosa da literatura revela, ainda, uma certa
controvérsia quanto ao aumento da atividade simpatica no modelo de
hipertenséo arterial induzida por L-NAME.

Ja se conhece o efeito vasodilatador do GMPc em fungcdo do NO
(Ignarro e cols., 1999). Sabe-se, inclusive, que a inibi¢cdo crbnica da sintese de
NO com L-NAME eleva a PA (Ribeiro e cols., 1992; Yamada e cols., 1996; Qui
e cols., 1998; Ramchandra e cols., 2007). Considera-se que o NO age,
centralmente, exercendo uma influéncia tbnica inibitoria na atividade simpatica,
e consequentemente, modula os niveis basais de PA (Sakuma e cols., 1992;
Togashi e cols., 1992).

Segundo a literatura, varias abordagens, direta e indireta, tém sido
utilizadas para o estudo da atividade simpatica em diversos modelos
experimentais, como por exemplo, no modelo de hipertensdo L-NAME. Dentre
as abordagens utilizadas para a avaliacdo indireta da modulacdo simpética
sobre o sistema cardiocirculatorio estdo a dosagem plasmatica e tecidual de
noradrenalina (Matsuoka e cols.1994, e Scrogin e cols.1998), a inativagéo
simpatica, por meio do bloqueio ganglionar (Sander e cols., 1998; Biancardi e
cols., 2007), a desnervacéo renal bilateral (Matsuoka e cols., 1994; Granger e
cols., 1996), e, também, a analise da variabilidade da PA e FC no dominio do
tempo e da frequéncia (Blanc e cols. 1994; Miao e cols.2001; Souza e cols.,

2001 e Wang e cols., 2005).
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Variabilidade da PA e FC no modelo de hipertenséo L-NAME

A analise da variabilidade PA e da FC, no dominio do tempo e no
dominio da freqUéncia, tem sido utilizada para avaliar a modulacdo autonémica
sobre o sistema cardiovascular (Akselrod e cols., 1981, Malliani e cols., 1991).

Ja foi demonstrado em ratos normotensos que oscilagbes de baixa
frequéncia (LF) presentes na FC refletem ambos o0s componentes
autondmicos, simpatico e parassimpético (Cerutti e cols., 1991; Rimoldi e cols.,
1990; Malliani e cols., 1991). As oscilagOes de alta frequéncia (HF) refletem,
principalmente, a modulagéo vagal cardiaca, e a relacdo LF/HF da FC reflete o
balanco simpato-vagal cardiaco (Akselrod e cols., 1981). A banda de LF da
PAS reflete, sobremaneira, a modulacdo simpatica vascular (Pagani e cols.,
1986; Julien e cols., 1995), enquanto que a banda de HF é influenciada,
principalmente, pela mecéanica respiratoria (Furlan e cols.,1990; Rimoldi e cols.,
1990).

Esta abordagem tem permitido examinar a modulacao simpatica sobre o
sistema cardiocirculatorio, particularmente em condic¢des fisiopatolégicas, como
a hipertenséo arterial, em humanos (Guzzetti e cols., 1988) e em animais de
experimentacdo (Castellano e cols., 1995; Souza e cols., 2001), inclusive, no
modelo de hipertensao arterial induzida por L-NAME. (Blanc e cols. 1994; Miao
e cols.2001; Souza e cols., 2001 e Wang e cols., 2005). A maioria dos estudos
sobre a hipertensao arterial L-NAME mostra um aumento da variabilidade da
PAS, sem alteracdo da variabilidade da FC (Blanc e cols. 1994; Miao e
cols.2001; Wang e cols., 2005). Entretanto, Manning e cols. (1993) e Souza e

cols. (2001) observaram diminuigdo da variabilidade da FC. Nos estudos da
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variabilidade cardiocirculatéria no dominio da freqténcia, as bandas de LF
presentes na FC (Cerutti e cols., 1991; Rimoldi e cols., 1990; Malliani e cols.,
1991), e na PA (Pagani e cols., 1986; Julien e cols., 1995) refletem,
fundamentalmente, a modulacdo simpatica sobre o coracdo e vasos de
resisténcia, respectivamente.

Sabe-se que a inibicho aguda da sintese de NO promove uma
diminuicdo da banda de LF da PAS, tanto em humanos (Castellano e cols.,
1995), quanto em animais (Gouedard e cols., 1996; Cordero e cols., 1994).
Entretanto, ndo hé relatos na literatura sobre o estudo da variabilidade da PAS
no dominio da frequéncia, no modelo de hipertensdo L-NAME. Por outro lado,
ha relatos de aumento da banda de HF da FC apds inibicdo aguda da sintese
de NO (Cordero e cols., 1994), e diminuicdo da banda de LF da FC ap6s uma
inibicdo mais prolongada, ou seja, durante 6 dias (Souza e cols., 2001).

Assim, julga-se bastante oportuno o estudo da variabilidade da FC e da
PA, no dominio do tempo e da frequéncia, no modelo de hipertensdo arterial
induzida pela inibicdo da sintese de NO por meio da administracdo de L-NAME,

tanto a curto (2 dias) quanto a longo prazo (14 dias).

Conteudo renal de noradrenalina no modelo de hipertensao L-NAME

O estudo dos niveis de catecolaminas, ou a técnica do “spillover”, tanto
em humanos (Esler e cols.,1981), quanto em animais (Young e cols., 1982),
permite uma avaliagdo indireta da atividade simpatica global, ou para um 6rgéo
especifico, como por exemplo, o coracdo de ratos diabéticos com

hiperatividade simpética cardiaca (Fushimi e cols., 1982), tecido adiposo de
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ratos expostos a condi¢cdo de estresse (Garofalo e cols., 1996), rim do SHR
(Donohue e cols., 1987), e, inclusive, rim de ratos com hipertensao arterial
induzida por L-NAME (Scrogin, e cols., 1998; Matsuoka e cols., 1994).

Estudos em diferentes modelos experimentais de hipertensdo arterial,
como o SHR (Kleine e cols., 1980), a hipertensédo associada a obesidade, em
cdes (Kassab e cols., 1995), e também a hipertensdo arterial L-NAME, em
ratos (Matsuoka e cols., 1994) mostraram que a desnervagéo renal atenuou a
magnitude da hipertensdao ou retardou o desenvolvimento da mesma. Além
disso, Esler e cols., (1981) mostraram que individuos com hipertensédo
essencial apresentam um “spillover” de noradrenalina total elevado, e que
cerca de 50% deste aumento seja devido aos niveis aumentados de
noradrenalina renal (Esler e cols., 1986). Ha relatos também de que o
“spillover” de noradrenalina renal esta aumentado na hipertenséo relacionada a
obesidade, em humanos (Rumantir e cols., 1999). Portanto, a dosagem do
conteudo de noradrenalina renal, constitui-se, também, um método quantitativo
indireto de avaliacdo da atividade simpatica.

Pelas razbes acima expostas, o presente estudo realizara a dosagem do
contetdo renal de noradrenalina, como um método auxiliar ao registro direto da

ANSR, que sera descrito a seguir.
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ANSR e Controle barorreflexo no modelo de hipertensao L-NAME

Grande parte dos estudos que sugeriram a existéncia de hiperatividade
simpatica no modelo de hipertensédo L-NAME utilizou abordagens indiretas para
avaliar a atividade simpatica. Segundo Matsuoka e cols. (1994), a desnervacgao
renal bilateral, em ratos, retardou e atenuou a hipertensédo provocada pelo L-
NAME, sugerindo que o nervo renal, de fato, participa do desenvolvimento da
hipertenséo arterial induzida pela inibicdo prolongada da NOS. Por outro lado,
Sander e cols. (1997) e Biancardi e cols. (2007) avaliaram, indiretamente, a
participacdo da atividade simpatica em ratos com hipertensdo L-NAME por
meio do bloqueio ganglionar. Sander e cols. (1997) sugeriram a existéncia de
hiperatividade simpética somente na fase tardia da hipertensdo arterial L-
NAME. Em contrapartida, Biancardi e cols. (2007) sugeriram a existéncia de
hiperatividade simpatica tanto no inicio, quanto na manutencédo da hipertenséo
induzida por L-NAME, em ratos tratados durante 2 ou 7 dias com L-NAME.

Em contrapartida, a obtencdo da maxima informacdo de modelos
experimentais requer sistemas que possuam uma capacidade acurada de
registrar alteracdes da fungdo cardiovascular do animal (Whitesall e cols.,
2004). Por esta razao, varios estudos experimentais tém sido realizados em
cées, ratos e coelhos, por meio do registro direto da atividade do nervo
simpatico renal (ANSR) (Sakuma e cols., 1992; Hirai e cols. 1995; Ramchandra
e cols. 2005; Ramchandra e cols., 2007), uma vez que o registro direto da
atividade neural prové maior acuidade e reprodutibilidade dos resultados.

Acredita-se que a preferéncia pela ANSR seja devido a caracteristica do
nervo, o qual é constituido quase que exclusivamente por fibras pos-

ganglionares (Ramchandra e cols., 2006). Mesmo sabendo-se da existéncia de
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um controle diferencial da atividade simpatica para diferentes leitos vasculares
(Barman e cols., 1984; Hirai e cols., 1995; Morrison e cols., 2001; Ramchandra
e cols., 2006; Kanbar e cols., 2007).

A administracdo aguda de L-NAME em ratos anestesiados mostrou
diminuicdo da ANSR (Hirai e cols.,1995), enquanto que a administracdo aguda
da N-metil-L-arginina (NMA) mostrou aumento transitério da mesma (Sakuma e
cols. 1992). Todavia, sabe-se que a anestesia influencia, de maneira
significativa, as respostas reflexas cardiovasculares (Shimokawa e cols., 1998).

Por outro lado, no Unico estudo em que se realizou o registro direto da
ANSR, em coelhos acordados, ndo foi observada nenhuma alteracdo
significativa da ANSR ap0s a inducao da hipertensdo pelo L-NAME durante 1
semana (Ramchandra e cols.,2007). Este estudo mostrou que a ANSR nao
esta aumentada no modelo de hipertensdo arterial L-NAME (Ramchandra e
cols., 2007). Assim, o papel do NO em mediar a atividade nervosa simpética
pode ser considerado, ainda, controvertido. Além disso, com exce¢do ao
estudo de Ramchandra e cols. (2007), a maioria dos estudos abordou o papel
do NO agudamente, e, em animais anestesiados.

Outro aspecto, ainda controvertido, no modelo de hipertensdo L-NAME é
a presencga, ou ndo, de alteragbes no barorreflexo. Alguns autores observaram
diminuicdo no ganho do barorreflexo no controle da FC (Lantelme e cols., 1994;
Souza e cols., 2001) ou da ANSR (Scrogin e cols., 1998; Ramchandra e cols.,
2007). Enquanto que outros relataram aumento (Vasquez e cols.1994), ou
inalteracdo da sensibilidade no controle barorreflexo da FC (Banting e cols.

1996).
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Tendo em vista a ndo uniformidade dos resultados disponiveis na
literatura relativos ao papel do 6xido nitrico na modulacdo da atividade
simpatica decorrente da hipertenséo arterial induzida pela inibicdo da sintese
de NO, faz-se necessario um estudo mais acurado de avaliacdo da atividade
simpatica.

Em sintese, o presente estudo propde examinar a atividade simpatica
diretamente, por meio do registro da ANSR em ratos acordados com
hipertenséo arterial L-NAME 2 e 14 dias. E ainda, utilizar abordagens indiretas
para auxiliar o estudo da modulagdo simpatica no modelo de hipertenséo L-
NAME, como o estudo da variabilidade da PA e da FC, bem como a dosagem

do conteudo de noradrenalina renal.
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2.0 OBJETIVOS

GERAL

Estudo do balangco autondémico em ratos acordados com hipertensdo arterial

induzida pela administragdo de L-NAME durante 2 e 14 dias.

ESPECIFICOS

Avaliar no modelo de hipertensdo L-NAME 2 e 14 dias:

= O balango simpato-vagal cardiocirculatério por meio da andlise de variabilidade
da presséo arterial e da freqiiéncia cardiaca, no dominio do tempo e da
frequiéncia

= Avaliar o contetdo de noradrenalina renal

= A atividade do nervo simpatico renal (ANSR)

= O controle barorreflexo da ANSR
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3.0 MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, com peso entre 250 e 300 gramas,
provenientes do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto. Estes
animais foram inicialmente mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia,
acondicionados em caixas com no maximo 5 animais, as quais foram mantidas
em uma sala com temperatura de 23°C, umidade de 40 a 70%, e ciclo claro-
escuro de 12 horas, com livre acesso a ragdo e agua. Os experimentos foram
realizados no periodo das 10 as 19 horas, os animais foram levados
previamente ao laboratério para adaptacgao.

Este trabalho estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CETEA) da FMRP em reuni&o de 29 de outubro

de 2007 (n° do protocolo 142/2007).

Protocolos e grupos experimentais

O estudo foi constituido de ratos normotensos, formado pelo conjunto de
ratos que beberam agua durante 2 e 14 dias (n=31), ratos hipertensos tratados
com L-NAME durante 2 dias (n=21), e ratos hipertensos tratados com L-NAME
durante 14 dias (n=16). O tratamento foi realizado por meio de gavagem, e a

dose de L-NAME utilizada foi 70 mg/kg de peso.
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Foram realizados 2 protocolos experimentais:

Protocolo 1: Caracterizacdo hemodinamica, estudo da variabilidade da
PA e da FC, e dosagem de noradrenalina renal.

Protocolo 2: Registro da atividade do nervo simpético renal (ANSR) e
estudo do barorreflexo.

Assim, de acordo com os protocolos acima (1 e 2), os animais foram
subdivididos nos seguintes grupos experimentais:

Grupo 1: Ratos normotensos submetidos & caracterizacdo
hemodinamica, ao estudo da variabilidade da PA e FC, e dosagem do

conteudo de noradrenalina renal.

g))

Grupo 2: Ratos hipertensos L-NAME 2 dias submetidos
caracterizacdo hemodinamica, ao estudo da variabilidade da PA e FC, e
dosagem do conteudo de noradrenalina renal.

Grupo 3: Ratos hipertensos L-NAME 14 dias submetidos a
caracterizagdo hemodinamica, ao estudo da variabilidade da PA e FC, e
dosagem do conteudo de noradrenalina renal.

Grupo 4: Ratos normotensos submetidos ao estudo da ANSR e
controle barorreflexo da ANSR.

Grupo 5: Ratos hipertensos L-NAME 2 dias submetidos ao estudo da
ANSR e controle barorreflexo da ANSR.

Grupo 6: Ratos hipertensos L-NAME 14 dias submetidos ao estudo da

ANSR e controle barorreflexo da ANSR.
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Procedimentos cirurgicos

Implantacdo de canula na artéria e veia femorais

Os animais foram submetidos a anestesia com tribromo-etanol (250
mg/kg de massa corpoérea, i.p). Em seguida foram implantadas canulas de
polietileno (Becton Dickinson, New Jersey, USA), PE-10 soldada a um PE-50,
na artéria e veia femorais esquerdas. Estas cénulas foram exteriorizadas no
dorso do animal para registro da presséo arterial pulsatil (PAP) com os animais
acordados, e para administracao de drogas através da veia femoral esquerda.
Alguns animais, de acordo com o protocolo experimental, receberam, somente,
canula na artéria femoral esquerda. Os animais submetidos apenas a
canulacao arterial foram colocados em gaiolas individuais para recuperacéo da
cirurgia durante 24 horas. Os animais submetidos a canulacédo da artéria e veia
femorais foram submetidos, também, ao implante de um eletrodo no nervo

simpatico renal.

Implantacdo do eletrodo no nervo simpatico renal

A cirurgia para a implantagdo do eletrodo no nervo renal consistiu em
uma laparotomia mediana, ap0s a qual o intestino foi retraido para permitir a
visualizacdo do rim esquerdo, enquanto que a artéria e veia renais foram
cuidadosamente tracionadas para expor o nervo renal. Um pequeno segmento
do nervo foi isolado com o auxilio de um microscépio cirdrgico (mod. MC-
M902MFZ, D.F.V. Com. Ind. Ltda, Sédo Paulo, SP) e colocado sobre um

eletrodo bipolar de aco inoxidavel (figura 2), o qual foi fixado com resina de
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polivinilsiloxano (Super-Dent, Carlisle Laboratories, Inc. Rockville Centre, NY,
USA) para permitir o registro da ANSR mesmo durante a deambulagdo do
animal. O eletrodo, uma vez implantado, foi exteriorizado na regido dorsal do
animal, juntamente as canulas da artéria e da veia femoral. A seguir, 0s
animais foram colocados em gaiolas individuais para recuperacdo da cirurgia

durante 6 a 8 horas.

Registro da Presséao arterial e da ANSR

Apos 6 a 8 horas do procedimento cirargico, o animal foi colocada no
interior de uma gaiola de Faraday pelo menos 1 hora antes do inicio da coleta
de dados. Os experimentos foram realizados sob condi¢des apropriadas (luz e
temperatura) para registro de sinais biolégicos em animais acordados. A
canula arterial foi conectada a um transdutor de pressao (Statham P23Gb), e a
PAP foi continuamente registrada em um microcomputador por meio de uma
interface analdgico-digital (CAD 12/36, Lynx Tecnologia, SP). A canula venosa
foi conectada a uma seringa contendo a substancia a ser injetada (fenilefrina,
FE, ou nitroprussiato de sédio, NPS). A ANSR foi amplificada e filtrada, em um
amplificador (Cyberamp 320, Axon Instruments, USA) e registrada,
continuamente, em um microcomputador por meio de uma interface analdgico-
digital (CAD 12/36, Lynx Tecnologia, SP), com uma freqiiéncia de amostragem
de 10 kHz. Apos o registro da PAP e da ANSR em condi¢cdes basais, por
aproximadamente 10 minutos, 0s animais receberam a administracdo de
fenilefrina (4 pg/kg em 50 uL), seguida de nitroprussiato de sddio (32 pg/kg em
50 pL), a fim de promover alteragdes da PA suficientes para se determinar a

faixa de ANSR.
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Figura 2: Eletrodo e estruturas anatémicas envolvidas no registro da ANSR.
(A) Eletrodo bipolar de aco inoxidavel. (B) Visao panoramica da abordagem por
meio da laparotomia mediana. (C) Relacdo anatbmica entre veia renal, artéria
renal e nervo renal. (D) Relacdo anatdmica entre veia renal, artéria renal e

nervo renal posicionado sobre o eletrodo.
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Determinacéo da presséo arterial pela medida indireta do pulso arterial da
cauda do rato

Para monitorizar a presséo arterial dos ratos durante o tratamento com
agua, ou L-NAME, foi utilizado o método indireto (ndo invasivo) de medida da
PA, pela medida do pulso arterial da cauda do rato (modelo 29-SSP, IITC,
Incorporation, Woodland Hills, CA, USA). A medida foi realizada antes de iniciar
o tratamento, no periodo intermediario do tratamento (1 ou 7 dias), e no final do

tratamento (2 e 14 dias), imediatamente antes da cirurgia.

Determinacéo da noradrenalina renal

Para a determinag&o da concentracdo renal de noradrenalina, um grupo
de animais de cada condicdo experimental (normotenso, L-NAME 2 dias e L-
NAME 14 dias) foi sacrificado por decapitacdo e os rins foram rapidamente
retirados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido, e mantidos sob
refrigeracéo a -70°C para posterior analise. Os tecidos foram homogeneizados
em acido perclérico 0,2 N, contendo metabissulfito de sédio 1% e EDTA 1mM.
O homogeneizado foi centrifugado sob refrigeragdo a 6000 g, durante 10
minutos, e o sobrenadante transferido para tubos de plastico contendo tampéao
Tris-HCI 2 M (pH 8,9) com 0,5% de metabissulfito de sédio, 2,5% de EDTA e
50 mg de alumina previamente ativada em estufa a 100 °C (por meia hora).
Diidroxibenzilamina foi utilizada como padrao interno. As amostras foram entao
agitadas durante 20 minutos, centrifugadas e apos aspiracdo do sobrenadante
a alumina foi lavada. As catecolaminas foram extraidas da alumina pela adicéo
de solucdo eluidora contendo acido perclorico 0,1 N, sob agitacdo de 10

minutos (Krustolovic,1982). Aliquotas de 100 ul das amostras assim obtidas
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foram analisadas em um cromatografo modelo LC-7A, equipado com uma
coluna de fase reversa Spherisorb ODS Il (Sigma-Aldrich), acoplado a um
detector eletroquimico modelo L-ESD-6A e a um poligrafo modelo C-R5A,

todos da marca Shimadzu.

Protocolo experimental 1: Caracterizagdo hemodinamica do modelo de
hipertensdao L-NAME, estudo da variabilidade da PA e da FC e dosagem

de noradrenalina renal

A figura 3 ilustra o protocolo experimental 1. O primeiro procedimento
realizado foi a medida indireta da pressédo arterial por meio da detecg¢do do
pulso arterial da cauda do rato, a fim de estabelecer os niveis pressoricos dos
animais no decorrer do tratamento com agua ou L-NAME. No dia anterior ao
experimento, os animais foram submetidos a cirurgia para canulacéo da artéria
femoral, para possibilitar a medida direta da PA. Apds 24 horas de recuperacao
da cirurgia foram iniciados os procedimentos de registro da PA e FC. Apds o
registro, os animais foram submetidos a decapitagdo seguida de retirada dos

rins.
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Protocolo Experimental 2: Registro da ANSR e estudo do barorreflexo

A figura 4 ilustra o protocolo experimental 2. Os animais submetidos a
este protocolo foram submetidos as mesmas condi¢des de tratamento e
monitorizagdo indireta da PA durante o tratamento com agua ou L-NAME. No
dia do experimento, os animais foram submetidos a cirurgia para canulacao de
vasos e implantacdo do eletrodo no nervo simpético renal. ApGs 6 a 8 horas de
recuperacao da cirurgia foram iniciados os procedimentos de registro da PAP,
pressdo arterial média (PAM) e ANSR, com o animal acordado. Os registros
foram realizados, inicialmente, num periodo basal de 10 minutos, e em seguida
foram feitos registros continuos apds administracdo de drogas vasoativas até o

final de seus efeitos.
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Figura 3: Protocolo experimental 1: Caracterizagdao hemodindmica do modelo de hipertensdao L-NAME, estudo da

variabilidade da PA e da FC, e dosagem de noradrenalina renal
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Figura 4: Protocolo experimental 2: Registro da ANSR e barorreflexo
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Andlise dos Dados: Atividade média do nervo simpéatico renal

Para obtencdo da ANSR média foram separados trechos de 15
segundos do registro da PAP e da ANSR do periodo basal (Figura 5). Para o
calculo da média da ANSR foi realizada uma integracdo a cada batimento
cardiaco, por meio do programa Advanced CODAS/Windaq, Dataq Instruments
Inc., Akron, EUA. No periodo em que foi administrada fenilefrina foi calculada a
atividade neural minima. Este valor foi considerado como ruido e subtraido da
série temporal da ANSR. No periodo em que foi administrado o NPS foi
calculada a ANSR maxima. Por se tratar de um registro multifibras, a ANSR foi
normalizada em funcdo de sua atividade maxima (maxima = 100%), para

permitir a comparagao entre animais.
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Figura 5: Registro da presséo arterial pulsatil (PAP, painel superior) e atividade
do nervo simpético renal (ANSR, painel inferior) de um rato representativo do

grupo normotenso.
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Curva de Presséo Arterial Média versus ANSR

Para a construgdo da curva de PAM versus ANSR, foram separados
trechos do registro da PA e da ANSR, durante as elevagdes e reducdes da PA
promovidas pela administracdo de fenilefrina e nitroprussiato de sodio,
respectivamente, como ilustrado na figura 6. A PAM do trecho selecionado foi
calculada e a ANSR foi integrada a cada batimento cardiaco por meio do
programa Advanced CODAS/Windaq, Dataq Instruments Inc., Akron, EUA.

A partir dos valores de PAM obtidos apds a administracdo de fenilefrina
e nitroprussiato de sddio, e os valores correspondentes da ANSR integrada e
normalizada, foram construidas curvas de PAM versus ANSR. Uma regresséo
logistica sigmoidal de 4 parametros, baseada no algoritmo de Levemberg-
Marquadt (Marquadt 1967), foi aplicada a curva, da qual foram extraidos os
parametros para o estudo da ANSR (Sigmaplot v9.0, SPSS Inc., IL, USA),
como ilustrado na figura 7. Os parametros compreendem: faixa ou variacdo da
atividade neural, ganho maximo (obtido pela inclinacdo da curva ou por meio
da 12 derivada da regressdo sigmoidal), PAM correspondente a 50% do
méaximo da atividade neural (PAMsp), € valor minimo da atividade neural. A
PAM que induz descargas continuas (saturagdo) do nervo renal (PAMsy) € a
PAM correspondente ao limiar de ativacdo do nervo renal (PAMjy,) foram
obtidas por meio da terceira derivada da regressdo sigmoidal, a partir do

primeiro e segundo pontos de inflexdo, respectivamente (Figura 7).
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Figura 6: Registro tipico da pressado arterial pulsétil (PAP) e da atividade do

nervo simpatico renal (ANSR), no periodo basal e apds administracdo de

fenilefrina (FE, painel esquerdo) e nitroprussiato de sédio (NPS, painel direito).
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Figura 7: Correlacdo entre pressao arterial média (PAM) e atividade do nervo
simpatico renal (ANSR). No painel superior esta representada a regressao sigmoidal
calculada a partir da curva de PAM versus ANSR. Em destaque encontra-se a 12
derivada da regressdo sigmoidal, a qual representa o ganho da curva. No gréafico
inferior esta representada a 32 derivada da regressdo sigmoidal, utilizada para

localizar os pontos de inflexdo maximos, representando a PAMg,: € a PAMim,.
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Analise da Variabilidade da Pressao arterial sistélica e da freqiiéncia cardiaca

Para andlise da variabilidade da presséo arterial sistélica (PAS) e da FC
foram separados trechos com 15 minutos de duracdo, onde estes parametros se
apresentaram relativamente estaveis, ou seja, com auséncia de artefatos ou grandes
oscilagbes. No presente estudo, valores de intervalos de pulso (IP) foram utilizados
para a realizacdo da analise da variabilidade da FC. Os valores de PAS e IP foram
re-amostrados em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolacao cubica do tipo
“spline”, para regularizagdo do intervalo de tempo entre batimentos. As séries com
15 minutos, ou seja, 9000 valores interpolados de PAS e IP foram divididas em 34
segmentos com 512 valores cada, com sobreposicédo de 50 % (Protocolo de Welch,
Figura 8).

A estacionariedade dos valores de PAS e IP de cada segmento foi examinada
visualmente, e aqueles segmentos com artefatos ou grandes oscilagdes foram
excluidos. Cada segmento estacionario de PAS e IP teve sua média e desvio padrédo
da média calculados, e foram submetidos a analise espectral pela Transformada
Rapida de Fourier (FFT), apés janelamento do tipo Hanning. Os espectros de PAS e
IP foram integrados em bandas de baixa (LF: 0,2 - 0,75 Hz) e alta frequéncia (HF:
0,75 - 3 Hz), como ilustrado na Figura 9.

As meédias das poténcias dos espectros da PAS e da IP, em ambas as
bandas de frequéncia (LF e HF), foram utilizadas para expressar a poténcia de LF e
HF da PAS e do IP para cada rato. A poténcia relativa (%) dos espectros de PAS e
IP, em cada banda de frequiéncia, bem como a raz&o entre as poténcias de LF e HF

(LF/HF) do IP dos mesmos, foram determinadas.
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No presente estudo, a analise da variabilidade da FC e da PAS também foi
realizada no dominio do tempo. Para isto, periodos estacionarios (15 minutos) foram
separados das séries de IP, e a média e o desvio padrdao foram calculados,
permitindo a representacdo das meédias do IP, da PAS, e de suas respectivas

variancias.
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PROTOCOLO DE WELCH

| 15 min (2000 valores)
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250 m— 768
512 m— 1024
768 m— 1280

1024 =— 1536

Figura 8: Representacdo esquematica da segmentacdo das séries temporais
(Protocolo de Welch) para analise espectral da freqiéncia cardiaca e da pressao

arterial.
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Figura 9: Espectro representativo da frequéncia cardiaca de um rato Wistar
normotenso em condigbes basais. As bandas de baixa e alta frequéncia (LF e HF)

do espectro estéo representadas nas cores cinza e preto, respectivamente.
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ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como meédia £ EPM. A presséao arterial média, a
frequéncia cardiaca, os dados de variabilidade, os valores do contetdo renal de
noradrenalina, a atividade do nervo renal, bem como os parametros da curva PAM
versus ANSR foram comparados entre 0s animais normotensos e 0s animais
hipertensos L-NAME 2 e 14 dias por meio da andlise de variancia de uma via
(ANOVA one way) seguido do pos-teste de Bonferroni. Comparagfes de variaveis
entre animais do mesmo grupo foram feitas através do teste t-pareado. O nivel de

significancia adotado foi de p <0.05.
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4.0 RESULTADOS

Os resultados séo apresentados como média £ EPM, sob a forma de figuras e
tabelas. Os valores individuais sdo apresentados no apéndice sob a forma de

tabelas.

Pressao arterial pelo método de medida na cauda do rato.

Os grupos normotensos (2 e 14 dias) apresentaram niveis estaveis de PAS
durante o tratamento com agua (tabelas 1 e 2), enquanto que 0s grupos hipertensos
L-NAME (2 e 14 dias) apresentaram aumento da PAS nos mesmos periodos
(tabelas 1 e 2). As figuras 10 e 11 ilustram os resultados da PAS dos grupos

estudados.

Parametros Hemodinamicos

A tabela 3 apresenta a PAM e a FC do grupo normotenso, e dos grupos
hipertensos L-NAME 2 e 14 dias. A figura 12 ilustra os resultados da PAM de ratos
acordados normotensos e hipertensos L-NAME 2 e 14 dias. A figura 13 ilustra os
resultados da FC de ratos acordados, normotensos e hipertensos L-NAME 2 e 14

dias.
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Tabela 1: Presséo arterial sistélica (PAS, mmHg) pelo método de medida na
cauda de ratos acordados, normotensos e hipertensos L-NAME, antes e 2 dias

apos o tratamento com agua ou L-NAME.

PAS Normotensos L-NAME
(n=7) (n=7)
Antes
110+ 2 110+ 2
Apos 108 £ 8 145+ 4 *

* p<0,05 em relagéo ao inicio (antes) do tratamento.
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Figura 10: Pressédo arterial sistolica (PAS) pelo método de medida na cauda de
ratos acordados, normotensos (n=7) e hipertensos L-NAME 2 dias (n=7). * p<0,05

em relacdo ao dia zero (antes do tratamento).
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Tabela 2: Pressdo arterial sistélica (PAS, mmHg) pelo método de medida na
cauda de ratos acordados, normotensos e hipertensos L-NAME, antes, 12

semana, e 22 semana apo6s o tratamento com agua ou L-NAME.

PAS Norrz::o:tg)nsos L-(ﬁ,:;V)IE
Antes 118 +5 119+ 3
1° semana 123 +4 153+5*
2° semana 123+ 4 165+ 3 *

* p<0,05 em relagédo ao inicio (antes) do tratamento.
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Figura 11: Presséo arterial sistolica (PAS) pelo método de medida na cauda de
ratos acordados, normotensos (n=5) e hipertensos L-NAME 14 dias (n=7). * p<0,05

em relacdo ao dia zero (antes do tratamento).
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Tabela 3: Pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC, bpm)

de ratos acordados, normotensos e hipertensos L-NAME 2 e 14 dias.

PAM FC
Normotenso 111+ 2 383+7
(n=21)
L-NAME 2dias 139 + 2+ 391+ 13
(n=14)
'-'NA“("n'E:;)“ dias 147 + 4 * 376 + 14

* p<0,05 em relagdo ao grupo normotenso.
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Figura 12: Pressao arterial média (PAM) de ratos acordados, normotensos (n=21) e

hipertensos L-NAME 2 dias (n=14) e 14 dias (n=9). * p< 0,05 comparado aos

normotensos.
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Figura 13: Frequéncia cardiaca (FC) de ratos acordados, normotensos (n=21) e

hipertensos L-NAME 2 dias (n=14) e 14 dias (n=9).
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Variabilidade da PA e da FC no dominio do tempo e da freqiliéncia

As variancias do IP e da PAS de ratos acordados, normotensos e hipertensos
L-NAME 2 e 14 dias estdo ilustradas nas figuras 14 e 15, respectivamente. Nao
houve diferenca na variancia do IP entre os grupos estudados, mas a variancia da
PAS foi maior nos ratos hipertensos L-NAME 14 dias em comparagdo aos ratos
hipertensos L-NAME 2 dias e os ratos normotensos. As figuras 16 e 17 ilustram as
poténcias (NU) das bandas de LF e HF dos espectros do IP dos ratos normotensos
e hipertensos L-NAME 2 e 14 dias. Nao houve diferenca entre as bandas de LF e HF
do IP entre os grupos. A figura 18 ilustra o balanco simpato-vagal cardiaco (relagéo
LF/HF) dos ratos normotensos e hipertensos L-NAME 2 e 14 dias. Ndo houve
diferenca entre os grupos. A figura 19 ilustra os valores absolutos da poténcia dos
espectros da PAS na banda de LF. Nao foi observada diferenca entre os ratos
normotensos e os hipertensos L-NAME 2 e 14 dias. Os valores absolutos das
poténcias das bandas de LF e HF dos espectros do IP, bem como da poténcia da
banda de LF da PAS, e as variancias do IP e da PAS encontram-se na tabela 4. Nao

houve diferenca entre as demais variaveis estudadas.
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Figura 14: Variancia do intervalo de pulso (IP) de ratos acordados, normotensos

(n=17) e hipertensos L-NAME 2 dias (n=12) e 14 dias (n=7).
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Figura 15: Variancia da pressdo arterial sistdlica (PAS) de ratos acordados,

normotensos (n=17) e hipertensos L-NAME 2 dias (n=12) e 14 dias (n=7).



71

20 -

LF IP (NU)

10

Normotensos L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias

Figura 16: Poténcia da banda de baixa frequéncia (LF) do intervalo de pulso (IP) de

ratos acordados, normotensos (n=17) e hipertensos L-NAME 2 dias (n=12) e 14 dias

(n=7).
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Figura 17: Poténcia da banda de alta frequéncia (HF) do intervalo de pulso (IP) de
ratos acordados, normotensos (n=17) e hipertensos L-NAME 2 dias (n=12) e 14

dias (n=12).
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Figura 18: Raz&o entre as poténcias das bandas de LF/HF do intervalo de pulso (IP)

de ratos acordados, normotensos (n=17) e hipertensos L-NAME 2 dias (n=12) e 14

dias (n=7).
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Figura 19: Poténcia da banda de baixa frequéncia (LF) da PAS, em valores

absolutos, de ratos acordados, normotensos (n=17) e hipertensos L-NAME 2 dias

(n=12) e 14 dias (n=7).
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Tabela 4: Valores absolutos das poténcias de baixa (LF) e de alta frequéncia (HF) do

espectro do intervalo de pulso (IP), razdo LF/HF, poténcia de LF da presséo arterial

sistolica (PAS), e variancias do IP e da PAS de ratos acordados, normotensos e

hipertensos L-NAME 2 e 14 dias.

Normotenso L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias
Variavel (n=17) (n=12) (n=7)
Variancia (ms? 23+ 3 22+ 2 17+5
LF Abs (ms?) 985+139 12694336 652+151
IP HF Abs (ms?) 5792+471 48371856 4931+437
LF (%) 14+1 1742 1242
HF (%) 86+1 83+2 8812
LF/HF 0.17+0.02 0.2+0.03 0.14+0.04
PAS Variancia (mmHg?) 16+2 2242 2815 *
LFAbs (mmHg?) 4958 +798 5641+963 767311447

*p<0,05 em relagdo ao normotenso
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Dosagem de noradrenalina renal
A figura 20 ilustra os resultados do conteddo de NOR renal em ratos
normotensos (125 + 9 ng/g), e hipertensos L-NAME 2 dias (106 + 12 ng/g ) e 14

dias (110 + 10 ng/g). Néao foi observada diferenca entre os grupos.

Atividade do nervo simpatico renal
As figuras 21 e 22 ilustram a ANSR de ratos acordados, normotensos (43 +
5 %) e hipertensos L-NAME 2 dias (40 + 4 % ) e 14 dias (40 £ 5 %). Nao houve

diferenca entre a ANSR nos diferentes grupos.

Regressao logistica sigmoidal entre PAM e ANSR

A figura 23 ilustra as curvas de PAM versus ANSR, ajustadas por meio da
regressao logistica sigmoidal de 4 parametros, e os parametros (ganho, faixa da
ANSR, PAMso, PAM;im € PAMy) que caracterizam a ANSR obtidos a partir das
curvas. Houve alteragcdo da PAMsy, e PAM;i, entre os grupos estudados, e ndo
houve alteracdo quanto a faixa de ANSR. O ganho, ilustrado na figura 24, e a
PAMgy diferiram entre os grupos L-NAME 14 dias e o normotenso. Enquanto que

a PAMs, diferiu também, entre os grupos L-NAME 2 dias e 0 normotenso.
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Figura 20: Conteudo de noradrenalina renal (NOR) de ratos normotensos (n=14) e

hipertensos L-NAME 2 dias (n=5) e 14 dias (n=9).
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Figura 21: Tracados do registro da atividade do nervo simpético renal (ANSR, unidades
arbitrarias) de animais representativos do grupo normotenso (painel superior), L-NAME

2 dias (painel central) e L-NAME 14 dias (painel inferior).
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Figura 22: Atividade do nervo simpatico renal (ANSR, % da atividade méxima) de
ratos acordados, normotensos (n=10) e hipertensos L-NAME 2 dias (n=7) e 14 dias

(n=7).
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*p<0,05 em relacdo ao normotenso, # p<0,05 em relacdo ao grupo L-NAME 2 dias

Figura 23: Painel superior: curvas de pressao arterial média (PAM) versus atividade do
nervo simpdatico renal (ANSR) ajustadas por regresséao logistica sigmoidal de 4 parametros.

Painel inferior: parametros obtidos a partir das curvas: ganho, faixa, PAMsg, PAMjim € PAMgat.
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Figura 24: Ganho méximo do barorreflexo no controle da atividade do nervo

simpatico renal (ANSR) de ratos acordados, normotensos (n=10) e hipertensos L-

NAME 2 dias (n=7) e 14 dias (n=7).
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5.0 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que: 1) O tratamento
com L-NAME durante 2 e 14 dias elevou a pressao arterial média de forma similar
em ambos os grupos, sem alteracdo da FC; 2) que a variancia da PAS foi maior no
grupo L-NAME 14 dias que no grupo normotenso, e que ndo houve diferencga entre a
variancia do IP, nem no balang¢o simpato-vagal avaliado pela andlise espectral da FC
de ratos normotensos e os ratos hipertensos L-NAME 2 e 14 dias; 3) O conteldo
renal de noradrenalina ndo apresentou diferenga entre 0os ratos normotensos e 0s
ratos hipertensos L-NAME 2 e 14 dias; 4) A ANSR dos ratos normotensos nao
diferiu dos ratos hipertensos; 5) A curva de ANSR versus PAM, ajustada por uma
regressdo logistica sigmoidal de quatro parametros, mostrou adaptacdo do
barorreflexo no controle da ANSR nos grupos hipertensos L-NAME 2 e 14 dias,
diminuicdo da sensibilidade barorreflexa no grupo L-NAME 14 dias, e nenhuma
alteracdo da faixa de ANSR entre os ratos normotensos e os hipertensos L-NAME 2

e 14 dias.

Aspectos hemodinamicos da hipertensao L-NAME

No presente estudo, a administracdo de L-NAME por 2 e 14 dias elevou,
significativamente, a PAM registrada em ratos acordados, em ambos 0s grupos
estudados. O modelo de hipertenséo arterial induzido pelo bloqueio da NOS com L-
NAME em ratos foi originalmente descrito por Ribeiro e cols.(1992), os quais
mostraram o efeito hipertensor do L-NAME (70 mg/kg) administrado durante 4
semanas. Portanto, a mesma dose utilizada por Ribeiro e cols. (1992) foi utilizada

neste estudo. O bloqueio da sintese de NO pode ser caracterizado pela diminuicao
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dos metabdlitos deste gas no organismo, como ja demonstrado em ratos tratados
durante 8 semanas com L-NAME, os quais apresentaram menor excre¢do urinéria
de nitrito e nitrato do que ratos normotensos (Yuasa e cols., 2000). Arnal e cols.
(1992) mostraram que a hipertensdo arterial induzida pelo L-NAME pode ser
parcialmente revertida pela administracdo de L-arginina, e que o nivel de
hipertensé@o depende da dose e do tempo de administracdo da droga. Entretanto, foi
demonstrado, também, que a administracdo aguda de L-NAME € capaz de elevar a
pressao arterial de forma significativa (Ramchandra e cols., 2006).

No presente estudo, a FC registrada com os animais acordados ndo se
mostrou alterada ap6s a administracdo de L-NAME durante 2 ou 14 dias. Estes
resultados séo consistentes com alguns relatos da literatura (Banting e cols., 1996;
Blanc e cols., 1999; Scrogin e cols., 1994; e Biancardi e cols., 2007). Entretanto, ha
relatos também, de aumento (Souza e cols., 2001 e Cunha e cols., 1993) e de
diminuicdo (Reinhart e cols., 1997; Liu e cols., 1998; Ramchandra e cols., 2007;
Scrogin e cols., 1998 e Matsuoka e cols., 1994) da FC em animais tratados com L-
NAME. Tal discrepancia pode estar relacionada a duragdo do tratamento (dias ou
semanas), ao método de administracdo da droga (agua de beber ou
endovenosamente), a dose (maior ou menor que 70 mg/kg), ao tempo de
recuperacao apos cirurgia (horas ou dias), ao método de medida da FC (direto ou

indireto), ou ainda, a espécie estudada (rato, cao ou coelho).
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Variabilidade da PA e FC no modelo de hipertensao L-NAME

A andlise da variabilidade da FC e da PA, no dominio do tempo e da
freqiéncia, € uma ferramenta bastante utilizada para avaliar a modulacéo
autonémica cardiovascular (Akselrod e cols., 1981, Malliani e cols., 1991, Task
Force, 1996), particularmente em condi¢Bes fisiopatoldgicas, como por exemplo, a
hipertensdo arterial, tanto em humanos (Guzzetti e cols., 1988) quanto em animais
de experimentagdo (Castellano e cols., 1995; Souza e cols., 2001). No presente
estudo, a andlise da variabilidade cardiocirculatoria foi utilizada para se avaliar a
regulagéo autondmica da PA e da FC de animais com hipertenséo arterial induzida
por L-NAME. A analise das oscilagcfes ritmicas da FC e da PA permite inferir sobre a
modulacdo simpatica e parassimpatica sobre o sistema cardiocirculatério (Task

Force, 1996; Rimoldi e cols. 1990).

Variabilidade da frequéncia cardiaca

No presente estudo, a variancia das séries de IP n&o foi diferente entre os
grupos estudados. Existem poucos relatos na literatura relacionados com a
variabilidade da FC neste modelo de hipertenséo arterial. Contudo, os resultados do
presente estudo s&o coerentes com aqueles obtidos por Wang e cols. (2005) e
Persson e cols. (1992), os quais mostraram que o tratamento agudo e crénico com
inibidores da sintese de NO néo alterou a variabilidade da FC.

A analise da variabilidade no dominio da freqiiéncia mostrou que a poténcia
das bandas LF e HF da FC néo diferiram entre os ratos normotensos ou hipertensos
L-NAME 2 e 14 dias. Conseqlentemente, a relacdo LF/HF, um importante indice
associado ao balanco simpato-vagal para o coracdo, também néo foi diferente entre

0S grupos.
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J& foi demonstrado em ratos normotensos acordados que a banda de LF da
FC reflete ambos os componentes autondmicos, simpatico e parassimpatico (Cerultti
e cols., 1991; Rimoldi e cols., 1990; Malliani e cols., 1991). No entanto, a banda de
HF (relacionada com respiracdo) reflete, principalmente, a modulacdo vagal
cardiaca, uma vez que a administracdo de um bloqueador muscarinico, como
demonstrado em cédes acordados, produziu apreciavel reducdo da banda de HF da
FC, e discreta atenuacao da banda de LF (Akselrod e cols., 1981).

Numa condicdo de hiperatividade simpatica, como observada em individuos
com hipertensdo essencial, a banda de LF da FC apresenta maior poténcia quando
comparada a banda de LF de individuos normotensos (Guzzetti e cols., 1988). De
maneira analoga, numa situacdo de hiperatividade simpéatica aguda observada
durante a manobra de oclusdo coronariana em ratos (Rimoldi e cols., 1990), ou
durante a manobra de ortostatismo passivo, observou-se um aumento na poténcia
de LF da FC (Pagani e cols., 1991), o que sugere uma importante influéncia do
simpatico sobre a banda de LF da FC. Assim, os resultados do presente estudo néo
sdo consistentes com aqueles obtidos em situacdes de hiperatividade simpatica.
Levando-se em consideracdo que a relacdo LF/HF prové um indice do balanco
simpato-vagal (Task Force, 1996), sugere-se que os animais hipertensos L-NAME 2
e 14 dias ndo apresentam hiperatividade simpatica cardiaca. Além disso, a auséncia
de taquicardia basal observada nos ratos hipertensos L-NAME esta de acordo com a

auséncia de hiperatividade simpatica nesse modelo.
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Variabilidade da presséo arterial

No presente estudo, a varidncia das séries de PAS mostrou que ratos
hipertensos L-NAME 14 dias apresentaram maior variabilidade que os ratos
normotensos e os ratos hipertensos L-NAME 2 dias. E, a exemplo da FC, a literatura
€ escassa quanto aos dados de variancia da PAS no modelo de hipertenséo arterial
induzida por L-NAME. Entretanto, foi demonstrado que o tratamento com L-NAME
aumentou a variancia da PAS, e que este evento parece estar relacionado a lesbes
vasculares neste modelo de hipertensédo (Wang e cols., 2005). O presente estudo
também corrobora os resultados de Blanc e cols. (1994) e Miao e cols. (2001), os
guais observaram aumento da variancia da PAS em ratos tratados durante 4
semanas com L-NAME. Geralmente, a hipertensdo, tanto em humanos (Pagani e
cols., 1988), quanto em animais, por exemplo, na hipertensdo “2 rins, um clipe” e
“DOCA sal” apresentam aumento da variabilidade da PAS (Wang e cols., 2005).
Entretanto, ndo se sabe, ainda, qual o mecanismo responsavel pelo aumento da
variancia da PAS no modelo de hipertensdo L-NAME.

O estudo da variabilidade da PAS no dominio da frequéncia mostrou que a
banda de LF da PAS néo foi diferente entre os animais normotensos, e 0s animais
hipertensos L-NAME 2 e 14 dias. Oscilacdes de baixa frequéncia presentes na PAS,
também conhecidas como ondas de Mayer, estédo relacionadas principalmente com
a modulacado simpatica do tbnus vascular (Pagani e cols., 1986; Julien e cols., 1995).
Esta modulacédo depende da integridade da porcao aferente e eferente simpatica do
barorreflexo. Uma vez que, a desnervagdo sinoaortica (Julien e cols., 1995), e a
simpatectomia diminuem, consideravelmente, a poténcia da banda de LF da PAS

(Rimoldi e cols., 1990; Julien e cols., 1995).
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Ja foi demonstrado que o NO também interfere com a variabilidade da PA,
atuando como um agente tamponador da banda de LF da PAS, uma vez que a
administragéo aguda de L-NAME provocou o aumento da poténcia dessa banda em
cées acordados (Nafz e cols., 1997). Por outro lado, a inibicdo aguda de NO, em
ratos e em seres humanos, levou a diminui¢cdo da banda de LF da PAS (Gouedard e
cols., 1996; Cordero e cols., 1994; Castellano e cols., 1995). Entretanto, sabe-se que
a administracdo aguda de inibidores da sintese de NO inibem a atividade simpatica
pelo mecanismo barorreflexo, decorrente do aumento da PA (Ramchandra e cols.,
2006), razéo pela qual se observou diminuicdo da poténcia da banda de LF. Assim,
a contradicdo entre os exemplos supracitados, bem como em relacdo aos presentes
resultados deve estar relacionada a duragdo do tratamento com o L-NAME, ou com
a espeécie estudada. Além disso, a literatura € relativamente pobre quanto aos
efeitos da inibicdo cronica da sintese de NO sobre a variabilidade da PA.

Levando-se em consideragdo que a banda de LF da PAS reflete,
sobremaneira, a modulacdo simpatica vascular, os resultados obtidos pela analise
espectral da PAS dos animais hipertensos L-NAME levam a crer que nao haja
hiperatividade simpatica neste modelo de hipertensdo arterial. Pois, do contrério,
numa situacdo de hiperatividade simpatica, como por exemplo, na hipertensédo
essencial em humanos, observa-se uma elevada poténcia da banda de LF da PAS
(Pagani e cols.,, 1985). De maneira semelhante, modelos experimentais de
hiperatividade simpatica, como por exemplo, a insuficiéncia cardiaca (Rondon e
cols., 2006) e o modelo SHR (Silva e cols., 2001) também apresentam aumento da
banda de LF da PAS. Neste sentido, a terapia anti-hipertensiva com administracao
de simpaticoliticos reduziu a poténcia da banda de LF da PAS de animais com

hipertenséo arterial “2 rins 1 clipe” (Nobre e cols., 2006), assim como no modelo
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SHR (Silva e cols., 2001). Em contrapartida, os resultados obtidos no presente
estudo ndo sao consistentes com aqueles obtidos nos modelos de hiperatividade
simpatica supracitados. O que sugere que a atividade simpatica vascular ndo esta

aumentada neste modelo de hipertenséo arterial.

Avaliacao da atividade simpatica

Dosagem do conteddo renal de noradrenalina

Dentre os métodos que permitem examinar o papel da atividade simpética em
diferentes condi¢cbes experimentais, destacam-se a medida do nivel plasmatico
(Reinhart e cols., 1997; Liu e cols., 1998; Scrogin e cols., 1998), ou a técnica do
“spillover” plasmatico de catecolaminas, também realizada em humanos (Esler e
cols., 1981; Ferrier e cols., 1993; Schlaich e cols., 2004), e, o estudo do contetudo
tecidual (Scrogin, e cols., 1998; Matsuoka e cols., 1994), ou do “spillover” tecidual
(Gardfalo e cols., 1996) de noradrenalina. O “spillover” total da noradrenalina esta
aumentado em torno de 40% na hipertenséo essencial, e, metade deste aumento é
devido aos niveis renais de noradrenalina, o que sugere uma hiperatividade seletiva
para este 6rgado (Esler e cols., 1990). Estudos em animais mostraram que a
desnervacdo renal atenuou a magnitude da hipertensdo ou retardou o
desenvolvimento de hipertensao arterial em diferentes modelos experimentais, como
no SHR (Kleine e cols., 1978), e no modelo um rim (Vari e cols., 1986). Assim,
parece existir uma relacdo muito estreita entre a atividade simpéatica para os rins e a
regulacéo crénica da PA.

Com base em relatos de que o rim € um dos principais determinantes dos

niveis totais de catecolaminas no organismo (Esler e cols., 1988), o presente estudo
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utilizou a técnica da dosagem renal de noradrenalina como método auxiliar para a
avaliacdo da atividade simpatica no modelo de hipertenséo arterial induzida por L-
NAME, e também, com a finalidade de complementar os resultados da atividade
simpatica obtidos pelo registro da ANSR. No presente estudo, o contetdo renal de
noradrenalina ndo foi diferente entre os ratos normotensos e 0s ratos hipertensos L-
NAME 2 e 14 dias. De forma semelhante, Scrogin e cols.(1998), e Matsuoka e
cols.(1994), os quais trataram ratos com L-NAME durante 1 e 4 semanas, também
nao observaram diferenca entre animais hipertensos e animais normotensos. ISso
indica a auséncia de hiperatividade simpatica renal neste modelo de hipertensdo
arterial.

Os resultados obtidos no presente estudo encontram respaldo, ainda, em
estudos que utilizaram a medida da noradrenalina plasmética como método de
avaliacdo da atividade simpatica, em ratos com hipertensdo L-NAME, e mostraram
gue ndo houve diferenca no contetdo de noradrenalina plasmatica entre os animais
normotensos e os animais hipertensos L-NAME (Reinhart e cols., 1997; Liu e cols.,

1998; Scrogin e cols., 1998).

Registro da ANSR

O registro direto da atividade de nervos simpaticos tem sido uma ferramenta
de grande importancia para acessar o papel do sistema nervoso simpatico sobre o
controle cardiovascular (Burke e cols., 2003). O registro de nervos multifibras, em
animais acordados, tem sido realizado em varias espécies animais (Dorward e cols.,
1985; Gross e Kirchheim, 1980; Riedel e cols., 1982) e também, em humanos
(Sundlof e Wallen , 1978; Hogarth e cols., 2007). O nervo simpatico renal tem sido

extensamente utilizado em diversos modelos experimentais, como na insuficiéncia
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cardiaca (Koba e cols., 2006; Zucker e cols., 2004), obesidade (Schereiholfer e cols.,
2007), e, inclusive, na hipertensao arterial L-NAME (Ramchandra e cols; 2007). Uma
grande parte dos trabalhos que examinou o controle barorreflexo da atividade
eferente simpatica, em animais acordados, o fez por meio do registro da ANSR
(DiBona e cols., 1996; Malpas e cols., 2006; Ramchandra e cols., 2007; Kanbar e
cols., 2008). Acredita-se que esta preferéncia pelo registro da ANSR seja devido a
caracteristica do nervo, o qual é constituido quase que exclusivamente por fibras
pés-ganglionares (Ramchandra e cols., 2006). Assim, no presente estudo, a
atividade simpética foi igualmente avaliada por meio do registro da ANSR, em ratos
acordados.

A atividade média basal do nervo simpético renal foi quantificada como a
porcentagem da atividade maxima obtida apos o estimulo com a administracao (i.v)
de nitroprussiato de sodio. Os resultados da ANSR mostraram que a atividade basal
nao diferiu entre os ratos normotensos e os hipertensos L-NAME 2 e 14 dias. Em
contrapartida, Sakuma e cols. (1992) mostraram que a administracdo endovenosa
de N-metil-L-arginina, um bloqueador inespecifico da NOS, provocou aumento da
ANSR. Entretanto, este inibidor foi administrado de forma aguda, e em ratos
anestesiados. Ja se sabe que os anestésicos, de uma maneira geral, afetam as
respostas reflexas cardiovasculares (Shimokawa e cols., 1998). Desta forma, no
presente estudo, os resultados da ANSR obtidos em ratos acordados, normotensos
e hipertensos L-NAME 2 e 14 dias, sdo consistentes com o0s resultados de
Ramchandra e cols. (2007), os quais utilizaram o método de telemetria para
acompanhar as respostas da PA e da ANSR em coelhos acordados, durante 1
semana de tratamento com L-NAME. Neste estudo ndo foi observada qualquer

alteracdo da atividade do nervo simpatico renal, apesar do aumento da PA
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(Ramchandra e cols., 2007). Todavia, o fato de que no presente estudo néo foi
observada alteracdo da atividade simpatica no modelo de hipertensdo L-NAME em
ratos acordados que apresentaram elevagdes da PAM da ordem de 30 mmHg, aos 2
e 14 dias de tratamento, afasta um possivel efeito negativo devido a espécie
estudada ou devido aos niveis de PA atingidos por Ramchandra e cols. (2007).
Porém, tanto o estudo de Ramchandra e cols. (2007) em coelhos acordados, e o0s do
presente estudo em ratos, também acordados, ndo afasta a hipétese de que o nervo
renal possa ndo ser a melhor eferéncia para o estudo da atividade simpatica no
controle cardiocirculatério. Uma vez que, ha relatos da existéncia de um controle
diferencial da atividade simpatica para diferentes leitos vasculares (Barman e cols.
1984; Morrison, 2001; Ramchandra e cols., 2006).

Assim, os resultados obtidos no presente estudo se opdem aqueles obtidos
por meio de métodos indiretos para avaliar a atividade simpética no modelo de
hipertenséo L-NAME. Por exemplo, Matsuoka e cols.(1994) sugeriram a participacao
do nervo renal no modelo de hipertensdo L-NAME uma vez que a desnervacao renal
bilateral retardou o inicio da hipertenséo. Por outro lado, Sander e cols. (1997), e
Biancardi e cols. (2007) propuseram a existéncia de hiperatividade simpatica ao
observar maior queda de PA nos animais hipertensos L-NAME, ap6s administracéo
de um bloqueador ganglionar.

N&o se pode excluir, também, a possibilidade de que animais tratados com L-
NAME apresentem uma alteragdo da reatividade vascular a niveis normais de
atividade simpética. Uma vez que, estudos in vitro mostraram que a artéria
mesentérica de ratos tratados com L-NAME apresentou maior resposta constrictora
do que a artéria de ratos normotensos exposta a mesma concentracao de fenilefrina

(Navarro-Cid e cols., 1996). Vials e cols. (1997) mostraram que a resposta
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vasoconstrictora a eletroestimulacdo da artéria renal, ou a administracdo de
noradrenalina, foi maior quando o L-NAME foi adicionado ao banho. De forma
analoga, Bernatova e cols. (2002) mostraram que anéis de aorta de animais tratados
cronicamente com L-NAME apresentaram maior resposta de contracdo que o0s anéis
de aorta de animais normotensos, quando submetidos a uma mesma concentragéo

de noradrenalina.

Controle barorreflexo da ANSR
Poucos estudos foram realizados para se caracterizar o fendbmeno da
adaptacdo do barorreflexo no controle da atividade simpatica de animais com
hipertensdo L-NAME. Entretanto, esta abordagem ja foi demonstrada por meio do
registro da atividade do nervo simpatico renal em coelhos (Ramchandra e cols.,
2007), e ratos (Scrogin e cols., 1994) acordados com hipertensédo L-NAME.
Os resultados do presente estudo mostraram que ratos com hipertensao L-
NAME 2 e 14 dias apresentaram adaptacédo do barorreflexo no controle da ANSR,
como observado pelo deslocamento a direita da curva de PAM versus ANSR, e

também uma diminui¢do da sensibilidade barorreflexa no grupo L-NAME 14 dias.

A exemplo do observado no presente estudo, hd dados na literatura que
mostraram adaptacdo do controle barorreflexo da ANSR, acompanhada de
diminuicdo da sensibilidade do mesmo, sem alteracdo da faixa de ANSR, tanto
em coelhos (Ramchandra e cols., 2007), como em ratos (Scrogin e cols.,1994)
acordados tratados com L-NAME durante 1 ou 5 semanas. Por outro lado, Souza
e cols. (2001) e Lantelme e cols. (1994) observaram, também, adaptacdo do
controle barorreflexo da FC associada a diminuicAo da sensibilidade, sem

alteracdo da faixa de FC, em ratos com hipertensdo arterial L-NAME ap6s o
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tratamento durante 1 e 4 semanas. Assim, € provavel que a inibicdo da sintese de
NO contribua com as alteragcbes do barorreflexo induzidas pela hipertenséo
arterial, como sugerido por Wang e cols. (2005), os quais observaram que ratos
com hipertensdo L-NAME apresentam uma sensibilidade barorreflexa menor do

gue a de ratos com hipertenséo renal “2 rins, 1 clipe”, ou hipertensdo DOCA sal.

Por outro lado, o presente estudo mostrou que o tratamento com L-NAME
durante 2 dias néo alterou a sensibilidade do barorreflexo no controle da ANSR,
como também observado apdés 3 dias de hipertensdo L-NAME em coelhos
acordados (Ramchandra e cols., 2007). Assim, pode-se concluir que a elevagéo
mantida da PA durante 2 dias de tratamento com L-NAME né&o foi suficiente para
alterar a sensibilidade barorreflexa, em contraposicdo a hipertenséo obtida apés
14 dias de tratamento. Como o NO inibe a mitogénese e a proliferacéo de células
musculares lisas em cultura (Garg e Hassid, 1989), a inibicdo cronica deste
mecanismo, ao contrario da aguda, deve afetar a distensibilidade vascular e,
consequentemente, a interagcdo entre a fibra muscular lisa do vaso e a terminagéo
barorreceptora (McCubbin e cols., 1956; Nosaka e cols., 1972; Andresen e cols.,
1984). Além disso, sabe-se que a hipertensdo arterial prolongada altera a
complacéncia vascular, e, consequentemente, interfere com a transducao
mecanoelétrica do barorreceptor (Andresen e cols., 1980), a qual deve estar
envolvida no mecanismo de adaptacdo e diminuicdo da sensibilidade do
barorreflexo (Chapleau e cols, 1995). Todavia, ndo se sabe, ainda, se as
alteracbes do barorreflexo presentes no modelo de hipertensédo arterial induzida
por L-NAME se devem a alteracbes na aferéncia, no centro integrador ou na
eferéncia deste arco reflexo, como ressaltado, ha aproximadamente uma década,

por Souza e cols. (2001).
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Em sintese, os resultados obtidos no presente estudo sdo consistentes com
observacdes feitas por Scrogin e cols. (1994), em ratos acordados tratados durante
5 semanas com L-NAME, e Ramchandra e cols. (2007), em coelhos, também
acordados, tratados durante 1 semana com L-NAME, os quais mostraram adaptacéo
e diminuicdo da sensibilidade no controle barorreflexo, sem alteracdo da faixa da

ANSR.
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6.0 CONCLUSOES

A hipertenséo arterial induzida pelo L-NAME apresentou 0s seguintes aspectos:

¢ Hipertensao arterial desde as primeiras 48h de tratamento;

¢ Nao apresentou alteracao da frequéncia cardiaca;

e Nao apresentou alteracdo do balanco simpato-vagal (LF/HF) cardiaco, mas
induziu aumento na variancia da PAS no grupo hipertenso L-NAME 14 dias;

¢ N&o mostrou alteragéo do contetdo de noradrenalina renal;

¢ N&o apresentou hiperatividade simpética no 2° ou 14 ° dia de tratamento;

e Apresentou adaptacdo do barorreflexo no controle da ANSR com diminuicéo

da sensibilidade somente no 14 ° dia de tratamento.
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8.0 APENDICE

Tabela 1: Pressao arterial sistélica (PAS, mmHg) medida na cauda de ratos normotensos
tratados com agua durante 2 dias.

Rato Antes Apoés
1 114 105
2 107 107
3 117 107
4 112 111
5 105 108
6 107 107
7 110 114

Média £ EPM 1102 108 £ 1
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Tabela 2: Pressao arterial sistdlica (PAS, mmHg) medida na cauda de ratos hipertensos L-
NAME 2 dias.

Rato Antes Apoés
1 126 158
2 122 141
3 118 152
4 118 146
5 113 145
6 109 146
7 121 166
Média = EPM 118 £ 2 150+ 3 *

* p < 0,05 comparado ao controle
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Tabela 3: Pressao arterial sistolica (PAS, mmHg) medida na cauda de ratos normotensos

tratados com agua durante 14 dias.

Rato Antes 1% semana 2? semana
1 106 113 115
2 116 118 117
3 110 118 119
4 124 130 127
5 137 137 138

Média £ EPM 1195 1234 1234
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Tabela 4: Pressao arterial sistolica (PAS, mmHg) medida na cauda de ratos hipertensos L-
NAME 14 dias.

Rato Antes 12 semana 22 semana
1 110 122 167
2 112 152 166
3 120 163 179
4 114 165 171
5 123 156 163
6 129 153 153
7 129 161 156
Média * EPM 119+3 153+5* 1653 *

* p < 0,05 comparado ao controle
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Tabela 5: Pressao arterial média (PAM, mmHg) de ratos acordados normotensos 2 e 14

dias submetidos protocolo 1.

Rato 2 dias 14 dias
1 114 100
2 114 117
3 108 101
4 110 96
5 121 109
6 122 114
7 122 102
8 105 _
9 97 _
10 114 B
11 115 _
12 118 _
13 122 _
14 108

Média £ EPM 11510 105+ 3
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Tabela 6 : Presséao arterial média (PAM, mmHg) de ratos acordados hipertensos L-NAME 2

e 14 dias submetidos protocolo 1.

Rato L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias
1 132 139
2 137 135
3 149 160
4 145 151
5 138 142
6 133 136
7 156 137
8 152 169
9 130 151
10 140 _
11 137 ~
12 142 ~
13 131 ~
14 135

Média * EPM 1392 1474
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Tabela 7 : Frequéncia cardiaca (FC, bpm) de ratos acordados normotensos 2 e 14 dias

submetidos protocolo 1.

Rato 2 dias 14 dias
1 309 413
2 383 355
3 394 349
4 400 384
5 408 398
6 421 382
7 354 363
8 371 _
9 362 _

10 395 _
11 450 _
12 357 _
13 444 3
14 364

Média * EPM 38710 377+ 8
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Tabela 8 : Frequéncia cardiaca (FC, bpm) de ratos acordados hipertensos L-NAME 2 e 14

dias submetidos protocolo 1.

Rato L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias
1 412 352
2 393 371
3 313 362
4 409 340
5 367 362
6 337 339
7 491 467
8 367 428
9 530 365
10 366 ~
11 384 _
12 399 ~
13 368 ~
14 340

Média £ EPM 391 £16 376 £ 14
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Tabela 9: Variancia do intervalo de pulso (IP, ms?) de ratos acordados normotensos 2 e 14

dias submetidos ao protocolo 1.

Ratos 2 dias 14 dias
1 19 16
2 44 19
3 29 25
4 29 16
5 18 10
6 37 20
7 34 24
8 30 —
9 12 _
10 18

Média £ EPM 27*3 19+£2
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Tabela 10: Variancia do intervalo de pulso (IP, ms?) de ratos acordados hipertensos L-
NAME 2 e 14 dias submetidos ao protocolo 1.

Rato L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias
1 35 16
2 15 20
3 30 14
4 18 22
5 20 11
6 17 24
7 21 15
8 12 _
9 19 _
10 24 _

11 33 B
12 18

Média £ EPM 2113 172
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Tabela 11: Variancia da PAS (mmHg?) de ratos acordados normotensos 2 e 14 dias

submetidos protocolo 1.

Rato 2 dias 14 dias
1 8 12
2 44 7
3 25 12
4 26 25
5 19 13
6 10 13
7 11 7
8 23 _
9 16 _
10

Média £ EPM 1914 132
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Tabela 12: Variancia da PAS (mmHg?) de ratos acordados hipertensos L-NAME 2 e 14 dias

submetidos protocolo 1.

Rato L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias
1 31 15
2 23 27
3 19 53
4 25 22
5 30 26
6 11 20
7 26 31
8 19 _
9 33 _
10 15 ~
11 12 ~
12 20

Média £ EPM 22*2 28%*5
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Tabela 13: Poténcia das bandas de LF (%), HF (%) e raz&o LF/HF (%) do intervalo de pulso

(IP) de ratos acordados normotensos 2 dias submetidos protocolo 1.

Rato LF IP HF IP LF/HF IP
1 10 90 0.1
2 9 91 0.1
3 22 78 0.3
4 15 85 0.2
5 7 93 0.1
6 14 86 0.2
7 15 85 0.2
8 25 75 0.4
9 25 75 0.3
10 8 92 0.1

Média £ EPM 152 85%2 0.21+0.03
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Tabela 14: Poténcia das bandas de LF (%), HF (%) e raz&o LF/HF (%) do intervalo de pulso

(IP) de ratos acordados normotensos 14 dias submetidos protocolo 1.

Rato LF IP HF IP LF/HF IP

1 13 87 0.2

2 11 89 0.1

3 7 93 0.1

4 19 81 0.3

5 9 91 0.1

6 14 86 0.2

7 11 89 0.1
Média £ EPM 122 882 0.2+ 0.02
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Tabela 15: Poténcia das bandas de LF (%), HF (%) e raz&o LF/HF (%) do intervalo de pulso

(IP) de ratos acordados hipertensos L-NAME 2 dias submetidos protocolo 1.

Rato LF IP HF IP LF/HF IP
1 28 72 0.4
2 18 82 0.2
3 19 81 0.3
4 32 68 0.5
5 23 77 0.4
6 7 93 0.1
7 17 83 0.2
8 13 87 0.2
9 13 87 0.2
10 10 90 0.1
11 11 89 0.1
12 12 88 0.1

Média * EPM 172 832 0.21+0.03
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Tabela 16: Poténcia das bandas de LF (%), HF (%) e raz&o LF/HF (%) do intervalo de pulso

(IP) de ratos acordados hipertensos L-NAME 14 dias submetidos protocolo 1.

Rato LF IP HF IP LF/HF IP
1 5 95 0.1
2 12 88 0.1
3 10 90 0.1
4 12 88 0.1
5 11 89 0.1
6 25 75 0.4
7 6 94 0.1

Média £ EPM 1212 8812 0.1+0.04
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Tabela 17: Poténcia da banda de LF (mmHg?Hz) da PAS de ratos acordados normotensos

2 e 14 dias submetidos protocolo 1.

Rato 2 dias 14 dias
1 2795 5145
2 10019 2404
3 8712 2964
4 10626 8355
5 2906 4812
6 706 3740
7 1740 1255
8 8589 _

9 7382 _
10 2148

Média £ EPM 5562.3 ¥ 1213.173 4097.5 + 874.1285
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Tabela 18: Poténcia da banda de LF (mmHg?Hz) da PAS de ratos acordados hipertensos L-
NAME 2 e 14 dias submetidos protocolo 1.

Rato L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias
1 12395 2121
2 3567 8407
3 1710 15347
4 10448 7125
5 11916 8786
6 3160 4762
7 4518 7166
8 3522 ~
9 10212 ~
10 3840 ~
11 2512 ~
12 6781

Média £ EPM 6215.083 £ 0.83 7673.429 £ 1547.069
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Tabela 19: Contetdo de noradrenalina renal (NOR; ng/g) de ratos normotensos 2 e 14 dias

submetidos protocolo 1.

Rato 2 dias 14 dias

1 156 104
2 58 92

3 90 181
4 175 123
5 107 114
6 153 122
7 B 147
8 122

Média £ EPM 123 £18 125 £10
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Tabela 20: Contetdo de noradrenalina renal (NOR; ng/g) de ratos hipertensos L-NAME 2 e

14 dias e submetidos protocolo 1.

Ratos L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias
1 64 113
2 122 90
3 89 103
4 129 71
5 128 127
6 _ 101
7 _ 94
8 _ 119
9 174

Média * EPM 106 £ 12 11010
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Tabela 21 : Presséo arterial média (PAM, mmHg) de ratos acordados normotensos 2 e 14

dias submetidos protocolo 2.

Ratos 2 dias 14 dias
1 118 126
2 115 106
3 123 106
4 110 98
5 101 _
6 107 _
Média £ EPM 112+ 3 1096
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Tabela 22 : Presséao arterial média (PAM, mmHg) de ratos acordados hipertensos L-NAME

2 e 14 dias submetidos protocolo 2.

Ratos L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias
1 137 148
2 139 144
3 143 131
4 152 148
5 145 152
6 152 147
7 132 155

Média £ EPM 14313 146 3
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Tabela 23 : Frequéncia cardiaca (FC, bpm) de ratos acordados normotensos 2 e 14 dias

submetidos protocolo 2.

Ratos 2 dias 14 dias
1 446 447
2 459 397
3 389 408
4 416 399
5 446 3
6 373 _
Média £ EPM 422 + 12 413 *12
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Tabela 24 : Frequéncia cardiaca (FC, bpm) de ratos acordados hipertensos L-NAME 2 e

14 dias submetidos protocolo 2.

Rato L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias
1 434 436
2 377 398
3 507 362
4 451 392
5 349 411
6 354 388
7 474 500

Média * EPM 421 23 412 16
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Tabela 25: Atividade espontanea do nervo simpatico renal (ANSR, % da atividade maxima)

de ratos acordados normotensos 2 e 14 dias submetidos protocolo 2.

Rato 2 dias 14 dias
1 51 25
2 42 69
3 44 60
4 37 56
5 23 —
6 21

Média £ EPM 36 5 52110
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Tabela 26: Atividade espontanea do nervo simpatico renal (ANSR, % da atividade maxima)

de ratos acordados hipertensos L-NAME 2 e 14 dias submetidos protocolo 2.

Ratos L-NAME 2 dias L-NAME 14 dias
1 55 54
2 48 28
3 31 32
4 35 22
5 24 44
6 35 48
7 49 55

Média £ EPM 404 405
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Tabela 27: Parametros obtidos a partir da curva PAM versus ANSR: Ganho (% max/mmHg),
faixa (% maximo), PAMs, (mmHg), PAM;,, (mmHg) e PAMs, (mMmHg) dos ratos acordados

normotensos 2 dias submetidos protocolo 2.

Rato % mc;i;'.::ﬁmg) (*’Z a':]"éax) (::.stgo) PAM,,, (nmHg)  PAM.,(mmHg)
1 3.7 59 111 119 100
2 43 71 117 125 106
3 4.7 66 107 113 97
4 -4.0 90 115 126 100
5 2.5 63 101 114 85
6 2.2 107 85 111 56

Média £ EPM -3.61x04 7618 1065 11813 9117
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Tabela 28: Parametros obtidos a partir da curva PAM versus ANSR: Ganho (% max/mmHg),

faixa (% maximo), PAMsy, (mmHg), PAM;m» (MmHg) e PAMs,; (MmHg) de ratos acordados

normotensos 14 dias submetidos protocolo 2.

Rato m%i?r?m?n(:l/;) Faixa (% max) {:: rrHsgo) zﬁm}l‘gﬂ) PAMsat(mmHg)
1 -5.7 82 118 124 108
2 -4.7 84 111 119 99
3 -3.5 82 110 121 95
4 -2.4 103 104 126 78
Média * EPM -4+0.7 8810 1106 1233 95+13
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Tabela 29: Parametros obtidos a partir da curva PAM versus ANSR: Ganho (% max/mmHg),

faixa (% maximo), PAMsy, (mmHg), PAM;m» (MmHg) e PAMs,; (MmHg) de ratos acordados

hipertensos L-NAME 2 dias submetidos protocolo 2.

Ratos (% mGé?(rI]rrr]I‘:an) Faixa (% max) (Pr:rlr\'nnHZO) :’r‘:rlr\:ll-llg PAMsat(mmHg)
1 -6.5 59 130 134 123
2 -6.8 51 125 128 119
3 -4.4 88 126 135 113
4 -2.3 89 142 163 118
5 -1.7 86 130 157 100
6 -3.3 89 133 147 116
7 -2.4 88 119 138 96
Média £ EPM -4+ 0.8 80%5 129+ 3 1435 112+ 4
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Tabela 30: Parametros obtidos a partir da curva PAM versus ANSR: Ganho (% max/mmHg),
faixa (% maximo), PAMsy, (mmHg), PAM;m» (MmHg) e PAMs,; (MmHg) de ratos acordados

hipertensos L-NAME 14 dias submetidos protocolo 2.

Ratos (% féir;:]?an) (‘*Zar:mxéax) m:\mnHZo) ?n?r“r:ll-lligrs PAMsat(mmHg)
1 1.4 82 147 180 111
7 3 o1 138 154 119
3 1.8 90 133 160 102
4 15 60 140 161 116
5 37 83 143 154 128
6 2 08 141 169 110
7 1.8 88 148 174 118

Média tEPM 2%0.3 8514 1412 164 £ 4 157
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