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Resumo




SABINO, JPJ; SALGADO, HC. MODULACAO DA PRESSAO ARTERIAL
E FREQUENCIA CARDIACA PELA VIA OXIDO NITRICO/GUANOSINA
MONOFOSFATO CiCLICO DA MEDULA ESPINHAL

A ativacao da via 6xido nitrico/guanosina monofosfato ciclico (NO/GMPc)
em neurdnios pré-ganglionares simpaticos (NPGS) ainda ndo esta bem
caracterizada. Assim, o objetivo deste estudo foi examinar os efeitos das
alteracoes da via NO/GMPc na medula espinhal sobre as respostas de pressao
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). METODOS: Foram utilizados
ratos (n=6-7) submetidos a canulacdo intratecal e da artéria femoral. Foram
registradas a PAM (mmHg) e FC (bpm) basais durante 25 min, e durante 10 ou 30
min apdés a administracdo das drogas. As drogas foram administradas
intratecalmente. RESULTADOS: O bloqueio da NO sintase com Nw-Nitro-L-
arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) aumentou a PAM (101 mmHg) e
nao alterou a FC (712 bpm), enquanto que o isémero inativo Nw-Nitro-D-arginine
methyl ester hydrochloride (D-NAME) nao alterou a PAM (0£1 mmHg) e nem a FC
(55 bpm). O inibidor da guanilato ciclase soluvel 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
a]Jquinoxalin-1-one (ODQ) nao alterou a PAM (0£2 mmHg) e nem a FC (06 bpm).
O veiculo dimetilsulféxido (DMSO) nao alterou a PAM (-3t4 mmHg) e nem a FC (-
16 bpm). O antagonista do receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA), acido
aminofosfonopentanoico (AP5), ndo alterou a PAM (02 mmHg), mas reduziu a
FC (-17+£7 bpm). A administracdo intratecal do fluido cerebroespinhal artificial
(veiculo) nao alterou a PAM (2+1 mmHg) e nem a FC (4+4 bpm). A administracao
de L-NAME+AP5 néo afetou o aumento da PAM (8+1 mmHg) promovido pelo L-
NAME. O precursor da sintese de NO, (S)-2-Amino-5-guanidinopentanoic acid;

S(+)-2-Amino-5-[(aminoiminomethyl) amino]pentanoic acid (L-arginina), promoveu




reducao da PAM (-5£2 mmHg) e FC (-29+9 bpm), e seu isdmero inativo, (R)-2-
Amino-5-guanidinopentanoic acid (D-arginina), ndo alterou a PAM (1£1 mmHg) e
FC (348 bpm). A administracao de ODQ+L-arginina aboliu a queda na PAM (312
mmHg) promovida pela L-arginina, enquanto que sobre a FC houve uma reducao
parcial da bradicardia promovida pela L-ARGININA (-14+4 bpm). CONCLUSAO:
Os resultados obtidos em ratos acordados indicam que o NO atua como
neuromodulador inibitério ténico sobre os NPGS, cuja acao parece nao envolver
receptores NMDA e nem depender do GMPc. Todavia, a resposta a injecao de L-

arginina foi dependente de GMPc.




Abstract




SABINO, JPS; SALGADO, HC. ARTERIAL PRESSURE AND HEART RATE
MODULATION BY NITRIC OXIDE/CYCLIC GUANOSINE MONOPHOSPHATE
SPINAL CORD PATHWAYS

The role played by the nitric oxide/cyclic guanosine monophosphate
pathway (NO/cGMP) on Sympathetic Preganglionic Neurons (SPN) is not well
understood. The purpose of the present study was to examine the effects of
changes in NO/cGMP pathway in the spinal cord on the hemodynamic responses
of mean arterial blood pressure (MAP) and heart rate (HR). METHODS: The rats
(n= 6-7) were subjected to intrathecal and femoral artery cannulation. MAP
(mmHg) and HR (bpm) were recorded for 25 min and for 10 or 30 min after
administration of intrathecal injections of drugs. RESULTS: Blockade of NO
synthase with Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) increased
MAP (10 £ 1 mmHg) and did not affect HR (7 + 12 bpm), while the inactive isomer
D-arginine methyl ester hydrochloride (D-NAME) did not change either MAP (0 * 1
mmHg) or HR (5t5 bpm). The soluble guanylate cyclase inhibitor 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) did not change MAP (0 + 2
mmHg) and HR (0 = 6 bpm). The vehicle dimethyl sulfoxide (DMSO) did not
change MAP (-3 £ 4 mmHg) and HR (-1 + 6 bpm). The antagonist of N-methyl-D-
aspartic acid receptors (NMDA), D,L-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (AP5)
did not change the MAP (0 £ 2 mmHg), but reduced the HR (-17 £ 7 bpm).
Intrathecal administration of artificial cerebrospinal fluid (vehicle) did not change
the MAP (2 £ 1 mmHg) and HR (4 + 4 bpm). Administration of L-NAME + APS5 did
not affect the increase in MAP (8 £ 1 mmHg) promoted by L-NAME. The precursor
of the synthesis of NO, (S)-2-Amino-5-guanidinopentanoic acid; S(+)-2-Amino-5-

[(@aminoiminomethyl) amino]pentanoic acid (L-arginine), reduced both MAP (-5 + 2



mmHg) and HR (-29+9 bpm), while its inactive isomer, (R)-2-Amino-5-
guanidinopentanoic acid (D-arginine), did not change MAP (1 + 1 mmHg) and HR
(3 £ 8 bpm). Administration of ODQ + L-arginine prevented the decrease in MAP
(83 £ 2 mmHg) promoted by L-arginine, while the L-arginine-induced bradycardia
was partially reduced (-14 + 4 bpm). CONCLUSION: The results indicate that NO
acts as a tonic inhibitory neuromodulator on SPN, whose action does not involve
NMDA receptors and does not depend on cGMP. Nevertheless, the hemodynamic

response to intrathecal L-arginine (MAP and HR) depended on cGMP.



1.Introducao
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BARORREFLEXO

O organismo utiliza mecanismos reflexos para manter a pressao arterial
dentro de limites estaveis e para assegurar a perfusao dos tecidos em situacoes
fisiolégicas. Existem trés mecanismos reflexos importantes envolvidos na
modulacdo cardiocirculatéria: barorreceptores arteriais (alta pressao), os
receptores cardiopulmonares (baixa pressdo) e 0s quimiorreceptores arteriais

(Sheperd, 1980; Persson, 1996).

O reflexo mediado pelos barorreceptores arteriais, os quais estao localizados
no arco aértico e no seio carotideo, € o mais importante mecanismo de controle
reflexo da pressao arterial, momento a momento (Krieger e cols. 1982; Kirchheim,
1976) [Figura 1]. A Figura 1 destaca os principais elementos aferentes, centrais e
eferentes do controle autondmico simpatico do reflexo barorreceptor. As vias
eferentes vagais que atuam sobre a freqléncia cardiaca nao estao

representadas.
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Figura 1. Principais vias do arco barorreflexo no controle da atividade simpética.
Os neurotransmissores do arco reflexo estdo indicados entre parénteses. Glu,
glutamato; GABA, 4cido gamaaminobutirico; Ach, acetilcolina; NE, noradrenalina;
IML, coluna intermediolateral; NTS, nucleo do trato solitdrio; CVLM, IVLM e
RVLM: reqgides caudal, intermediaria e rostral do bulbo ventrolateral; IX e X,

nervos glossofaringeo e vago (modificado de Ganong, 2006).
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A elevacao da pressao arterial (PA) provoca aumentos na freqiiéncia de
descarga dos barorreceptores. Estas informagcdes sdo conduzidas ao nucleo do
trato solitario (NTS) por neurdnios cujos corpos celulares estdo localizados no
ganglio nodoso (barorreceptores adrticos) ou no ganglio petroso (barorreceptores
carotideos), que se juntam aos nervos vago e glossofaringeo, respectivamente
(Krieger, 1970; Krieger e cols. 1982; Koike e cols. 2006). A partir do NTS,
neurdnios de segunda ou terceira ordem se projetam para dois grupamentos de
neurénios no bulbo ventrolateral: 1) Neurbnios inibitérios na area caudal
ventrolateral do bulbo (CVLM), que por sua vez se projetam para a area rostral
ventrolateral do bulbo (RVLM), a qual estimula os neurdnios pré-ganglionares
simpaticos (NPGS); 2) Neurdnios localizados no nucleo ambiguo (NA) e/ou nacleo
dorsal motor do nervo vago que contém os corpos celulares dos neurbnios pré-
ganglionares do sistema nervoso parassimpatico (SNP). Portanto, o reflexo
barorreceptor controla o tdénus simpatico para o0 coragdo e vasos € O
parassimpatico para o coracdo. Dessa forma, a estimulacdo dos barorreceptores
arteriais produz uma reducao reflexa da atividade simpatica e um aumento da
atividade vagal, resultando em dilatacdo arteriolar, venodilatacédo, bradicardia e
reducdo da contratilidade miocéardica (Krieger e cols. 1982; Chapleau e cols.
1988).

A eferéncia simpatica cardiovascular pode ser classificada em trés grupos de
acordo com sua caracteristica dominante: termosensitiva; glicosensitiva ou
barosensitiva (Janig & Habler, 2003). O grupo de eferentes cardiovasculares
termosensitivos consiste de vasoconstritores cutaneos, os quais séo ativados por
hipotermia, estimulo emocional e hiperventilacdo (Janig & Habler, 2003). O grupo

glicosensitivo controla a liberacdo de adrenalina, a qual é ativada pela
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hipoglicemia e exercicio fisico (Cao & Morrison, 2001; Guyenet, 2006). Entretanto,
esses dois grupos tém papel secundario na regulacdo da PA a curto e a longo
prazo (Guyenet, 2006). A eferéncia simpatica barosensitiva regula a atividade
autondmica para coracdo, rins, liberacdo de noradrenalina das adrenais e
constricao arteriolar (Janig & Habler, 2003). Os 6rgaos e tecidos que os
neurdnios barosensitivos inervam apresentam atividade basal (tdbnus simpatico).
Além disso, a freqgliéncia de despolarizacdo do nervo simpatico € altamente
sincronizada com o pulso arterial e a respiracao (Janig & Habler, 2003). Os
eferentes barosensitivos sao responsaveis pelas flutuagdes da PA a curto prazo
(Janig & Habler, 2003), e, provavelmente, também possuem papel determinante
no controle neural da PA a longo prazo. Em parte devido a eferéncia simpéatica
controlar a secrecao de renina, reabsorcao renal de sédio e o fluxo sangiineo
renal (DiBona & Kopp, 1997). Além disso, a atividade simpatica parece estar
elevada na hipertensdo (Goldstein, 1983). Portanto, considerando o papel
modulatério da eferéncia simpatica barosensitiva sobre o0 sistema
cardiocirculatério tornam-se relevantes estudos que tém como objetivo entender
0s mecanismos pelos quais as regides envolvidas na geracéao do tbnus simpatico
podem ser excitadas ou inibidas.

Como relatado anteriormente, os NPGS estao situados no arco barorreflexo,
fazendo parte da eferéncia simpatica barosensitiva, e estdo localizados no
funiculo lateral, nacleo intercalado, nucleo autonémico central e, principalmente,
na coluna intermédio-lateral (IML) (Petras & Cummings, 1972), entre os
segmentos Cg e Lz da medula espinhal (Strack e cols. 1988). A freqléncia de
despolarizacao dos NPGS determina o tonus simpatico para os vasos sanglineos

e coracdo, e resulta da integracdo de estimulos neuronais supra-espinhais
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(Guyenet & Stornetta, 2004). As regides supra-espinhais que enviam projecdes
aos NPGS sao: regiao rostral ventromedial do Bulbo (RVMM), nlcleo caudal da
rafe, células do grupo A5 localizados na ponte, nucleo paraventricular (PVN) do
hipotalamo e, principalmente, o RVLM (Strack e cols. 1989, Strack & Loewy,
1990). Além dos estimulos supra-espinhais existem evidéncias indicando que os
NPGS sao, também, modulados por via intra-espinhais, ou seja, por
interneurdnios inibitérios e excitatérios (Dun & Mo, 1989).

Além de estudos neuroanatémicos (Jansen e cols. 1992), mostrando que
as regibes supra-espinhais envolvidas no barorreflexo enviam projecoes,
diretamente, aos NPGS, modulando, conseqgliientemente, o tbnus simpatico para o
coracdo e vasos sanguineos, existem estudos neurofisiolégicos, nos quais
observou-se, também, que regides supra-espinhais enviam estimulos aos NPGS
da medula espinhal (Bazil & Gordon 1991,1993). A regido do RVLM ¢ a principal
regiao supra-espinhal que estimula os NPGS. Portanto, o RVLM parece ser o
principal mediador da regulacao do ténus simpatico (Calaresu & Yardley 1988).
Além disso, a excitacdo dos NPGS pelo RVLM ocorre por meio da ativacdo de
receptores glutamatérgicos ionotropicos N-Metil-D-Aspartato, NMDA, (Bazil &
Gordon 1991,1993). Entretanto, existem evidéncias em NPGS, in vitro, que
sugerem que as correntes poés-sinapticas excitatorias dos NPGS sdo mediadas,
também, por receptores AMPA/KAINATO (Wu e cols. 1997). Além disso, existem
estudos sugerindo a participacado dos receptores metabotropicos glutamatérgicos
na modulacdo dos NPGS (Li e cols. 1999; Celuch & Garcia 2002).

Portanto, existe na literatura uma preocupacéo constante em se entender
quais neurotransmissores estdo envolvidos na manutencdo da atividade dos

NPGS. Assim, ap0s ter sido demonstrado que 70% dos NPGS de ratos Sprague-
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Dawley possuiam a enzima Oxido nitrico sintase neuronal, nNOS (Anderson,
1992), a qual sintetiza o éxido nitrico, (NO) a partir da L-arginina (Garthwaite e
cols. 1988), estudos vém sendo realizados, ainda, com o intuito de melhor

caracterizar se a agao do NO sobre os NPGS é excitatéria ou inibitéria.

CATETERIZACAO ESPINHAL DO ESPACO SUBARACNOIDE

Os estudos realizados até o momento, nos quais tinham como objetivo
avaliar as respostas hemodinamicas, ap6s a administragdo intratecal de
diferentes substancias, utilizaram o método de cateterizacdo do espaco
subaracndédie, chamado Atlanto-Occiptal (Yaksh & Rudy, 1976). Neste método o
cateter € implantado no espaco subaracnodide através da membrana atlanto-
occiptal, o qual é introduzido no sentido caudal até atingir o nivel da vértebra T12.
Entretanto, existem evidéncias na literatura (Storkson e cols. 1996; Prado, 2003),
gue mostraram que o método atlanto-occiptal provoca alguns efeitos colaterais,
tais como: alteragdes neuroldgicas (paralisia de um ou mais membros); reducao
da massa corporal do animal apds a cirurgia; (Storkson e cols. 1996); geracao de
processos inflamatérios, os quais aumentam a sensibilidade a dor (Prado, 2003).
Contudo, existe 0 método de cateterizacdo lombar do espaco subaracndide, no
qual o animal apés a cirurgia, nao apresentou reducdo da massa corporal, nao
houve alterac6es neuroldgicas (Storkson e cols. 1996) e nem a geracao de
processos inflamatérios (Prado, 2003). Desta forma, ndo foi encontrado na
literatura estudo anterior que tenha utilizado o método de cateterizacao lombar da
medula espinhal, com objetivo de avaliar respostas hemodinamicas de PA e FC,

apds a administracao de diferentes compostos.
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PAPEL DO OXIDO NIiTRICO (NO) SOBRE NPGS

Como mencionado anteriormente, a NOS é responsavel pela sintese de NO
a partir da L-arginina (Palmer e cols. 1987; Garthwaite e cols. 1988) e possui trés
isoformas, duas das quais s&o constitutivas e sdo encontradas, normalmente, na
célula (Marletta, 1994). A enzima NOS que foi inicialmente descrita no endotélio
vascular é conhecida como NOS endotelial (eNOS), ao passo que aquela
encontrada no cérebro e no sistema nervoso periférico € chamada de NOS
neuronal (nNOS). A terceira enzima € a NOS induzida (iNOS), a qual é ativada
por um estimulo imunolégico ou inflamatério (Férstermann & Kleinert 1995;
Vincent, 1994).

Como relatado anteriormente os NPGS possuem a nNOS (Anderson, 1992),
a qual catalisa a sintese de NO a partir da L-arginina (Garthwaite e cols. 1988);
esta enzima é ativada pela ligacdo do neurotransmissor glutamatérgico (liberado
pelo neurdnio pré-sinaptico) ao receptor pds-sinaptico glutamatérgico ionotréprico
N-Metil-D-Aspartato, NMDA, (Garthwaite e cols 1988). Segundo Garthwaite e
cols. (1988), o receptor NMDA faz parte do mecanismo envolvido na geragao de
NO por meio da nNOS. Apds a ligacdo do glutamato ao receptor NMDA ocorre a
abertura de canais para calcio, com isso, aumenta a permeabilidade a este ion,
aumentando a concentracado deste ion no meio intracelular. Em seguida, o célcio
se liga a calmodulina formando o complexo célcio/calmodulina. O célcio que se
liga a calmodulina pode ser proveniente, também, de fontes intracelulares ou de
canais para célcio. O complexo célcio/calmodulina, por sua vez, ativa a nNOS, a
qual converte L-arginina+O, em citrulina e NO (Palmer e cols. 1987; Garthwaite,
1988), com a participacdo da forma reduzida do fosfato de nicotinamida adenina

dinucleotidio (NADPH) como doador de elétron (Figura 2). O NO ativa a guanilato
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ciclase soluvel (GCs) a qual catalisa a conversao de guanosina trifosfato (GTP)
em guanosina monofosfato ciclico (GMPc). Apés a sintese do NO, o mesmo pode
ativar a GCs de sua prépria célula, de células adjacentes, ou da célula de onde foi
liberado o0 neurotransmissor glutamatérgico (Garthwaite, 1991). O GMPc,
molécula efetora da via NO/GMPc atua modulando a proteina Kinase G (PKG),
canais ibnicos ativados por nucleotideos ciclicos (CNGC), e fosfodieterases (PDE)
(Ahern e cols. 2002) [Figura 2]. O GMPc é, também, formado pela guanilato
ciclase acoplada a membrana (GCm), a qual é ativada por peptideos natriuréticos

(Krumenacker e cols. 2004).

Anteriormente acreditava-se que NO modulava a atividade neuronal,
apenas, pela via NO/GMPc (Ahern e cols. 2002). Entretanto, é crescente o
namero de evidéncias sugerindo uma via pela qual o NO modula, diretamente, a
atividade neuronal sem ativar a GCs, ou seja, independentemente da conversao
de GTP a GMPc (Lei e cols. 1992; Davis e cols. 2001; Ahern e cols. 2002). Este
complexo mecanismo quimico, o qual independe de acdo enziméatica, recebe o
nome de S-nitrosilagcdo (Lei e cols. 1992; Davis e cols. 2001). Portanto, necessita-
se de uma maior concentracdo de NO, comparada a usual, para ativar a GCs
(Davis e cols. 2001). Os canais que podem ser modulados diretamente pelo NO
sdo: CNGC; canais para potassio sensiveis a célcio (BK); canais para sodio
(Ahern e cols. 2002) e os receptores do tipo NMDA (Lei e cols. 1992). Desta
forma os receptores NMDA exercem importante papel no processo de sintese de
NO por meio da nNOS (Garthwaite, 1988), ao mesmo tempo os receptores NMDA
podem ser modulados pelo NO (Lei e cols. 1992; Davis e cols. 2001; Ahern e

cols. 2002) [Figura 2].
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Figura 2. Metabolismo do NO e GMPc. Abreviacdes: BK, canais para K* sensiveis
a calcio; Calmod, calmodulina; CNGC, canais ativados por nucleotideos ciclicos;
GCm, guanilato ciclase de membrana; nNOS, 6xido nitrico sintase neuronal; PDE,
fosfodiesterase moduladas por nucleotideos ciclicos; PKG, proteina Kinase G;

GCs, guanilato ciclase soluvel (modificado de Ahern e cols. 2002).
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Como descrito anteriormente, apos a demonstracao da atividade da nNOS
nos NPGS (Anderson, 1992), estudos vém sendo realizados com o objetivo de se
compreender se a acao do NO sobre os NPGS é excitatoria ou inibitéria.

Estudo realizado em coelhos, anestesiados com pentobarbital sédico, nos
quais se administrou o precursor da sintese de NO (L-arginina) e um inibidor nao
seletivo da NOS (L-NAME) na coluna toracica, mostrou que a atividade simpatica
renal aumentou com a administracao de L-arginina e diminui com a administracao
de L-NAME, sugerindo que o NO tem acéao excitatéria sobre a atividade simpatica
renal (Hakim e cols. 1995). Além disso, estudo realizado em ratos anestesiados
com uretana, mostrou que a administracdo intratecal de doador de NO
(nitroprussiato de sédio) levou a um aumento da PA, sem alterar a FC, cujo efeito
foi atribuido a ativacdo de NPGS (Lee, e cols. 1996). Resultado semelhante foi
obtido por Malik e cols. (2007), com a administracao intratecal de L-arginina, os
quais atribuiram, também, a resposta hemodindmica a ativacao da via NO/GMPc,
uma vez que a administracdo prévia do inibidor da GCs (ODQ) impediu o
aumento da PA e FC promovido pela L-arginina. Garcia & Celuch (2002)
administraram noradrenalina por via intratecal em ratos anestesiados, e obtiveram
aumento da PA sem alterar a FC. Esta resposta foi inibida quando foi
administrado, previamente a noradrenalina, um antagonista do receptor NMDA
(AP5) ou o L-NAME. Esta observacao permitiu sugerir que o NO gerado apds a
ligacdo do glutamato ao receptor NMDA parece estar envolvido no aumento da
PA provocado pela administracdo intratecal de noradrenalina. Assim, existe um
conjunto de evidéncias em coelhos e ratos anestesiados que sugere uma acao

excitatéria do NO na medula espinhal.
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Por outro lado, Koga e cols. (1999) e Garcia e cols. (1997) observaram que
apos a administracdo de L-NAME por via intratecal ocorreu um aumento na PA, e
que esta resposta foi abolida nos ratos que receberam, previamente, antagonistas
dos receptores NMDA, sugerindo um papel inibitério do NO sobre o receptor
NMDA. Efeito inibitério do NO foi, também, observado por Arnolda e cols. (2000),
em ratos anestesiados com transecg¢ao espinhal ao nivel de C1, nos quais a
administragdo intratecal de agonista do receptor NMDA induziu aumento da PA.
Acéao inibitéria do NO foi relatada, ainda, em ratos acordados, por meio do
aumento da PA sem alteracdo da FC apds a administracao de L-NAME intratecal
(Feldman e cols. 1996). Powers-Martin e cols. (2006) relataram, também, que
ratos Wistar Kyoto possuem maior atividade da enzima NOS nos NPGS quando
comparados aos ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Estes autores
sugeriram que a menor sintese de NO diminui o efeito inibitério do éxido nitrico
sobre os NPGS, o que permite o aumento da atividade simpatica, FC e PA
observada nos SHR (Powers-Martin e cols. 2006).

Portanto, existe uma clara contradi¢cdo na literatura sobre o papel do NO na
modulagdo dos NPGS na medula espinhal. Parte dos relatos sugerem que o NO
tem em condicbes basais um efeito simpatoexcitatério sobre os NPGS (Hakim e
cols. 1995; Lee e cols. 1996; Garcia & Celuch 2002), e que o aumento de PA e
FC, apds a administracao intratecal de L-arginina é dependente de GMPc (Malik e
cols. 2007). Entretanto ha, também, relatos que indicam um efeito
simpatoinibitério do NO (Feldman e cols., 1996; Arnolda e cols. 2000; Yang e cols.
2004), possivelmente, sobre os receptores NMDA dos NPGS (Koga e cols. 1999;
e Garcia e cols. 1997). Esta contradicao sobre a acao do NO nos NPGS, também,

foi evidenciada em trabalhos sobre NPGS in vitro, quando se observou uma acao
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inibitéria do NO sobre os NPGS (Wu & Dun, 1996) e uma acao excitatéria pelos
mesmos autores (Wu e cols. 1997).

Assim, esta contradicdo observada na literatura por meio de estudos in vivo
(ratos anestesiados) e in vitro sobre a acdo do NO nos NPGS, justifica a
conducéao de estudos em ratos acordados, com objetivo de melhor caracterizar a
acao do NO sobre os NPGS. Desta forma, julga-se oportuno avaliar, também, em
ratos acordados se a acdao do NO ocorre por meio de receptores NMDA, como
proposto em animais anestesiados (Koga e cols. 1999; e Garcia e cols. 1997).
Além disso, julga-se, também importante, avaliar o papel desenvolvido pela via
NO/GMPc em condicbes basais, por meio da inibicao da GCs pelo ODQ, ou
ainda, avaliar a via NO/GMPc numa situagdo onde a geracdo de NO esta

aumentada devido a administracao intratecal de L-arginina.




2.0Dbjetivos
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OBJETIVO GERAL
Avaliar a acdo modulatéria da via NO/GMPc possivelmente sobre os
NPGS, nas respostas hemodinamicas de PAM e FC, por meio da administracao

de diferentes substancias por via intratecal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Examinar os efeitos do bloqueio da sintese de NO por meio da
administragdo intratecal de L-NAME na medula espinhal, sobre as

respostas hemodinamicas de PAM e FC;

» Avaliar se a inibicdo da GCs altera os parametros hemodinamicos, PAM e
FC. Ou seja, examinar se a acdo do NO sobre os NPGS em condicoes

basais, na medula espinhal, é via GMPc ou via independente de GMPc;

* Avaliar se a modulacdo do NO sobre os NPGS na medula espinhal se faz

por meio de receptores NMDA;

« Avaliar qual é o efeito do aumento da geracdo de NO, por meio da
administragdo de L-arginina intratecal, na medula espinhal, sobre as

respostas hemodinamicas de PAM e FC;

* Analisar se as respostas hemodindmicas de PAM e FC promovidas pela

administragao intratecal de L-arginina depende, ou nao, de GMPc.




3.Material e Métodos
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Animais

Foram utilizados ratos Wistar, com peso entre 300 e 350 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 ragao e agua. Os experimentos foram realizados
no periodo das 7 as 16 horas, os animais foram levados previamente ao
laboratério para adaptacdo. O estudo é constituido de 10 grupos, os quais
receberam a administracéo de drogas por meio do espaco subaracndide.

Este trabalho est4 de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcao Animal (COBEA) e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CETEA)

da FMRP em reuniao de 03 de dezembro de 2007(n® protocolo 157/2007).

Procedimentos cirurgicos

Cateterizacao lombar do espaco subaracndide da medula espinhal

Seis dias antes dos experimentos os animais foram submetidos a anestesia
com tribromo-etanol (250 mg/kg de massa corpérea, i.p.) para a canulagcéao
intratecal lombar. Os animais foram colocados em decubito ventral sobre um
objeto cilindrico (seringa 20ml) para que a regidao lombar ficasse hiper-flexionada
(Figura 3A). Foram localizadas as espinhas iliacas pdstero-superiores, as quais
permitiram a localizagdo do espacgo intervertebral entre L5 e L6, onde, foi
realizada uma pequena incisdo cutanea. Através da incisdo foi realizada uma

puncado com agulha Weiss 20G (Becton, Dickinson and Company, New Jersey




29

USA) até o nivel do espaco subaracnéide (Figura 3B). O abalo tipico da cauda do
animal foi usado como indicativo do correto posicionamento da agulha. Um
segmento de polietileno PE 10 (Becton, Dickinson and Company, New Jersey
USA) foi introduzido através da agulha, até alcancar 2,0 cm do espaco
subaracnéide, a fim de posiciona-lo na altura da intumescéncia lombo-sacra
[Figura 3B (seta vermelha)] (Storkson e cols. 1996). A agulha foi entao retirada
cuidadosamente e o cateter preenchido com 10 pl de salina heparinizada (pH
7,4). Em seguida, o cateter foi exteriorizado no dorso do animal, para posterior
administragcdo de drogas, com os animais acordados. Ao final do procedimento
cirurgico os animais receberam analgésico (Flunixina Meglumina, 2,5 mg/kg, i.m.)
e antibiético (Benzilpenicilina, 24 Ul/g, i.m.) e, em seguida, foram colocados em
gaiolas individuais e levados ao Biotério do Departamento de Fisiologia da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP).
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Figura 3. Cirurgia de cateterizacdo lombar do espago subaracndide da medula
espinhal. A, os animais foram colocados em decubito ventral sobre um objeto
cilindrico (seringa 20ml) para que a regidao lombar ficasse hiper-flexionada; B, foi
realizada uma pungdo com agulha Weiss 20G até o nivel do espaco
subaracnéide; B (seta vermelha), introdu¢cdo de um segmento de polietileno PE
10 através da agulha, até alcangar 2,0 cm do espago subaracnéide, a fim de

posiciona-lo na altura da intumescéncia lombo-sacra.
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Implantacao da canula na artéria femoral

Cinco dias ap6s a cateterizacdo subaracnoide os animais foram submetidos
a anestesia com triboromo-etanol (250 mg/kg de massa corpoérea, i.p.). Em seguida
foi implantada uma canula de polietileno (Becton Dickinson, New Jersey, USA),
PE-10 soldada a um PE-50, na artéria femoral esquerda. Esta canula foi
exteriorizada no dorso do animal, para registro da pressao arterial pulsatil (PAP)
com o0s animais acordados. A seguir, os animais foram, novamente, colocados

gaiolas individuais para recuperacao da cirurgia.

Registro da Pressao Arterial

No dia do experimento (vinte quatro horas ap6s a cirurgia de implantacao
da canula arterial) o animal foi levado ao laboratério de registro, pelos menos 60
minutos antes do inicio da coleta de dados, para que o0 mesmo se habituasse as
condigdes experimentais. Os experimentos foram realizados sob condigdes
apropriadas (luz e temperatura) para registro da PAP em animais acordados.

A céanula arterial foi conectada a um transdutor de pressao (Statham,
modelo P23XL, Valley View, OH, USA). O sinal, depois de devida amplificacao
(Pré-amplificador Hewlwtt-Packard modelo 8805B, Chicago, IL, USA), foi
digitalizado por meio de uma interface analdgico-digital Windaq (Dataq
Instruments, Akron, OH, USA) e amostrado a 2000 Hz em um microcomputador
onde foi analisado. Durante a analise, a pressado arterial média (PAM) e a

freqUéncia cardiaca (FC) foram derivadas, a partir da PAP.
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Confirmacao do posicionamento da canula intratecal

Ao final do experimento foi administrado, via intratecal, 10 pl de azul de
metileno no animal. A seguir, 0 animal foi submetido a anestesia com tribromo-
etanol (250 mg/kg de massa corpérea, i.p.) e perfundido transcardialmente, para
que sua medula espinhal fosse exposta. Desta forma, os experimentos foram
considerados validos, somente, quando a medula espinhal do animal foi corada

pelo o azul de metileno (Figura 4).

Figura 4. Confirmacao da administracao intratecal de diferentes compostos.
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Grupos experimentais
Os grupos estudados foram identificados de acordo com o tratamento a que
foram submetidos.
Grupo L-NAME — Inibidor n&o seletivo da enzima NOS [250 nmol, dissolvido em
10 ul fluido cérebroespinhal artificial (aCSF)] (Feldman e cols. 1996).
Grupo D-NAME - Isémero inativo do L-NAME (250 nmol/10 yl aCSF).
Grupo ODQ - Inibidor da Guanilato Ciclase Solavel (100 mmol, dissolvido em
10 ul do veiculo DMSO 1%) (MaliK e cols. 2007).
Grupo DMSO 1% (10 pl)
Grupo AP5 — Antagonista dos receptores NMDA (50 nmol/10 ul aCSF)
(Koga e cols. 1999).
Grupo aCSF — (10 pl)
Grupo L-NAME+AP5 - [(250 nmol/10 ul aCSF)/(50 nmol/10 ul aCSF)]
Grupo L-arginina (L-ARG) — Precursor da sintese de NO (100umol/10 ul aCSF)
(MaliK e cols. 2007).
Grupo D-arginina (D-ARG) — Isémero inativo da L-arginina (100pmol/10 ul aCSF)

Grupo ODQ+L-ARG - [(100 mmol/10 ul aCSF)/(100umol/10 ul aCSF)]
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Protocolos Experimentais
No presente estudo foram utilizados 2 protocolos experimentais.

Protocolo 1: Apds a adaptacdo do animal ao ambiente laboratorial foi realizado o
registro da PAP. Os primeiros 25 minutos foram considerados como registro
basal, em seguida um volume 10 pl contendo um dos compostos citado acima
(droga ou veiculo) que define o grupo, foi injetado de forma a preencher, apenas,
o interior da canula de intratecal. Assim, com esta primeira manobra os 10 ul de
salina heparinizada contidos no interior da canula intratecal foram “empurrados”
para o interior do espaco subaracndide. A seguir, um segundo registro basal de
15 minutos foi realizado (Basal 2), e apds este periodo a droga que estava
contida, agora, no interior da canula intratecal foi entdo “empurrada” para interior
do espaco subaracnéide com 10 ul aCSF. A seguir, o registro da PAP prosseguia

por 10 ou 30 minutos (Figura 5).

Protocolo 2: A diferenca entre os protocolos experimentais € que no segundo
protocolo foi administrado uma segunda droga 10 minutos ap6s primeiro
composto. A seguir, o registro da PAP prosseguia por 30 minutos [Figura 6]

(modificado de Yang e cols. 2004).




35

Figura 5: Protocolo Experimental 1.

25 mim 15 min 10 min 20 min
| | | | ]
| | | | 1

Basal 1 T Basal 2 1

Salina Droga ou Veiculo

Figura 6: Protocolo Experimental 2.

25 min 15min  10min 30 min
| | | | ]

| | | 1
Basal 1 Basal 2

T

Salina Droga 1 Droga 2
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Analise Estatistica

Os resultados sao expressos como média + EPM (erro padrdao da média).
Para se avaliar o efeito do tratamento (drogas vs veiculo) sobre a PAM e FC, foi
utilizado o teste ANOVA Two way, seguido do pos teste de Newman-Keuls
Student. O Test-t de Student foi utilizado para comparar os valores basais de
PAM e FC entre grupo tratado e seu grupo controle. A diferenca entre os

parametros avaliados foi considerada significativa quando p<0,05.




4.Resultados
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Os resultados estdo apresentados como média + EPM sob a forma de

figuras e tabelas. Os valores individuais sao apresentados no apéndice sob a

forma de tabelas (I — XL.B).

4.1 Respostas da PAM e da FC a administracao intratecal de L-NAME ou
do isd6mero inativo D-NAME.

A evolucao (minutos) das respostas da PAM (A PAM) e da FC (A FC) a
administracdo intratecal de L-NAME ou D-NAME é apresentada na Tabela 1 e
ilustrada na Figura 7, enquanto que as respostas individuais estdo nas tabelas |
— VIII. Os resultados mostram que ambos 0s grupos apresentaram valores
basais similares de PAM e FC (Tabela 1). Entretanto, o L-NAME provocou
aumento da PAM, mas nao alterou os valores de FC, enquanto que o D-NAME

nao alterou a PAM e FC.

4.2. Respostas da PAM e da FC a administracao intratecal de ODQ ou
do veiculo (DMSO).

A evolucao (minutos) das respostas da PAM (A PAM) e da FC (A FC) a
administragdo intratecal de ODQ ou DMSO ¢é apresentada na Tabela 2 e
ilustrada na Figura 8, enquanto que as respostas individuais estdo nas tabelas
IX — XVI. Os resultados mostram que ambos 0s grupos apresentaram valores
basais similares de PAM e FC (Tabela 2). O ODQ e o veiculo (DMSQO) nao

alteraram a PAM e FC.
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Tabela 1. Evolucao (minutos) das respostas da pressao arterial média (A PAM)
e da frequiéncia cardiaca (A FC) a administracao intratecal de L-NAME (n=6) ou

D-NAME (n=7).

Basal 2 4 6

8 10 min

L-NAME 102+3 7+2*% 9+3* 8+2%*
A PAM
(mmHg)

D-NAME 10143 2+1 1+1 0+ 1

L-NAME 380+9 2+3 14  -1%5
AFC
(bpm)

D-NAME 378+6 13+6 45 -1x4

141 01
5+6 7412
2t4  5t5

*PS0,05 em relacdo ao controle. *P<0,05 em relacdo ao basal.
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Figura 7: Evolugcédo (minutos) das respostas da pressao arterial média (A PAM)
e da frequiéncia cardiaca (A FC) a administracao intratecal de L-NAME (n=6) ou
D-NAME (n=7). 'P<0,05 em relagdo ao controle; *P<0,05 em relagdo ao basal
(0 min).
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Tabela 2: Evolucao (minutos) das respostas da pressao arterial média (A PAM) e da freqiéncia cardiaca (A FC) a
administracdo intratecal de ODQ (n=7) ou DMSO (n=6).

Basal 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 min
OoODQ 108%3 1+1 -1+2 0x2 1+2 2+2 1+1 0x2 0x2 -1+2 12
A PAM
(mmHg)
DMSO 104+2 0+4 214 3+4 -1+3 -3+x5 -1+4 1+3 0+3 -1+4 1+4
ODQ 38614 04 -7+t6 0+6 1+6 67 610 -7x7 -7+8 -3+t6 -8%7
AFC
(bpm)
DMSO 38116 3+5 4+5 -1+6 -4+6 1+6 5+6 6+10 9+10 711 9+12




42

15 1

10 A -- ODQ

A PAM (mmHg)

-10 -
0 5 10 15 20 25 30min
50 -
—e— ODQ
30 1 —O— DMSO

A FC (bpm)

0 5 10 15 20 25 30min

Figura 8: Evolugcédo (minutos) das respostas da pressao arterial média (A PAM)
e da frequéncia cardiaca (A FC) a administragédo intratecal de ODQ (n=7) ou
DMSO (n=6).
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4.3. Respostas da PAM e da FC a administracao intratecal de AP5 ou
veiculo (aCSF).

A evolucao (minutos) das respostas da PAM (A PAM) e da FC (A FC) a
administracdo intratecal de AP5 ou aCSF é apresentada na Tabela 3 e
ilustrada na Figura 9, enquanto que as respostas individuais estdo nas tabelas
XVII — XXIV. Os resultados mostram que ambos 0s grupos apresentaram
valores basais similares de PAM e FC (Tabela 3). O AP5 nao alterou a PAM,
mas promoveu reducdo da FC. O veiculo (aCSF) nao alterou a PAM e a FC

basais.

4.4. Respostas da PAM e da FC a administracao intratecal de L-NAME
seguida da administracao de AP5.

A evolucéo (minutos) das respostas da PAM (A PAM) e da FC (A FC) a
administracdo intratecal de L-NAME seguida da administracdo de AP5 é
apresentada na Tabela 4 e ilustrada na Figura 10, enquanto que as respostas
individuais estao nas tabelas XXV — XXVIII. A Tabela 4 mostra, ainda, que os
valores basais de PAM e da FC séao similares aos demais grupos apresentados
até o momento. Os resultados mostram que o AP5 nao afetou a elevacao da
pressao arterial causada pelo L-NAME. A FC nao foi alterada nem pelo L-

NAME e nem pelo APS.
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Tabela 3. Evolucao (minutos) das respostas da pressao arterial média (A PAM)

e da freqUéncia cardiaca (A FC) a administracao intratecal de AP5 (n=6) ou
veiculo (aCSF) (n=7).

Basal 2 4 6 8 10 min

AP5 10014 -1 +1 -1 +1 -1+2 -1+2 0x2

A PAM
(mmHg)
aCSF 1002 2+ 1 2+2 1+1 1+1 2 +1
AP5 359+12 -16+7* -17+7* -15+6* -9+7' -12+7*
AFC
(bpm)

aCSF 379+10 1+5 4+7 4+4 6+4 4+4

*Ps0,05 em relacao ao controle. *P<0,05 em relacdo ao basal.
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Figura 9: Evolugcédo (minutos) das respostas da pressao arterial média (A PAM)
e da freqUéncia cardiaca (A FC) a administracao intratecal de AP5 (n=6) ou
aCSF (n=7). 'P<0,05 em relagdo ao controle; *P<0,05 em relacdo ao basal (0

min).
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Tabela 4: Evolugdo (minutos) das respostas da pressdo arterial média (A PAM) e da freqiéncia cardiaca (A FC) a
administracdo intratecal de L-NAME seguida de AP5 (N=6).

L-NAME AP5

Basal -6 -3 0 min 3 6 9 12 15 18 21 min
APAM o135 812 942  8+1 720 8+1 7+1 7+1 741 622  6+1
(mmHg)
AFC
gy B0%9  2E3 TE4 148 957 7211 412 14210 647 2210 58

*P50,05 em relacdo ao basal.
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Figura 10: Evolucao (minutos) das respostas da pressao arterial média (A
PAM) e da frequéncia cardiaca (A FC) a administracédo intratecal de L-NAME

seguida de AP5 (n=6). *P<0,05 em relagcdo ao basal (-10 min).




48

4.5. Respostas da PAM e da FC a administracao intratecal de L-ARG ou
isdbmero inativo D-ARG.

A evolucao (minutos) das respostas da PAM (A PAM) e da FC (A FC) a
administracdo intratecal de L-ARG ou D-ARG é apresentada na Tabela 5 e
ilustrada na Figura 11, enquanto que as respostas individuais estdo nas tabelas
XXIX — XXXVI. Os resultados mostram que ambos oS grupos apresentaram
valores basais similares de PAM e FC (Tabela 5). A L-ARG promoveu uma
reducédo tanto na PAM quanto na FC, enquanto que a D-ARG né&o alterou a

PAM e a FC.

4.6. Respostas da PAM e da FC a administracao intratecal de ODQ
seguida de L-ARG ou administracao de apenas L-ARG.

A evolucéo (minutos) das respostas da PAM (A PAM) e da FC (A FC) a
administracdo intratecal de ODQ seguida de L-ARG ou administracao de
apenas de L-ARG é apresentada na Tabela 6 e ilustrada na Figura 12,
enquanto que as respostas individuais estdo nas tabelas XXXIII — XL.B. A
Tabela 6 mostra, ainda, que os valores basais de PAM e da FC séo similares
aos demais grupos apresentados até o momento. Os resultados mostram que o
ODAQ seguido da L-ARG, nao alterou a PAM e nem a FC, enquanto que a L-

ARG promoveu uma reducao tanto na PAM quanto na FC.
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Tabela 5: Evolugao (minutos) das respostas da pressao arterial média (A PAM) a administracao intratecal de L-ARG ou D-ARG.

Basal 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30min

L-ARG 101+3 2+1 3+1 BH+1* H5+2% F+1* H+1*% H5+1* f+2% H5+2% H5+2*

A PAM
(mmHg)
D-ARG 981 4+1 3+1 4+1 3+1 2+1 1+ 1 0+1 2+1 0+1 1+1
L-ARG 39619 -16+5* -20+5* -23+5* 22+7* 28+6" -24+8* -28+6* -24+8* -32+6* -29+9*
A FC
(bpm)

D-ARG 38011 77 6+8 2+8 67 6+6 9+8 127 12%9 2+8 3+8

*P<0,05 em relagéo ao controle. *P<0,05 em relacdo ao basal.
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Figura 11: Evolucao (minutos) das respostas da pressao arterial média (A
PAM) e da freqiiéncia cardiaca (A FC) a administracao intratecal de L-ARG
(n=6) ou D-ARG (n=6). P<0,05 em relacéo ao controle. *P<0,05 em relacdo ao

basal (Omin).
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Tabela 6: Evolucdo (minutos) das respostas da pressdao arterial média (A PAM) e da freqiéncia cardiaca (A FC) a
administracao intratecal de ODQ seguida de L-ARG (n=6) ou administracdo de apenas L-ARG (n=6).

Basal 3 6

15 18 21 24 27 30min

ODQ+L-ARG 105+1 3+1 3+1
A PAM
(mmHg) L-ARG 10143  2%1 -3+1

ODQ+L-ARG 376 +11 1+7 -3+8
AFC

0+2 -1+2 -1+2 1%2
B6+1* 5+1* 5+1* _p+2% 5+2f .5+

9+11 11411 -11+9 -13+9 -14+6 -14+4

(bpm) L-ARG 39619 -16+5* -20+5" -23+5* -22+7* -28+6" -24+8" -28+6" -24+8" -32+6" -29+9*

*P<0,05 em relaco ao basal.
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Figura 12: Evolucao (minutos) das respostas da pressao arterial média (A PAM) e
da frequéncia cardiaca (A FC) a administracao intratecal de ODQ seguida de L-
ARG (n=6) ou administracdo de apenas L-ARG (n=6). *P<0,05 em relagdo ao

basal.
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Os resultados da administracao intratecal de compostos que atuam na via
NO/GMPc mostram: 1) O L-NAME aumentou a PAM e nao alterou a FC; 2) O
ODQ néao alterou os valores basais de PAM e FC; 3) O AP5 néo alterou a PAM,
mas provocou uma reducao da FC; 4) O AP5 nao afetou o aumento da PAM
causado pelo L-NAME; 5) A L-ARG causou reducédo da PAM e da FC; 6) A L-ARG
administrado ap6s o ODQ né&o alterou a PAM e a FC.

O primeiro protocolo realizado neste estudo teve por objetivo examinar em
ratos acordados o papel do NO enddégeno na modulacdo da PA e da FC basais,
possivelmente, pela agao sobre os NPGS. Assim, a administragcao intratecal de L-
NAME, um inibidor ndo seletivo da NOS, promoveu um aumento da PAM. Esta
resposta indica que o NO é produzido tonicamente na medula espinhal e atua de
forma inibitéria, possivelmente, sobre os NPGS. Entretanto, é importante destacar
que o L-NAME néao alterou a FC basal, o que pode estar refletindo uma menor
participacdo simpatoinibitéria do NO sobre os NPGS situados nos niveis, T1-T4,
0s quais se dirigem ao coracdo. Estas observacdes contestam com aquelas
obtidas em estudo anterior realizado em ratos anestesiados com uretana, nos
quais foi observado que a administracao intratecal de L-NAME provocou uma
reducdo da PAM sem alteracdo dos valores basais de FC (Lee e cols. 1996).
Estes autores sugeriram que, em condi¢des basais, 0 NO enddgeno possui uma
acao excitatéria sobre os NPGS. Em outro estudo realizado em coelhos
anestesiados com pentobarbital sédico (Hakin e cols. 1995), nos quais o L-NAME
foi administrado na medula espinhal toracica (T10-T12) promoveu uma redugao
da atividade do nervo simpatico renal, as observacbes estdo em concordancia
com a hipétese de Lee e cols (1996), que o NO exerce uma acao excitatdria sobre

0s neurdnios pré-ganglionares simpaticos renais de coelhos anestesiados. Assim,
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o NO estaria atuando na manutencao da atividade ténica dos NPGS renais em
condi¢des basais (Hakim e cols. 1995). Entretanto, os resultados do presente
estudo estdo de acordo com a maior parte das evidéncias encontradas na
literatura, as quais indicam um papel inibitério do NO sobre os NPGS (Chen &
Shyr, 2005). Estudo realizado em ratos anestesiados com pentobarbital sédico, no
qual L-NAME foi administrado, também, por via intratecal, foi observado um
aumento da PAM e bradicardia (Garcia e cols. 1997). Da mesma forma, Koga e
cols (1999) observaram em ratos anestesiados com uretana um aumento da PAM
apos a administracao intratecal de L-NAME.

Por outro lado, ha relatos na literatura do papel inibitério do NO durante a
administragcdo intratecal de agonistas dos receptores NMDA, os quais provocaram
um aumento da PAM em ratos anestesiados com pentobarbital sdédico (Arnolda e
cols. 2000). A co-administracdo L-NAME+NMDA potenciou a resposta pressora
promovida pelo NMDA, enquanto que a administracdo de um doador de NO,
cloreto de 3-morpholinylsydnoneimine (SIN-1), atenuou o aumento da PAM
promovido pelo NMDA (Arnolda e cols. 2000). A acdo do NO enddégeno foi,
também, examinada em estudo com ratos anestesiados com a mistura de
uretana/a cloralose, nos quais houve um aumento da PAM e da atividade do
nervo simpatico renal ap6s a administragéao intratecal de glutamato. Quando um
inibidor ndo seletivo da NOS, LNMMA (N¢-Methyl-,-arginine acetate salf), foi
administrado, previamente, por via intratecal, a resposta pressérica promovida
pelo glutamato foi potenciada (Yang e cols. 2004). Assim, estes autores sugeriram
qgue a ativacao dos neurbnios simpaticos espinhais leva a liberacdo de NO, o qual
reduz a excitabilidade simpatica (Yang e cols. 2004). Em sintese, os estudos

realizados em ratos anestesiados por Arnolda e cols (2000) e Yang e cols (2004),
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também sugerem que o NO pode ter uma agao inibitéria sobre a atividade
simpatica ao nivel da medula espinhal.

E importante ressaltar que os resultados no presente estudo foram obtidos
em animais acordados e, portanto, ndo apresentam os efeitos indesejaveis da
anestesia. Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Feldman
cols. (1996) e Lu e cols. (1999) realizados, também, em ratos acordados.
Ressalta, ainda, que a dose de L-NAME utilizada no presente estudo foi idéntica a
do trabalho de Feldman e cols. (1996), e que o aumento da PAM promovido pelo
L-NAME intratecal no presente estudo foi muito semelhante a observada por
estes autores.

Ha, também, na literatura, evidéncias indiretas de uma modulacdo do NO
sobre a atividade simpatica. Assim, por meio de técnica de imuno-histoquimica foi
avaliada a atividade da nNOS nos NPGS de ratos WKY e SHR, tendo sido
observado que os ratos WKY apresentavam uma maior atividade da nNOS
quando comparado aos ratos SHR (Powers-Martin e cols. 2006). Desse modo, foi
sugerido que a menor atividade da nNOS poderia estar associada com o aumento
da atividade simpéatica encontrada nos ratos SHR (Powers-Martin e cols. 2006).

Em sintese, os resultados obtidos no presente estudo estao de acordo com
as evidéncias da literatura, tanto em ratos acordados quanto anestesiados, que
receberam administracdo intratecal de L-NAME. Estes resultados indicam que o
NO gerado, endogenamente, exerce um papel simpatoinibitério ténico,
possivelmente, por uma acao inibitéria sobre os NPGS.

A proxima etapa do presente trabalho foi examinar o mecanismo pelo qual
o L-NAME intratecal produziu uma resposta pressorica. Como relatado

anteriormente, ha evidéncias na literatura que sugerem a existéncia de duas vias
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diretas, pelas quais o NO modula a atividade neuronal: uma via dependente de
GMPc e outra via que independe de GMPc (Ahern e cols. 2002; Davis e cols.
2001). Para avaliar se a resposta pressorica do L-NAME envolve, possivelmente,
uma acao do NO dependente de GMPc, ou ndo, administrou-se por via intratecal
o ODQ, um inibidor da enzima guanilato ciclase soluvel, que por sua vez é ativada
pelo NO, e, a seguir converte GTP em GMPc.

O presente estudo foi o primeiro a administrar ODQ em ratos acordados,
por via intratecal. O ODQ, per se, ndo promoveu alteracao significativa na PAM e
FC basais. Portanto, estes resultados indicam que o possivel efeito inibitorio
tébnico do NO sobre os NPGS, em condi¢cdes basais, ndo depende de GCs/GMPc,
uma vez que a administragao intratecal do ODQ néao alterou os valores basais de
PAM e FC. As observacbes do presente estudo dao suporte, também, aquelas
obtidas em ratos anestesiados, nos quais a administracdo de ODQ, por via
intratecal, ndo promoveu alteracdo dos valores basais de PAM e FC (Malik e cols.
2007). Desta forma, Malik e cols. (2007) sugeriram que a GCs, possui uma baixa
atividade sobre os NPGS em condicbes basais. Foi demonstrada, também,
reduzida atividade basal da enzima GCs, in vitro, uma vez que a administracao de
ODQ nao promoveu mudanca significativa na corrente de fixacdo (holding
currents) e na amplitude das correntes inibitérias pré-sinapticas dos NPGS
estudados (Wu & Dun, 1996).

Existe, também, na literatura estudos das respostas da PAM e FC apoés a
administracao de outro inibidor da GCs, ou seja, o azul de metileno (Lee e cols.
1996; Garcia e cols. 1997; Garcia & Celuch, 2002). Entretanto, ha limitacdes para
o uso do azul de metileno como inibidor da GCs, uma vez que o0 mesmo pode

inibir a sintese de NO por meio do bloqueio da NOS (Mayer e cols. 1993). Apesar
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das limitacbes do uso do azul de metileno como inibidor seletivo da GCs, os
resultados obtidos com este inibidor, mesmo em ratos anestesiados, s&o
semelhantes ao do presente estudo. Lee e cols. (1996) e Garcia & Celuch (2002)
administraram intratecalmente azul de metileno em ratos anestesiados e néo
observaram alteracao significativa da PAM e FC.

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo em ratos acordados
indicam que o papel simpatoinibitorio tonico exercido pelo NO, endbégeno, sobre
os NPGS nao é mediado pela GCs, uma vez que a inibicado desta enzima pelo
ODQ nao alterou a PAM e FC, sugerindo, assim, que em condi¢des de repouso a
via NO/GMPc possui uma atuagao pouco evidente.

A seguir, no presente estudo, avaliou o possivel envolvimento dos
receptores NMDA sobre o efeito inibitério do NO sobre os NPGS, como sugerido
por Garcia e cols. (1997) e Koga e cols. (1999) em ratos anestesiados.

Todavia, antes de se avaliar o papel do NO sobre os receptores NMDA foi
examinada uma possivel atividade tdnica destes receptores sobre os NPGS.
Assim, a administracédo intratecal de AP5 ndo promoveu alteracdo nos valores
basais de PAM, mas provocou significativa reducdo da FC. Portanto, esta
resposta sugere que, em condicbes basais, os receptores NMDA exercem uma
modulagao no ténus simpéatico cardiaco.

A hipotese de que os receptores NMDA participam da modulacao do ténus
simpatico cardiaco é respaldada pelo estudo de Sundaram e cols. (1989) no qual
injetou-se L-glutamato, ou agonistas dos receptores NMDA, no lado direito da
coluna IML nos niveis T1-T3, e observou-se apreciavel taquicardia e discreto
aumento do indice de contratilidade cardiaca. Entretanto, quando injetou-se L-

glutamato no lado esquerdo da coluna IML observou-se um significativo aumento
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no indice de contratilidade cardiaca acompanhada de discreta taquicardia. Ainda
neste estudo as respostas do L-glutamato e do NMDA foram bloqueadas,
respectivamente, pela administracdo prévia de acido glutdmico dietil éster
(antagonista ndo seletivo dos aminoacidos excitatérios) e D-AP-7 (antagonista
seletivo dos receptores NMDA). Assim, estes autores sugeriram que as
microinje¢des de L-glutamato ou agonistas NMDA, os quais estimulam, apenas,
corpos neuronais (Zieglgangsberger & Puil, 1973), podem ser utilizados para a
identificacdo dos neurdnios que participam do controle simpatico da medula
espinhal (Sundaram e cols. 1989). Estas observacdes permitem sugerir que, a
bradicardia observada no presente estudo, apés a administracdo de APS5, foi
mediada por neurdnios simpaticos da medula espinhal.

Os resultados obtidos no presente estudo estdo em desacordo com
aqueles obtidos em ratos anestesiados com pentobarbital sédico, nos quais
observou-se que a administracdo intratecal de um antagonista de receptores
NMDA, AP5, promoveu reducdo da PAM sem alteracdo da FC (Garcia e cols.
1997; Garcia & Celuch 2002), enquanto que no presente estudo observou-se uma
bradicardia. Todavia, a diferengca entre os resultados do presente estudo e
aqueles obtidos em ratos anestesiados pode ser em decorréncia da anestesia,
uma vez que ha evidéncias na literatura de que a anestesia pode alterar os
parametros cardiovasculares, e com isso, alterar, sensivelmente os resultados
(Shimokawa e cols 1998).

Por outro lado, os resultados do presente estudo dao suporte,
parcialmente, a observacdes prévias obtidas em ratos anestesiados com uretana,
e que foram bilateralmente vagotomizados (Bazil & Gordon 1990,1991,1993).

Nestes estudos a administracdo intratecal do antagonista dos receptores NMDA
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(D-AP-7) promoveu reducdo da PAM, FC (Bazil & Gordon 1990,1991) e reducao
da atividade do nervo simpatico esplancnico (Bazil & Gordon 1993). Assim, os
autores sugeriram que os receptores NMDA localizados nos NPGS e/ou nos
interneurdnios da medula espinhal participam da manutencéao do ténus simpatico
para o coragao e vasos sanglineo. Entretanto, os resultados obtidos no presente
estudo, em animais intactos (acordados), sugerem que os receptores NMDA
participam, apenas, da modulacao do tonus simpatico para o coracdo. Portanto, a
diferenca entre os resultados do presente estudo e aqueles encontrados por Bazil
& Gordon (1990, 1991) se deve, provavelmente, a influéncia da vagotomia e/ou
anestesia, uma vez que, como mencionado anteriormente, esta Ultima pode
afetar, sensivelmente, as respostas cardiocirculatérias (Shimokawa e cols 1998).

Além disso, é importante destacar que ha evidéncias provenientes de ratos
acordados sugerindo que receptores de aminoacidos excitatérios modulam a
atividade simpatica ao nivel da medula espinhal (Verberne e cols. 1990). Dentre
0os subtipos de receptores de aminoacidos excitatérios, existem relatos que
sugerem a participacdo dos receptores ndao-NMDA (Wu e cols. 1997) e
metabotropicos glutamatérgicos (Li e cols. 1999; Celuch & Garcia 2002), assim
como do neurotransmissor noradrenérgico no controle do ténus simpético na
medula espinhal (Garcia & Celuch 2002).

Portanto, existe um conjunto de evidéncias, sugerindo que o glutamato
exerce um papel excitatério na atividade simpatica na medula espinhal, e que
essa acao parece envolver receptores glutamatérgicos NMDA, nao-NMDA e
metabotropicos, assim como, o neurotransmissor noradrenérgico.

Avaliou-se, a seguir, se o efeito inibitério do NO sobre os NPGS, em

condi¢bes basais, se faz por meio dos receptores NMDA como sugeriram Garcia
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e cols. (1997) e Koga e cols. (1999). Para testar esta hipétese foi injetado L-
NAME via intratecal e dez minutos apés foi administrado AP5. O AP5 nao atenuou
o aumento da PAM promovido pelo L-NAME e nem na FC, a qual havia sido
alterada pelo L-NAME. Estes resultados sugerem que, em ratos acordados, o
efeito inibitério tbnico da atividade dos NPGS, examinado por meio da resposta da
PAM, nao se faz por meio da atenuacao de receptores NMDA.

Os resultados do presente estudo, em ratos acordados, ndo dao suporte
aqueles obtidos em ratos anestesiados com uretana, nos quais a administragéo
de AP5 foi capaz de inibir o aumento da PAM promovido pelo L-NAME (Koga e
cols. 1999), o que levou os autores a sugerir que o L-NAME reduz o NO na
medula espinhal excitando os neurdnios simpaticos (Koga e cols. 1999). Vale
ressaltar, também, que os resultados do presente estudo ndo confirmam aqueles
obtidos em ratos anestesiados com pentobarbital sodico, onde também foi
observado que a administracéo intratecal do antagonista dos receptores NMDA,
APS5, inibiu 0 aumento da PAM promovido pela administracdo de L-NAME (Garcia
e cols. 1997). Existem evidéncias na literatura indicando que a produgéo de NO
no SNC é dependente da ativacdo da nNOS, a qual é ativada pela ligacdo do
glutamato aos receptores NMDA (Garthwaite e cols. 1988). Foi demonstrado que
os NPGS, na medula espinhal, recebem estimulos excitatérios glutamatérgicos do
RVLM (Bazil & Gordon, 1991), e que, estes estimulos excitatérios glutamatérgicos
nos NPGS envolvem receptores NMDA (Bazil & Gordon, 1991). Assim, Garcia e
cols. (1997) sugeriram que os NPGS sintetizam e liberam o NO em resposta a
ativacao tonica dos receptores NMDA pelo glutamato. Entretanto, no presente
estudo, o qual foi realizado em ratos acordados, o AP5 n&o alterou o aumento da

PAM promovido pelo L-NAME sugerindo que o efeito inibitério do NO ndo deva
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envolver os receptores NMDA. Entende-se, portanto, que ha necessidade de mais
estudos com animais acordados com objetivo de se procurar compreender em
que tipo de receptor o NO atua inibindo os NPGS.

Os protocolos utilizados no presente estudo, até o momento, procuraram
avaliar o papel do NO na modulacdo da atividade simpatica basal. A seguir,
examinou-se o papel do NO na modulacao da atividade simpatica, por meio das
respostas de PAM e FC, decorrentes da administracao intratecal do precursor do
NO, ou seja, a L-arginina.

No presente estudo a L-arginina provocou uma reducao da PAM e FC.
Estas respostas dao suporte ao papel inibitério do NO na medula espinhal,
possivelmente, sobre os NPGS. Estes resultados estdo de acordo com estudo de
NPGS “in vitro”, no qual o NO promoveu um aumento na amplitude da corrente
inibitéria pré-sinaptica, possivelmente, por meio da liberacdo de glicina via
mecanismo dependente de GMPc (Wu & Dun, 1996). Entretanto, ha evidéncias
“in vitro” mostrando que o NO pode aumentar a amplitude da corrente excitatéria
pré-sindptica de NPGS, possivelmente, por mecanismo dependente de GMPc
(Wu e cols. 1997). Os resultados do presente estudo estdo de acordo, ainda, com
aqueles obtidos em ratos anestesiados, nos quais observou-se que a
administracédo intratecal de L-arginina provocou reducdo da PAM, FC (Garcia e
cols. 1997) e da atividade do nervo simpético renal (Yang e cols. 2004).
Entretanto, a administracdo de nitruprussiato de sédio provocou queda da PAM
seguida de uma posterior elevacao. Além disso, a resposta do nitruprussiato de
sédio foi abolida pela administracao prévia, do inibidor da GCs, ou seja, 0 azul de
metileno (Garcia e cols. 1997). Assim, Garcia e cols. (1997) sugeriram que o NO

enddgeno possui uma acgao inibitéria, mas a resposta bifasica observada apés a
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administracao de nitruprussiato de sodio sugere que o NO na medula espinhal
pode ter uma acao excitatéria, ou inibitéria, dependente da ativacao da GCs.
Desta forma, estudos in vivo e in vitro permitem sugerir que o NO desenvolve uma
acao excitatoria, ou inibitéria. Todavia, nas condi¢cdes experimentais do presente
estudo (ratos acordados), quando a administracdo de L-arginina deve ter ativado
a geracao de NO enddgeno, observou-se, com base na queda da PAM e FC, uma
acao inibitéria do NO, possivelmente, sobre os NPGS. Por outro lado, os
resultados do presente estudo ndo dao suporte as observacdes prévias em ratos
anestesiados, nos quais 0 nitruprussiato de sédio foi administrado por via
intratecal (Lee e cols. 1996) e L-arginina (Malik e cols. 2007), e promoveu um
aumento da PAM. Assim, estes autores sugeriram que o NO tem um papel ténico
excitatério na regulagdo PAM na medula espinhal. A diferenca entre os resultados
do presente estudo e aqueles observados por Lee e cols. (1996) e Malik e cols.
(2007) pode ser em decorréncia da anestesia, a qual, como ressaltado
anteriormente, pode alterar, significativamente, as respostas dos parametros
cardiovasculares (Shimokawa e cols 1998). Assim, apesar de existirem evidéncias
“in vitro” e “in vivo’ (animais anestesiados) sugerindo uma acao excitatéria do NO
na medula espinhal, os resultados do presente estudo, e de outros laboratorios,
realizados em animais acordados (Feldman e cols. 1996; Lu e cols. 1999) indicam
um efeito inibitdério do NO sobre os NPGS na medula espinhal.

O fato de que as evidéncias “in vitro” e em animais anestesiados sao pouco
conclusivas quanto a atuacao do NO nos NPGS da medula espinhal, isso faz com
que os resultados obtidos no presente estudo, e juntamente com os de outros

laboratérios (Feldman e cols. 1996; Lu e cols. 1999), realizados em animais
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acordados, atribuam ao NO uma acgdo inibitéria sobre os NPGS da medula
espinhal.

Como relatado anteriormente, o NO possui duas principais via de atuacao
(Ahern e cols. 2002; Davis e cols. 2001): 1) dependente de GMPc; 2)
independente de GMPc. Assim, a préxima etapa deste trabalho foi avaliar por
meio de qual via 0 NO modulou as respostas hemodinamicas (PAM e FC) apés a
administragdo de L-arginina por via intratecal. Para isso, fez-se a administracédo
do inibidor da GCs, ODQ, previamente a administragdo do de L-arginina
intratecal. O ODQ bloqueou, totalmente, a queda da PAM promovida pela L-
arginina, mas, bloqueou, parcialmente, a queda na FC promovida pela L-arginina.
Assim, os resultados do presente estudo indicam que a hipotensdo promovida
pela administracao de L-arginina intratecal envolveu, possivelmente, a ativacado da
GCs, enquanto que a bradicardia causada pela L-arginina, e que foi parcialmente
atenuada pelo ODQ, parece envolver a via dependente de GMPc e outra via
independente de GMPc, possivelmente, 0 mecanismo de S-nitrosilacéo.

Foi mencionado, anteriormente, na presente discussdo, que a
administracdo de AP5 provocou uma reducéo na FC, indicando que os receptores
NMDA tém um papel importante na modulagdo do ténus simpdtico cardiaco.
Existem relatos sugerindo que o NO modula os receptores NMDA por um
mecanismo ndo dependente de GMPc, denominado S-nitrosilacdo (Lei e cols.
1992; Davis e cols. 2001; Ahern e cols. 2002). Assim, a tendéncia a bradicardia
observada apds a administracdo de ODQ+L-ARG pode ter sido devido a acao do
NO pelo mecanismo de S-nitrosilacdo sobre os receptores NMDA, os quais

regulam o tbnus simpatico cardiaco.
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Os resultados do presente estudo sao semelhantes aqueles observados
em ratos anestesiados (Garcia e cols. 1997), nos quais a administracao de L-
arginina via intratecal promoveu reducdo da PAM e FC. Quando o azul de
metileno, inibidor da GCs, foi administrado via intratecal, previamente a
administracdo de L-arginina, observou-se uma atenuacdo da resposta
hipotensiva. Vale ressaltar que ndo houve relato de nenhuma resposta do azul de
metileno sobre a FC (Garcia e cols. 1997). Os resultados do presente estudo
estdo de acordo, também, com aqueles obtidos em NPGS in vitro (Wu & Dun,
1996), os quais mostraram que a L-arginina aumentou a amplitude da corrente
pds-sinaptica inibitéria, resposta esta que foi inibida pela administracido de ODQ,
sugerindo, assim, que, a acao inibitéria do NO sobre os NPGS foi dependente de
GMPc (Wu & Dun, 1996).

Portanto, os resultados do presente trabalho indicam que a hipotenséo
promovida pela administracdo intratecal de L-arginina depende de GMPc,
enquanto que a reducdo da FC parece envolver uma via dependente de GMPc e
uma independente de GMPc, possivelmente, através do mecanismo de S-
nitrosilacao.

Assim, os resultados obtidos neste estudo mostraram que a administracao
intratecal de L-NAME promoveu aumento da PAM, sugerindo que o NO tem um
efeito inibitério tonico sobre os NPGS. Além disso, a inibicdo dos NPGS em ratos
acordados parece nao se dar por meio de receptores NMDA, uma vez que a
administracdo intratecal de AP5 néo inibiu 0 aumento da PAM promovida pelo L-
NAME intratecal. Pode se concluir, ainda, que, em condicbes basais, a via
NO/GMPc nao exerce um papel modulatério no tonus simpatico tdo evidente, uma

vez que a administracao intratecal de ODQ néo alterou os valores basais de PAM
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e FC. Todavia, numa situacao onde a sintese de NO esta aumentada, devido a
administragcdo exogena, intratecal, de L-arginina, a resposta hipotensora foi
dependente de GMPc, enquanto que a resposta bradicardica foi, aparentemente,

dependente das duas principais vias de atuagédo do NO.




6. Conclusoes
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O NO atua como neuromodulador inibitério ténico, possivelmente, sobre
NPGS;

A simpatoinibigdo promovida pelo NO parece n&o envolver receptores
NMDA;

A resposta hipertensora ap6s administracdo intratecal de L-NAME, em
ratos acordados, parece nao ser dependente do GMPc;

A resposta hipotensora observada apds a estimulacédo da sintese de 6xido
nitrico, pela administracdo de L-arginina intratecal, foi dependente de
GMPc, enquanto que a resposta bradicardica foi parcialmente dependente

de GMPc.
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Tabela I: Valores individuais da pressdo arterial média (mmHg) a
administracdo intratecal de D-NAME.
Basal 2 min 4 min 6min 8 min 10 min
1 91 97 97 95 94 94
2 110 112 111 111 114 111
3 106 113 113 111 112 110
4 96 99 96 95 97 98
5 88 88 86 86 85 85
6 109 109 108 106 106 106
7 104 103 101 100 101 102
Média 101 103 102 101 101 101
EPM 3 3 4 4 4 4

Tabela II: Valores individuais de variacdo da pressao arterial média (A PAM;
mmHg) a administracéo intratecal de D-NAME.

Basal 2 min 4 min 6min 8 min 10 min
1 91 6 6 4 3 3
2 110 2 1 1 4 1
3 106 7 7 5 6 4
4 96 3 0 -1 1 2
5 88 0 -2 -2 -3 -3
6 109 0 -1 -3 -3 -3
7 104 -1 -3 -4 -3 -2
Média 101 2 1 0 1 0

EPM 3 1 1 1 1 1
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Tabela Ill: Valores individuais de freqiéncia cardiaca (FC; bpm) a
administracdo intratecal de D-NAME.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10 min
1 382 399 396 393 395 393
2 380 376 375 365 387 390
3 362 380 374 371 370 369
4 370 392 361 365 376 391
5 360 398 382 364 358 360
6 394 410 406 400 399 402
7 399 385 384 385 377 379
Média 378 391 383 378 380 383
EPM 6 5 6 6 5 6

Tabela IV: Valores individuais de variacao da frequéncia cardiaca (A FC; bpm)
a administragao intratecal de D-NAME.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10 min

1 382 17 14 11 13 11

2 380 -4 -5 -15 7 10

3 362 18 12 9 8 7

4 370 22 -9 -5 6 21

5 360 38 22 4 -2 0

6 394 16 12 6 5 8

7 399 -14 -15 -14 -22 -20
Média 378 13 4 -1 2 5

EPM 6 6 5 4 4 5
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Tabela V: Valores individuais da pressdo arterial média (mmHg) a
administragdo intratecal de L-NAME.

Basal 2 min 4 min 6min 8 min 10 min
1 91 101 104 101 100 99
2 107 119 125 124 122 121
3 101 115 115 110 109 110
4 113 113 115 118 117 120
5 99 103 102 101 104 111
6 98 101 104 105 104 105
Média 102 109 111 110 109 111
EPM 1 1 2 2 1 1

Tabela VI: Valores individuais de variacao da pressao arterial média (A PAM;
mmHg) a administracao intratecal de L-NAME.

Basal 2 min 4 min 6min 8 min 10 min

1 91 10 13 10 9 8

2 107 12 18 17 15 14

3 101 14 14 9 8 9

4 113 0 2 5 4 7

5 99 4 3 2 5 12

6 98 3 6 7 6 7
Média 102 7 9 8 8 10
EPM 3 2 3 2 2 1
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Tabela VII: Valores individuais da frequéncia cardiaca (FC; bpm) a
administragdo intratecal de L-NAME.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10 min

1 402 415 407 402 400 400

2 378 369 379 389 384 385

3 385 392 398 399 387 401

4 370 367 367 351 346 331

5 342 344 344 338 355 394

6 400 401 387 394 375 410
Média 380 381 380 379 375 387
EPM 4 4 4 5 3 5

Tabela VIII: Valores individuais de variacdo da freqiéncia cardiaca (A FC;
bpm) a administracao intratecal de L-NAME.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10 min

1 402 13 5 0 -2 -2

2 378 -9 1 11 6 7

3 385 7 13 14 2 16

4 370 -3 -3 -19 -24 -39

5 342 2 2 -4 13 52

6 400 1 -13 -6 -25 10
Média 380 2 1 -1 -5 7

EPM 9 3 4 5 6 12
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Tabela IX: Valores individuais da pressao arterial média (mmHg) a administracéo intratecal de DMSO.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min  21min 24 min 27 min 30 min
1 110 113 116 111 111 113 116 112 112 113 114
2 100 107 103 103 106 106 107 107 108 107 107
3 105 109 106 107 105 105 105 109 106 105 112
4 99 102 101 101 102 103 104 105 103 104 105
5 104 105 103 100 99 99 102 100 101 103 105
6 108 91 86 87 95 80 88 99 94 87 89
Média 104 105 103 102 103 101 104 105 104 103 105
EPM 2 3 4 3 2 5 4 2 3 4 4
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Tabela X: Valores individuais de variagdo da presséao arterial média (A PAM; mmHg) a administrag&o intratecal de DMSO.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21min 24 min 27 min 30 min

1 110 3 6 1 1 3 6 2 2 3 4

2 100 7 3 3 6 6 7 7 8 7 7

3 105 4 1 2 0 0 0 4 1 0 7

4 99 3 2 2 3 4 5 6 4 5 6

5 104 1 -1 -4 -5 -5 -2 -4 -3 -1 1

6 108 -17 -22 -21 -13 -28 -20 -9 -14 -21 -19
Média 104 0 -2 -3 -1 -3 -1 1 0 -1 1
EPM 2 4 4 4 3 5 4 3 3 4 4
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Tabela XIl: Valores individuais de freqiiéncia cardiaca (FC; bpm) a administracao intratecal de DMSO.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min  30min
1 385 368 380 372 363 374 383 366 368 372 375
2 396 408 399 392 399 403 400 397 408 401 402
3 361 354 363 364 362 353 361 363 358 365 362
4 383 395 373 364 369 382 391 396 404 419 428
5 395 403 398 402 386 389 383 382 386 364 365
6 367 378 395 389 387 393 398 419 418 405 411
Média 381 384 385 381 378 382 386 387 390 388 391
EPM 6 9 6 7 6 7 6 9 10 10 11
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Tabela XII: Valores individuais de variacao da freqiéncia cardiaca (A FC; bpm) a administracao intratecal de DMSO.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min  30min

1 385 -17 -5 -13 -22 -11 -2 -19 -17 -13 -10

2 396 12 3 -4 3 7 4 1 12 5 6

3 361 -7 2 3 1 -8 0 2 -3 4 1

4 383 12 -10 -19 -14 -1 8 13 21 36 45

5 395 8 3 7 -9 -6 -12 -13 -9 -31 -30

6 367 11 28 22 20 26 31 52 51 38 44
Média 381 3 4 -1 -4 1 5 6 9 7 9
EPM 6 5 5 6 6 6 6 10 10 11 12




87

Tabela XIllI: Valores individuais da pressao arterial média (mmHg) a administracao intratecal de ODQ.

BASAL 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min  21min 24 min 27 min 30 min
1 115 119 117 120 121 120 118 119 120 118 118
2 103 106 106 107 105 106 106 110 113 109 106
3 107 101 100 100 102 104 106 104 101 100 100
4 96 102 101 101 101 100 100 99 100 98 98
5 118 117 116 117 117 117 116 114 114 113 113
6 113 113 108 108 109 108 109 104 105 109 109
7 101 103 101 102 106 110 107 103 101 102 100
Média 108 109 107 108 109 109 109 108 108 107 106
EPM 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 3
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Tabela XIV: Valores individuais de variagao da pressao arterial média (A PAM; mmHg) a administragao intratecal de ODQ.

BASAL 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21min 24 min 27 min 30 min
1 115 4 2 5 6 5 3 4 5 3 3
2 103 3 3 4 2 3 3 7 10 6 3
3 107 -6 -7 -7 -5 -3 -1 -3 -6 -7 -7
4 96 6 5 5 5 4 4 3 4 2 2
5 118 -1 -2 -1 -1 -1 -2 -4 -4 -5 -5
6 113 0 -5 -5 -4 -5 -4 -9 -8 -4 -4
7 101 2 0 1 5 9 6 2 0 1 -1
Média 108 1 -1 0 1 2 1 0 0 -1 -1
EPM 3 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2
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Tabela XV: Valores individuais de freqiiéncia cardiaca (FC; bpm) a administracao intratecal de ODQ.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min  30min
1 372 377 381 387 386 388 387 385 385 386 383
2 341 354 356 360 354 351 345 350 354 357 355
3 442 449 438 451 443 466 482 431 412 428 410
4 400 394 370 383 386 381 374 362 366 373 390
5 421 414 413 424 418 415 420 415 430 426 410
6 384 370 359 361 361 373 361 364 363 364 356
7 343 345 339 336 364 372 375 349 345 345 340
Média 386 386 379 386 387 392 392 379 379 383 378
EPM 14 14 13 15 12 14 17 12 12 12 11
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Tabela XVI: Valores individuais de variacao da freqiiéncia cardiaca (A FC; bpm) a administracao intratecal de ODQ.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min  30min
1 372 5 9 15 14 16 15 13 13 14 11
2 341 13 15 19 13 10 4 9 13 16 14
3 442 7 -4 9 1 24 40 -11 -30 -14 -32
4 400 -6 -30 -17 -14 -19 -26 -38 -34 -27 -10
5 421 -7 -8 3 -3 -6 -1 -6 9 5 -11
6 384 -14 -25 -23 -23 -11 -23 -20 -21 -20 -28
7 343 2 -4 -7 21 29 32 6 2 2 -3
Média 386 0 -7 0 1 6 6 -7 -7 -3 -8

EPM 14 4 6 6 6 7 10 7 8 6 7
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Tabela XVII: Valores individuais da pressdo arterial média (mmHg) a
administracdo intratecal de aCSF.

BASAL 2 min 4 min 6 min 8 min 10 min

1 100 104 105 101 101 102
2 96 93 94 94 93 98
3 98 100 100 97 98 98
4 98 105 110 105 104 103
5 105 108 108 107 105 107
6 96 96 94 95 94 94
7 109 109 108 111 113 113
Média 100 102 103 101 101 102
EPM 2 2 2 2 2 2

Tabela XVIII: Valores individuais de variacdo da pressao arterial média (A
PAM; mmHg) a administracao intratecal de aCSF.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10 min
1 100 4 5 1 1 2
2 96 -3 -2 -2 -3 2
3 98 2 2 -1 0 0
4 98 7 12 7 6 5
5 105 3 3 2 0 2
6 96 0 -2 -1 -2 -2
7 109 0 -1 2 4 4
Média 100 2 2 1 1 2

EPM 2 1 2 1 1 1
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Tabela XIX: Valores individuais de frequéncia cardiaca (FC; bpm) a
administracdo intratecal de aCSF.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10min
1 403 417 426 418 408 406
2 390 371 375 379 391 392
3 404 403 399 399 397 392
4 399 413 433 418 417 418
5 347 353 344 349 358 360
6 354 363 356 353 351 349
7 356 337 349 362 372 363
Média 379 380 383 383 385 383
EPM 10 12 14 11 9 10

Tabela XX: Valores individuais de variagcao da freqiiéncia cardiaca (A FC; bpm)
a administragao intratecal de aCSF-.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10min

1 403 14 23 15 5 3

2 390 -19 -15 -11 1 2

3 404 -1 -5 -5 -7 -12

4 399 14 34 19 18 19

5 347 6 -3 2 11 13

6 354 9 2 -1 -3 -5

7 356 -19 -7 6 16 7
Média 379 1 4 4 6 4

EPM 10 5 7 4 4 4
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Tabela XXI: Valores individuais da pressao arterial média (mmHg) a
administragao intratecal de APS5.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10 min

1 114 108 109 109 107 107

2 93 92 91 91 92 91

3 109 107 105 105 105 106

4 96 99 99 99 99 100

5 92 89 89 89 89 90

6 95 97 98 99 102 103
Média 100 99 99 99 99 100
EPM 4 3 3 3 3 3

Tabela XXII: Valores individuais de variacao da pressao arterial média (A PAM;
mmHg) a administracdo intratecal de APS5.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10 min
1 114 -6 -5 -5 -7 -7
2 93 -1 -2 -2 -1 -2
3 109 -2 -4 -4 -4 -3
4 96 3 3 3 3 4
5 92 -3 -3 -3 -3 -2
6 95 2 3 4 7 8
Média 100 -1 -1 -1 -1 0

EPM 4 1 1 2 2 2
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Tabela XXIll: Valores individuais de frequéncia cardiaca (FC; bpm) a
administragao intratecal de APS5.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10 min
1 376 362 360 359 356 359
2 326 327 321 322 323 324
3 337 315 310 314 326 316
4 337 324 323 329 340 325
5 380 381 385 382 391 394
6 395 349 353 356 361 363
Média 359 343 342 344 350 347
EPM 12 10 12 11 10 12

Tabela XXIV: Valores individuais de variacao da freqtiéncia cardiaca (A FC;
bpm) a administracao intratecal de AP5.

Basal 2 min 4 min 6 min 8 min 10min
1 376 -14 -16 -17 -20 -17
2 326 1 -5 -4 -3 -2
3 337 -22 -27 -23 -11 -21
4 337 -13 -14 -8 3 -12
5 380 1 5 2 11 14
6 395 -46 -42 -39 -34 -32
Média 359 -16 -17 -15 -9 -12

EPM 12 7 7 6 7 7




95

Tabela XXV: Valores individuais da pressao arterial média (mmHg) a administracdo de L-NAME seguido de AP5.

L-NAME AP5
Basal -6 min  -3min 0 min 3 min 6 min 9min 12min  15min 18 min 21 min

1 113 113 117 119 121 119 119 122 125 123 121

2 99 103 101 106 106 106 105 104 103 101 103

3 98 102 105 104 105 109 105 106 106 104 104

4 91 102 102 99 98 98 96 98 97 100 97

5 101 114 112 109 107 110 111 109 108 113 111

6 107 121 124 121 115 117 113 110 109 105 109
Média 102 109 110 110 109 110 108 108 108 108 108
EPM 3 3 4 4 3 3 3 3 4 4 3
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Tabela XXVI: Valores individuais de variagdo da pressao arterial média (A PAM; mmHg) a administragao intratecal de L-
NAME seguido de APS5.

L-NAME AP5
Basal -6 min  -3min 0 min 3min 6min  9min 12min 15min 18 min 21 min

1 113 0 4 6 8 6 6 9 12 10 8

2 99 4 2 7 7 7 6 5 4 2 4

3 98 4 7 6 7 11 7 8 8 6 6

4 91 11 11 8 7 7 5 7 6 9 6

5 101 13 11 8 6 9 10 8 7 12 10

6 107 14 17 14 8 10 6 3 2 -2 2
Média 102 8 9 8 7 8 7 7 7 6 6
EPM 3 2 2 1 0 1 1 1 1 2 1
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Tabela XXVII: Valores individuais de freqiiéncia cardiaca (FC; bpm) a administracao intratecal de L-NAME seguido de APS5.

L-NAME AP5
BASAL -6min -3 min 0 min 3min 6min  9min 12min 15min 18 min 21 min
1 370 366 358 334 375 343 347 371 364 330 347
2 342 343 338 368 372 366 383 390 350 359 363
3 400 400 388 392 390 352 375 388 392 403 398
4 402 413 402 400 394 395 390 395 397 404 394
5 385 394 399 393 411 407 420 417 419 421 407
6 378 371 386 385 386 371 384 399 393 369 397
Média 380 381 379 379 388 372 383 393 386 381 384
EPM 9 11 10 10 6 10 10 6 10 14 10
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Tabela XXVIII: Valores individuais de variagcao da freqiéncia cardiaca (A FC; bpm) a administragao intratecal de L-NAME
seguido de AP5.

L-NAME AP5
BASAL -6 min -3 min 0 min 3 min 6 min 9min  12min 15min 18 min 21 min
1 370 -4 -12 -36 5 -27 -23 1 -6 -40 -23
2 342 1 -4 26 30 24 41 48 8 17 21
3 400 0 -12 -8 -10 -48 -25 -12 -8 3 -2
4 402 11 0 -2 -8 -7 -12 -7 -5 2 -8
5 385 9 14 8 26 22 35 32 34 36 22
6 378 -7 8 7 8 -7 6 21 15 -9 19
Média 380 2 -1 -1 9 -7 4 14 6 2 5

EPM 9 3 4 8 7 11 12 10 7 10 8
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Tabela XXIX: Valores individuais da pressao arterial média (mmHg) a administracao intratecal de D-Arginina.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min 30 min
1 95 104 100 100 101 99 100 99 99 98 99
2 98 100 102 104 104 103 97 97 96 97 96
3 101 103 100 106 105 101 98 98 101 99 99
4 100 107 107 104 103 105 102 101 101 99 98
5 98 99 102 98 95 94 99 100 105 103 100
6 98 99 98 102 99 101 101 96 99 96 102
Média 98 102 102 102 101 101 100 99 100 99 99

EPM
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Tabela XXX: Valores individuais de variagdo da pressao arterial média (A PAM; mmHg) a administracdo intratecal de D-
Arginina.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min 30 min
1 95 9 5 5 6 4 5 4 4 3 4
2 98 2 4 6 6 5 -1 -1 -2 -1 -2
3 101 2 -1 5 4 0 -3 -3 0 -2 -2
4 100 7 7 4 3 5 2 1 1 -1 -2
5 98 1 4 0 -3 -4 1 2 7 5 2
6 98 1 0 4 1 3 3 -2 1 -2 4
Média 98 4 3 4 3 2 1 0 2 0 1

EPM 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Tabela XXXI: Valores individuais de freqiéncia cardiaca (FC; bpm) a administragcao intratecal de D-Arginina.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min  30min
1 333 341 341 345 347 355 366 371 380 358 356
2 360 391 396 390 388 387 397 375 373 357 360
3 405 392 390 379 386 391 389 389 382 381 385
4 399 395 402 395 411 396 389 393 391 382 384
5 392 387 375 380 381 390 400 410 414 395 388
6 391 416 414 402 402 396 395 411 413 418 425
Média 380 387 386 382 386 386 389 392 392 382 383

EPM 11 9 10 8 8 6 5 6 7 9 9
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Tabela XXXII: Valores individuais de variagao da freqtiéncia cardiaca (A FC; bpm) a administracao intratecal de D-Arginina.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min  30min

1 333 8 8 12 14 22 33 38 47 25 23

2 360 31 36 30 28 27 37 15 13 -3 0

3 405 -13 -15 -26 -19 -14 -16 -16 -23 -24 -20

4 399 -4 3 -4 12 -3 -10 -6 -8 -17 -15

5 392 -5 -17 -12 -11 -2 8 18 22 3 -4

6 391 25 23 11 11 5 4 20 22 27 34
Média 380 7 6 2 6 6 9 12 12 2 3
EPM 11 7 8 8 7 6 8 7 9 8 8
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Tabela XXXIII: Valores individuais da pressao arterial média (mmHg) a administragcao intratecal de L-Arginina.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min 30 min

1 108 106 109 104 103 103 102 100 101 100 100

2 105 98 97 97 98 93 97 98 94 96 93

3 95 94 93 92 93 90 89 88 88 88 88

4 95 94 95 91 92 91 92 94 97 96 99

5 92 93 88 85 80 88 88 87 87 91 91

6 112 111 107 110 109 108 108 108 107 109 105
Média 101 99 98 97 96 96 96 96 96 97 96

EPM 3 3 3 4 4 3 3 3 3 3 3
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Tabela XXXIV: Valores individuais de variagdo da pressao arterial média (A PAM; mmHg) a administracdo intratecal de L-
Arginina.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min 30 min

1 108 -2 1 -4 -5 -5 -6 -8 -7 -8 -8

2 105 -7 -8 -8 -7 -12 -8 -7 -11 -9 -12

3 95 -1 -2 -3 -2 -5 -6 -7 -7 -7 -7

4 95 -1 0 -4 -3 -4 -3 -1 2 1 4

5 92 1 -4 -7 -12 -4 -4 -5 -5 -1 -1

6 112 -1 -5 -2 -3 -4 -4 -4 -5 -3 -7
Média 101 -2 -3 -5 -5 -6 -5 -5 -6 -5 -5

EPM 3 1 1 1 2 1 1 1 2 2 2
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Tabela XXXV: Valores individuais de freqiéncia cardiaca (FC; bpm) a administracéo intratecal de L-Arginina.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min  30min
1 395 366 363 362 356 370 360 365 364 367 373
2 424 417 397 412 432 402 425 395 423 396 399
3 361 331 333 321 324 321 332 326 330 319 320
4 417 401 393 403 390 385 391 401 390 394 400
5 393 384 391 363 366 347 344 343 340 337 328
6 388 383 382 381 379 387 383 382 387 375 382
Média 396 380 377 374 375 369 373 369 372 365 367

EPM 9 12 10 13 15 12 14 12 14 13 14
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Tabela XXXVI: Valores individuais de variagdo da freqiiéncia cardiaca (A FC; bpm) a administragdo intratecal de L-Arginina.

Basal 3 min 6 min 9 min 12min  15min 18 min 21 min 24 min 27 min  30min
1 395 -29 -32 -33 -39 -25 -35 -30 -31 -28 -22
2 424 -7 -27 -12 8 -22 1 -29 -1 -28 -25
3 361 -30 -28 -40 -37 -40 -29 -35 -31 -42 -41
4 417 -16 -24 -14 -27 -32 -26 -16 -27 -23 -17
5 393 -9 -2 -30 -27 -46 -49 -50 -53 -56 -65
6 388 -5 -6 -7 -9 -1 -5 -6 -1 -13 -6
Média 396 -16 -20 -23 -22 -28 -24 -28 -24 -32 -29

EPM 9 5 5 5 7 6 8 6 8 6 9
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Tabela XXXVIILA: Valores individuais da pressao arterial média (mmHg) a
administracao intratecal de ODQ seguido de L-ARGININA.

oDQ
Basal -6 min -3 min 0 min

1 110 111 112 113

2 103 101 104 100

3 104 107 102 101

4 104 108 111 109

5 103 110 109 107

6 104 104 103 104
Média 105 107 107 106
EPM 1 2 2 2

Tabela XXXVII.B: Valores individuais da pressao arterial média (mmHg) a
administracdo intratecal de ODQ seguido de L-ARGININA.

L-ARGININA
3min 6min 9min 12 min 15 min 18 min 21 min 24 min 27 min 30 min
112 113 109 111 110 110 109 111 109 109
106 104 98 99 101 96 101 102 102 105
101 103 100 97 98 100 98 99 103 112
109 108 107 101 103 103 101 105 104 103
108 112 113 112 111 111 112 113 114 112
111 107 107 106 105 105 104 105 103 103
108 108 106 104 105 104 104 106 106 107
2 2 2 3 2 2 2 2 2 2
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Tabela XXXVIII.A: Valores individuais de variagdo da pressao arterial média (A
PAM; mmHg) a administracao intratecal de ODQ seguido de L-ARGININA.

obQ
Basal -6 min -3 min 0 min
1 110 1 2 3
2 103 -2 1 -3
3 104 3 -2 -3
4 104 4 7 5
5 103 7 6 4
6 104 0 -1 0
Média 105 2 2 1
EPM 1 1 1 1

Tabela XXXVIII.B: Valores individuais de variagdo da pressao arterial média (A
PAM; mmHg) a administracao intratecal de ODQ seguido de L-ARGININA.

L-ARGININA

3min 6min 9min 12min 15 min 18 min 21 min 24 min 27 min 30 min

2 3 1 1 0 0 -1 1 -1 -1
3 1 5 -4 -2 -7 -2 -1 1 2
-3 -1 -4 -7 -6 -4 -6 5 1 8
5 4 3 3 -1 -1 -3 1 0 -1
5 9 10 9 8 8 9 10 11 9
7 3 3 2 1 1 0 1 -1 -1
3 3 1 0 0 -1 -1 1 1 3
1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
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Tabela XXXIX.A: Valores individuais de frequéncia cardiaca (FC; bpm) a
administragao intratecal de ODQ, seguido de L-ARGININA.

obQ
Basal -6 min -3 min 0 min
1 360 358 362 348
2 404 360 390 388
3 351 378 364 349
4 412 448 446 437
5 383 408 409 418
6 347 325 315 315
Média 376 380 381 376
EPM 11 18 18 19

Tabela XXXIX.B: Valores individuais de frequéncia cardiaca (FC; bpm) a
administracao intratecal de ODQ, seguido de L-ARGININA.

L-ARGININA

3min 6mMin  9min 12min 15min 18min 21min 24min 27min 30min

352 368 367 361 353 359 365 365 352 343
416 404 372 361 360 350 362 357 367 400
373 340 353 362 341 352 354 332 334 342
406 402 407 398 414 403 387 413 412 387
391 410 401 401 414 407 398 389 384 377

325 315 315 318 319 320 326 322 323 324

377 373 369 367 367 365 365 363 362 362
14 16 14 12 16 14 10 14 13 12
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Tabela XL.A: Valores individuais de variagcao da frequéncia cardiaca (A FC; bpm)

a administracao intratecal de ODQ), seguido de L-ARGININA.

obDQ
BASAL -6 min -3 min 0 min

1 360 -2 2 -12

2 404 -44 -14 -16

3 351 27 13 -2

4 412 36 34 25

5 383 25 26 35

6 347 -22 -32 -32
Média 376 3 5 0
EPM 11 13 10 10

Tabela XL.B: Valores individuais de variagcao da frequéncia cardiaca (A FC; bpm)
a administragao intratecal de ODQ, seguido de L-ARGININA.

L-ARGININA

3min 6min 9min 12min 15min 18min 21min 24min 27min 30min

-8 8 7 1 -7 -1 5 5 8 17
12 0 32 -43  -44 54 42 47 37 -4
22 -11 2 11 -10 1 3 19 17 9
6 -10 -5  -14 2 -9 -25 1 0 -25
8 27 18 18 31 24 15 6 1 -6
22 32 32 29 28 27 21 25 24  -23
1 -3 -7 -9 9 11 11 -13 14 -4
7 8 8 10 11 11 9 9 6 4
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