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RESUMO

O presente estudo avaliou o papel dos barorreceptores arteriais (aorticos e
carotideos) na regulagdo da pressao arterial (PA) e intervalo de pulso (IP) em
camundongos acordados. Cinco dias antes dos experimentos, camundongos C57BI
foram submetidos a desnervacao sino-aortica (DSA) ou desnervagao seletiva dos
barorreceptores do arco aodrtico (Ao-X) ou seio carotideo (Ca-X), e receberam
canulas na artéria femoral e veia jugular. Apds registro basal da PA, os
camundongos receberam fenilefrina e bloqueadores de receptores autondmicos
(metil atropina ou propranolol), para avaliagdo do tono autonémico cardiaco. A
variabilidade da PA e do IP foram avaliadas no dominio do tempo, por calculos
estatisticos, e da frequéncia, por analise espectral (FFT), com espectros
quantificados nas bandas de LF (0,25-1,0 Hz) e HF (1,0-5,0 Hz). O barorreflexo
espontaneo foi avaliado por meio da técnica da sequéncia. A PA e sua variabilidade
total foram maiores nos animais submetidos a DSA, Ao-X ou Ca-X. O IP né&o diferiu
entre os grupos, porém sua variabilidade total foi menor apés a DSA. Atropina nao
alterou o IP dos camundongos desnervados (total ou parcialmente), mas causou
taquicardia nos intactos. A bradicardia apds propranolol foi maior nos animais
submetidos a DSA, Ao-X ou Ca-X. O aumento na variabilidade total da PA foi
acompanhado de um significante aumento no LF e HF dos espectros da PA sistdlica
dos camundongos submetidos a DSA, Ao-X e Ca-X. Por outro lado, o LF e o HF da
variabilidade do IP foram reduzidos apés a DSA, Ao-X ou Ca-X, embora essa queda
tenha sido menor nos camundongos submetidos a desnervacgéao parcial (Ao-X ou Ca-
X). O numero de sequéncias barorreflexas ndo foi alterado pela DSA, embora o
ganho destas seqUéncias tenha sido reduzido apdés a remocédo das aferéncias

barorreceptoras. O duplo bloqueio de receptores autonémicos reduziu drasticamente



o numero de sequéncias PA/IP, tanto nos camundongos intactos como nos
submetidos a DSA. Os resultados demonstraram que a presenca de ambos o0s
conjuntos de barorreceptores € necessaria para manter a PA em niveis normais.
Além disso, ambos os conjuntos de barorreceptores parecem ser igualmente
importantes na regulagédo do tono autondmico cardiaco em camundongos. A analise
espectral demonstrou um importante papel dos barorreceptores arteriais nas
oscilacbes de LF do IP. O numero de sequéncias PA/IP antes e apdés o duplo
bloqueio autondmico sugere que 5 dias apés a DSA, os camundongos ainda
apresentam variagdes no IP, que sao dirigidas pela PA e mediadas pelo sistema

nervoso autébnomo.



ABSTRACT

This study evaluated the role of arterial baroreceptors on arterial pressure
(AP) and pulse interval (PI) regulation in mice. Male C57BL mice were submitted to
sinoaortic (SAD), aortic (Ao-X) or carotid sinus (Ca-X) denervation, implanted with
catheters into femoral artery and jugular vein and allowed to recover for 5 days. After
basal recording of AP, mice received phenylephrine, to determine the efficacy of
SAD, followed by cardiac autonomic receptor blockers methyl atropine or
propranolol. AP and Pl variability were evaluated in time domain (statistical
approaches) and in frequency domain by spectral analysis (FFT) with the spectra
quantified in low (LF: 0.25-1 Hz) and high frequency (HF: 1-5 Hz) bands. Moreover
spontaneous baroreflex was evaluated by sequence analysis of spontaneous
variability of AP/Pl. AP and AP variability were markedly higher after SAD, Ao-X or
Ca-X, as compared to intact mice. Pl was similar among groups, while Pl variability
was lower after SAD. Atropine did not change Pl after total or partial denervation
while elicited tachycardia in control mice. The bradycardia caused by propranolol was
marked higher after SAD, Ao-X or Ca-X, as compared to intact mice. The increase in
overall variability of AP was accompanied by a marked increase in LF and HF power
of AP spectra after baroreceptor denervation. LF and HF power of Pl spectra were
reduced by SAD as well as by Ao-X and Ca-X. The number of AP/Pl sequences was
similar between SAD and intact mice. Nevertheless, the gain of AP/Pl sequences
was remarkably impaired by SAD. Double autonomic blockade significantly reduced
the number of AP/PI sequences in intact and SAD mice. These findings showed that
SAD, as well as partially denervated mice, were slightly hypertensive with remarkable
increased of AP variability and cardiac sympathetic tone. Both sets of baroreceptors

seem to be equally important in autonomic regulation of cardiovascular system in



mice. Spectral analysis showed an important contribution of baroreflex in the power
of LF oscillations of Pl spectra. Number of AP/PI sequences (sequence analysis)
before and after double autonomic blockade strongly suggests that after 5 days of
SAD, mice does have pressure driven changes in Pl, mediated by autonomic

nervous system.
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A pressao arterial (PA) deve ser continuamente mantida dentro de estreitos
limites de variabilidade, a fim de que todos os 6rgaos e tecidos sejam idealmente
perfundidos. Essa manutencao é feita por meio de varios mecanismos que, de certa
forma, s&o inter-relacionados. Dentre esses, a regulagdo neural (autonémica) da
circulagdo desempenha um papel fundamental, especialmente para os ajustes
rapidos da PA [Salgado e cols 2004].

O mecanismo neural de controle da PA mais estudado, e provavelmente o
mais importante, € o barorreflexo arterial. O barorreflexo arterial € o principal
responsavel pela regulagdo momento a momento da PA. Ele exerce importante
papel na regulagdo da frequéncia cardiaca (FC), débito cardiaco, contratilidade
miocardica, vasomotricidade e distribuicao regional de fluxo sanguineo.

O barorreflexo tem sua origem em mecanorreceptores constituidos de
terminagbes nervosas livres, as quais se situam na adventicia dos grandes vasos
toracicos e cervicais, agrupados na curvatura da aorta e no seio carotideo [Guyton
1986]. As aferéncias barorreceptoras originadas nos seios carotideos trafegam
através nervo do seio carotideo (nervo de Hering), que se une ao glossofaringeo (I1X
par craniano) para alcancgar o sistema nervoso central [Ciriello e cols 1981, Seiders e
Stuesse 1984]. As aferéncias barorreceptoras do arco aodrtico trafegam no nervo
depressor aédrtico (nervo de Cyon) que se junta ao vago (X par craniano) para
alcancgar o sistema nervoso central [Ciriello 1983, Higgins e cols 1984]. A eferéncia
deste reflexo por sua vez, é constituida pelo sistema nervoso autondmico, simpatico
e parassimpatico [Cyon e Ludwig 1866].

Quando a PA se eleva, ocorre um aumento na atividade dos barorreceptores,
inibindo, reflexamente, a atividade simpatica para o coracdo e os vasos. A essa

reducdo na atividade simpatica associa-se um aumento da atividade parassimpatica
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(vagal), que pode ser observada, facilmente, por uma nitida bradicardia. A redugao
da atividade simpatica, e aumento da atividade vagal, tendem a produzir uma
reducdo da resisténcia periférica total e do débito cardiaco, determinando assim, a
volta da PA aos niveis normais. Por outro lado, quedas subitas na PA diminuem a
atividade dos barorreceptores, fazendo com que haja, reflexamente, desinibicdo da
atividade simpatica, associada a inibicdo vagal, o que promove um aumento na
resisténcia periférica e no débito cardiaco, determinando o retorno da PA aos niveis
normais [Salgado e cols 2004].

A importancia do barorreflexo no controle da PA tem sido bastante estuda,
tanto em nivel clinico, como experimental. Uma das abordagens para avaliagao da
importancia dos barorreceptores € a desnervagao sino aortica (DSA), onde as
aferéncias do barorreflexo sdo destruidas cirurgicamente. Inicialmente, estudos
realizados em animais submetidos a DSA, sugeriam que 0os mesmos se tornavam
hipertensos, sendo entdo descrita a chamada “hipertensdo neurogénica” [Krieger,
1964, Ferrario e cols 1969, Ito e Scher 1981]. Porém, estudos posteriores mostraram
que esta hipertensdo era apenas um artefato associado a respostas a estimulos
ambientais, em animais que ndao possuiam um mecanismo para prevenir alteracoes
bruscas na PA [Cowley e cols 1973, Norman e cols 1981, Webb e cols 1986]. O
estudo classico de Cowley e colaboradores [1973] estabeleceu que, quando
medidas da PA eram feitas continuamente, em caes com DSA, a PA dos mesmos
era apenas 10 mmHg maior do que a observada nos animais intactos. Todavia,
alguns estudos utilizando técnicas similares para medir a PA demonstraram que
ratos submetidos a DSA crbnica sdo ligeiramente hipertensos [Alexander e cols

1980].
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Independente dos niveis de PA apds a DSA, todos os estudos indicam que a
variabilidade da PA estd exageradamente aumentada apdés a remogao das
aferéncias barorreceptoras [Krieger 1964, Trindade e Krieger 1984, Alper e cols
1987]. A remocao ou a destruicao das aferéncias dos barorreceptores, em condicoes
experimentais ou patolégicas, produz um desbalango no controle reflexo
cardiovascular que resulta na incapacidade em manter a PA dentro de uma estreita
faixa de variagao, induzindo uma exagerada variabilidade desta [Cowley e cols 1973,
Trindade e Krieger 1984]. De fato, varios estudos tém demonstrado um aumento
marcante na variabilidade da PA apds a DSA em ratos [Buchholz e cols 1986, Alper
e cols 1987, Shan e cols 2004], gatos [Di Rienzo e cols 1991] e caes [Cowley e cols
1980].

A contribuigao relativa dos barorreceptores aérticos e carotideos na regulagao
da PA também tem sido avaliada em diferentes modelos experimentais [Kumada e
cols 1970, Edis 1971, Guo e cols 1982, Ludbrook e Ventura 1996, Thrasher e
Shifflett 2001]. Para isso, a desnervagao seletiva dos barorreceptores da aorta ou do
seio carotideo € comumente empregada. Ito e Scher [1978, 1979] demonstraram,
em caes acordados submetidos a desnervagao seletiva (aértica ou carotidea), que
as respostas reflexas da FC a elevacdes na PA sao reduzidas, em maior extensao,
pela auséncia dos barorreceptores aodrticos do que pela desnervagcao carotidea,
sugerindo que os barorreceptores adérticos sdo mais efetivos no controle reflexo da
FC. Por outro lado, Guo e colaboradores [1982] demonstraram que o0s
barorreceptores aodrticos e carotideos contribuem igualmente para o controle
barorreflexo da FC em coelhos. Ainda, estudos sobre a participagdo dos
barorreceptores aodrticos e carotideos no controle da variabilidade da PA em ratos

tém demonstrado que a desnervagao adrtica promove um grande aumento da
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variabilidade da PA [Fink e cols 1981, Dent e cols 1982] enquanto que, a
desnervacao carotidea, praticamente ndo altera essa variabilidade [lto e Scher,
1978, O’ Leary e Scher, 1988].

Recentes progressos na genética molecular tém possibilitado a criacédo de
modificagdes genéticas bem definidas dentro dos sistemas orgéanicos. Por razbes
metodoldgicas, a maioria dos modelos de animais geneticamente manipulados é
gerada em camundongos, fazendo com que o uso dessa espécie em estudos de
mecanismos fisioldgicos e fisiopatoldgicos, esteja aumentando vertiginosamente
[Gassmann e Hennet 1998, James e cols 1998, Gu e cols 2008]. Em relagdo ao
sistema cardiovascular, recentes estudos envolvendo modelos de camundongos
geneticamente alterados tém sido de grande importadncia para a avaliagdo dos
efeitos de mutagbes génicas especificas sobre fenotipos, mecanismos
eletrofisiolégicos e moleculares envolvidos na regulagado do sistema cardiovascular
[Mansier e cols 1996, Jumrussirikul e cols 1998, Uechi e cols 1998, Wickman e cols
1998, Stauss e cols 1999, Chen e cols 2005, Tank e cols 2007].

Entretanto, embora exista uma relativa facilidade na obtencdao de
manipulagdes genéticas em camundongos, o0 pequeno porte fisico desses animais
dificulta, sobremaneira, a sua utilizagdo em estudos que dependam de sua
instrumentagao cirurgica. Assim, muito do conhecimento obtido em animais de
experimentagdo como o rato ou outras espécies maiores, ainda ndo se encontra

disponivel em camundongos normais ou geneticamente manipulados.

Variabilidade da PA e FC e Modulacdo Autondmica Cardiovascular

E conhecido que os parametros cardiovasculares, como a PA e FC, possuem

certa variabilidade espontanea.
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Avaliagdes da variabilidade da PA, FC e da sensibilidade barorreflexa tém
ganhado muita importancia, uma vez que as mesmas refletem a modulagao
autondmica sobre o coragao [Malliani e cols 1991, Somers e Abboud 1994]. Em
seres humanos, reducdes na variabilidade da FC e na sensibilidade do barorreflexo
arterial sdao preditoras de risco de morbidade e mortalidade em varias doencas
cardiovasculares, como: infarto agudo do miocardio [Kleiger e cols 1987, La Rovere
e Schwartz 1997], insuficiéncia cardiaca [Binkley e cols 1991], hipertenséo arterial
[Guzzetti e cols 1991], entre outras. Ainda, o aumento na variabilidade da PA esta
associado a lesbes em 6rgaos alvo e aumento do risco cardiovascular [Parati e cols
1987a, Zanchetti e Mancia 1987, Mancia e cols 1994]. A analise da variabilidade
cardiovascular tem permitido quantificar, com relativa acuidade, a participacdo da
modulagao simpatica e parassimpatica sobre a atividade cardiaca e vasomotora, em
condigbes fisiologicas e fisiopatolégicas [Malliani e cols 1991, Task Force 1996,
Mésangeau e cols, 2000].

Em especial, o estudo da variabilidade cardiovascular no dominio da
frequéncia (analise espectral) revela a existéncia de oscilagdes na variabilidade da
FC e da PA, caracterizadas por frequéncias distintas (figura 1):

(1) uma oscilagdo associada a respiracdo, conhecida como oscilagdo de alta
frequéncia (HF: high frequency), que na PA, reflete os efeitos mecéanicos diretos da
respiragao e, na FC, € modulada pelo sistema nervoso parassimpatico e gerada pela
respiragdo (2) uma oscilagdo mais lenta, conhecida como oscilagcdo de baixa
frequéncia (LF: low frequency), na PA, associada a modulagdo simpatica
vasomotora. Assim como na PA, a FC também apresenta oscilagbes de LF
associadas a modulagdo simpatica do coracdo, entretanto, existem evidéncias de

que o parassimpatico e o barorreflexo também contribuam para a génese dessas
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oscilacbes e (3) uma oscilagdo muito lenta, conhecida como oscilagdo de muito

baixa frequéncia (VLF: very low frequency) cuja origem nao é completamente

conhecida. Existem evidéncias de que fatores humorais, como sistema renina-

angiotensina, peptideo natriurético atrial, entre outros, além de fatores fisicos, como

temperatura, estejam envolvidos na génese dessas oscilagbes, tanto na PA como na

FC [Pagani e cols 1986, Malliani e cols 1991, Task Force 1996].
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Figura 1: Espectros ilustrativos do intervalo RR (painel superior), pressao arterial

sistélica (SAP, painel intermediario) e da atividade respiratoria (painel inferior),

mostrando os componentes oscilatérios principais (LF e HF), encontrados na FC e
na PA (modificado de Montano e cols. Circulation 98: 1394-1399,1998).
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O estudo da variabilidade cardiovascular em camundongos geneticamente
alterados abre uma nova perspectiva de investigacdo dos eventuais aspectos
genéticos relacionados ao controle autonémico cardiovascular, e as alteragdes
autondmicas associadas a uma série de doencas cardiovasculares.

Estudos recentes em camundongos normais tém revelado a existéncia de
componentes oscilatorios na variabilidade da FC e da PA, similares aos observados
em humanos e em outras espécies animais, entretanto, em frequéncias distintas: (1)
um entre 1,5 e 4 Hz (HF), relacionado a respiragao, (2) um componente entre 0,3 e
1,5 Hz (LF), possivelmente associado a modulagdo simpatica cardiovascular e (3)
componente com frequiéncia menor que 0,3 Hz (VLF) [Gehrmann e cols 2000,

Janssen e cols 2000, Fazan Jr e cols 2005].

Importancia dos Barorreceptores Arteriais na Génese da Variabilidade da FC:

Estudos em seres humanos e em animais de experimentagcado tém mostrado
que as oscilacdes na faixa de LF nos espectros da PA e da FC sao acopladas entre
si, sendo que as oscilagbes da PA precedem as da FC [Pagani e cols 1986, Malliani
e cols 1991]. A reducdo da sensibilidade barorreflexa, observada em varias
condigdes fisiopatologicas humanas e especialmente na DSA, desacopla as
oscilacdes de LF da FC daquelas observadas na PA, além de reduzir a poténcia das
oscilacdes de LF da FC [Cerutti e cols 1994, Bertram e cols 1998]. Tais observacdes
indicam um importante papel do barorreflexo na modulagao das oscilagdes de LF da
FC. Assim, diversos estudos propdéem o uso da analise espectral cruzada, entre PA
e FC, como uma ferramenta para a avaliacdo da sensibilidade do barorreflexo
espontaneo [deBoer e cols 1987, Pagani e cols 1988]. A funcdo de transferéncia

entre as oscilagdes de LF da PA e FC, tem sido usada como ferramenta para
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avaliagcao do ganho do barorreflexo cardiaco espontaneo, tanto em humanos, quanto
em animais de experimentacdo. Oscilagdes da PA e da FC em freqléncias altas
(HF) ndo sédo desacopladas pela reducédo da sensibilidade do barorreflexo, ou pela
completa desnervagao dos mesmos [Cerutti e cols 1994], o que sugere que, na faixa
de HF, a analise espectral cruzada entre PA e FC nao deve ser usada para o calculo
do ganho do barorreflexo.

Em camundongos, a importancia do barorreflexo na regulagédo da PA pode
ser avaliada pelo grande aumento na variabilidade da PA apds a DSA experimental
[Fazan Jr e cols 2005, Martinka e cols, 2005]. E conhecido o fato de que, a
habilidade do barorreflexo em regular as oscilagbes da PA varia, dependendo da
frequéncia em que essas oscilacdes ocorrem [Fazan Jr e cols 2005, Julien 2006]. A
frequéncia das bandas onde as oscilagbes da PA e FC ocorrem em camundongos,
ja foi previamente investigada [Uechi e cols 1998, Janssen e cols 2000, Just e cols
2000, Fazan Jr e cols 2005, Baudrie e cols 2007]. Recentemente, a magnitude da
funcdo de transferéncia entre as oscilagdes da PA e FC tem sido utilizada como
indice de sensibilidade do barorreflexo espontdneo em camundongos acordados
[Head e cols 2004, Gross e cols 2005, Adams e cols 2006].

Embora o perfil espectral das oscilagdes cardiovasculares de camundongos
seja similar ao de outras espécies, a modulagdo barorreceptora da variabilidade
cardiovascular e, em especial, das oscilacdes na faixa de LF foram pouco estudadas
nessa espécie. Além disso, ndo esta completamente esclarecido, em camundongos,
se a relacdo entre as oscilagbes de LF da FC e da PA pode ser considerada um bom
indice de sensibilidade barorreflexa espontanea.

O pequeno porte destes animais dificulta, sobremaneira, a determinacao da

sensibilidade barorreflexa através de métodos tradicionalmente usados em animais
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maiores (multiplas inje¢des intravenosas de agentes vasoativos). Assim, a
determinacdo da sensibilidade barorreflexa espontanea, e das modulacbes
simpatica e parassimpatica cardiovasculares, mediante o emprego da analise
espectral, sera de grande valia no estudo dos mecanismos do controle reflexo
cardiovascular, tanto em camundongos normais, quanto naqueles geneticamente

alterados (futuros estudos).

Técnica da Seqiiéncia para Estudo do Barorreflexo Espontaneo:

A analise espectral cruzada tem sido comumente utilizada para estudar o
barorreflexo espontaneo em diferentes espécies, incluindo camundongos [Robbe e
cols 1987, Janssen e cols 2000, Laude e cols 2004, Chen e cols 2005, Adams e cols
2006]. Outra metodologia, que vem sendo utilizada para avaliar o barorreflexo
espontaneo, é a técnica da sequéncia [Bertinieri e cols 1985, Laude e cols 2008].

A técnica da sequéncia foi primeiramente descrita por Di Rienzo e
colaboradores [1985] e consiste na busca, em séries temporais de PA sistdlica e
intervalo R-R (ou IP), de sequéncias espontdneas onde ocorram consecutivos
aumentos ou quedas na PA sistdlica, com alteragdes paralelas no intervalo R-R,
sugerindo respostas barorreflexas [Laude e cols 2008]. Uma regressao linear entre a
PA sistdlica e o intervalo R-R é entao calculada, para cada sequéncia encontrada, e
o coeficiente angular desta regressao utilizado como indice de sensibilidade do

barorreflexo espontaneo (figura 2) [Hughson e cols 1993, lellamo e cols 1996].
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Figura 2: Tragados representativos de uma sequéncia “up” (painel esquerdo), onde
a PA esta subindo, e uma sequéncia “down” (painel direito), onde a PA esta caindo.
Abaixo dos tragcados da PA, estdo representados os tracados de IP
correspondentes. Os graficos abaixo dos tragados representam o calculo da
regressao linear obtida entre o IP e a PA sistélica (Modificado de Lu e cols. Neuron
64: 885-897, 2009).

A completa descricdo deste método foi feita posteriormente em gatos
anestesiados [Bertinieri e cols 1988], onde foi descrita a duragdo das sequéncias e
0s parametros ideais para obtengcdo dos melhores preditores do ganho do
barorreflexo. Com base nesta descricdo, a técnica da sequéncia foi adaptada para
utilizacdo em outras espécies como ratos [Moffitt e cols 2005, Stauss e cols 2006] e
humanos [Parati e cols 2000, Laude e cols 2004].

Recentemente, a técnica da sequéncia tem sido comumente utilizada para

estudo do barorreflexo em camundongos acordados, com o uso de diferentes
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parametros (duragao das sequiéncias, limiar para alteragdes na PA e IP, limiar para o
coeficiente de correlagao entre as alteragdes na PA e IP, retardo entre os valores de
PA e IP) [Gross e cols 2002, Chen e cols 2005, Martinka e cols 2005, Adams e cols
2006, Zhang e cols 2006].

Embora a técnica da sequéncia venha sendo exaustivamente utilizada para
estimar o ganho do barorreflexo em camundongos, em especial em estudos que
avaliam o efeito de genes especificos ou diferentes tratamentos sobre a
sensibilidade do barorreflexo, até onde sabemos, ndo existem relatos na literatura,
da utilizagdo desta técnica em camundongos submetidos a DSA.

Os valores derivados dos recentes procedimentos para estimativa do ganho
do barorreflexo espontaneo tém sido sistematicamente comparados aos valores
obtidos com as técnicas tradicionais, que induzem, farmacologicamente, alteragdes
na PA e os resultados sdo conflitantes [Pitzalis e cols 1998, Lipman e cols 2003,

Laude e cols 2004, Parati e cols 2004, Moffitt e cols 2005].



2. OBJETIVOS
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O objetivo geral do presente estudo foi examinar, em camundongos, o papel
dos barorreceptores aodrticos e carotideos sobre a regulacéo da PA e do IP.

Para tanto, utilizamos camundongos acordados, submetidos a desnervagao
sino-adrtica, assim como a desnervacao seletiva dos barorreceptores localizados no
arco aértico ou seio carotideo.

Avaliamos também a influéncia do barorreflexo sobre a modulagcédo simpatica

e parassimpatica da FC e variabilidade da FC.



3. METODOS
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Animais:

Foram utilizados camundongos machos, adultos, da linhagem C57BI/6J,
pesando em torno de 30 g, adquiridos do Biotério da Universidade Estadual de
Campinas/UNICAMP (CEMIB) ou do Biotério Central do Campus da USP de
Ribeirao Preto. Os camundongos foram levados ao Biotério do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto/USP, onde permaneceram
em estantes ventiladas (Modelo 9902-001, Alesco, SP), sob temperatura controlada

de 21+1 °C, ciclo claro/escuro de 12 h e com livre acesso a agua e ragao.

Preparo dos cateteres vasculares:

Cateteres destinados a artéria femoral direita foram confeccionados com
tubos de Micro-Renathane (MRE-025, didametro externo 0,64 mm e interno 0,30 mm,
Braintree Scientific), esticados em ar quente. Os cateteres destinados a veia jugular
direita foram confeccionados com tubos de polietileno PE-10 (didmetro externo 0,61
mm e interno 0,28 mm, Clay-Adams), inseridos em tubos de polietiieno com maior

didmetro (PE-50, diametro externo 0,96 mm e interno 0,58 mm, Clay-Adams).

Procedimentos Cirdrgicos:

Os camundongos foram anestesiados com uma mistura de ketamina e
xilazina (85 pg/g e 10 ug/g, respectivamente), subcutaneamente, e mantidos sob
temperatura controlada.

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados em condigdes
asseépticas, sob visdo de um microscopio cirurgico (DF Vasconcelos modelo MCM 5,
Sao Paulo). A DSA foi realizada segundo a técnica descrita por Krieger [1964],

adaptada para o camundongo. Cada animal foi colocado na posi¢ao supina e
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submetido a uma cervicotomia, expondo a bifurcacdo das carétidas. O ganglio
cervical superior e o nervo laringeo superior foram visualizados, isolados e
removidos. A adventicia e o tecido conectivo associado a regido do seio carotideo
foram dissecados, incluindo as carétidas adjacentes interna, externa, e artéria
occipital. Apds este procedimento ter sido realizado bilateralmente, as incisdes foram
suturadas. Camundongos controles (intactos) foram submetidos a desnervagéao
ficticia, envolvendo a exposicdo da bifurcacdo das cardtidas, sem lesar as
inervacoes. A efetividade da DSA foi confirmada pela auséncia de respostas reflexas
da FC a aumentos na PA, induzidos por infusées em rampa de fenilefrina (1 mg/mL).
A desnervagao seletiva dos barorreceptores aérticos (Ao-X) foi realizada através da
visualizagao, isolamento e remog¢ao do ganglio cervical superior e do nervo laringeo
superior, mantendo regido do seio carotideo intacta. Na desnervagao carotidea (Ca-
X), a camada adventicia e o tecido conectivo associado a regido do seio carotideo
foram dissecados e removidos, sem a retirada do géanglio cervical superior e do
nervo laringeo recorrente.

No mesmo ato cirurgico da desnervagao (total, parcial ou ficticia), os
camundongos receberam cateteres na artéria femoral e veia jugular direita, para
registro da PA e administragao de drogas, respectivamente. Apos os procedimentos
cirargicos, os animais foram deixados em recuperagcédo em gaiolas individuais, com

livre acesso a agua e ragao, no laboratério onde foram realizados os experimentos.

Grupos Experimentais:

1. Intactos: camundongos submetidos a desnervacéo ficticia (n=27);

2. DSA: camundongos submetidos a completa remogado das aferéncias dos

barorreceptores (n=25);
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3. Ao-X: camundongos submetidos a desnervacao dos barorreceptores aorticos

(n=14);

4. Ca-X: camundongos submetidos a desnervagao dos barorreceptores carotideos

(n=13).

Protocolo Experimental:

Todos os experimentos foram realizados 5 dias apds a realizagao dos
procedimentos cirurgicos, em camundongos acordados, movendo-se livremente em
gaiolas individuais. No dia dos experimentos, o cateter arterial foi conectado a um
transdutor de pressdo (DPT-100; Deltran®, Utah Medical Products Inc, EUA.) e a PA
foi continuamente amostrada (4 kHz), usando um computador IBM equipado com
uma interface analdgico-digital (Di220; Dataq, Akron, Ohio, EUA). O cateter venoso
foi conectado a uma seringa de micro-volumes (0-100 pL, Hamilton Company, Reno,
Nevada), por meio de uma extensao de polietileno PE-10 e a mesma conectada a
uma bomba de infusdo (Orion, Sage®, modelo M361). A temperatura dentro da sala
de registro foi mantida entre 22 e 24° C.

Apds um registro basal durante 30 minutos, a PA foi elevada em rampa (30-
40 mmHg em 15-20 s) pela infusdo intravenosa de fenilefrina (1 mg/mL, 0,003
mL/min). Quando necessario, a velocidade de infusdo de fenilefrina foi ajustada para
que a rampa de subida da PA fosse semelhante em todos os camundongos
estudados.

Vinte a 30 minutos apds a infusdo de fenilefrina, com a PA e FC de volta aos
niveis basais, os camundongos receberam metil-atropina (2 pg/g, iv) e propranolol (4
Mg/g, iv), separados por um intervalo de 15 minutos. Esses bloqueadores de

receptores autondmicos foram administrados na ordem inversa, ou seja, propranolol,
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seguido de metil atropina, em diferentes grupos de camundongos. O registro da PA
foi mantido por 15 minutos apés o uso de ambos os bloqueadores autondmicos

(duplo bloqueio de receptores autonémicos).

Andlise dos Dados:

Os registros da PA foram analisados por um programa computacional que
detecta pontos de inflexdao em sinais periddicos (Advanced CODAS, Dataq
Instruments, OH, EUA). Foram entdo geradas séries temporais da PA sistdlica,
batimento a batimento. Séries temporais de intervalo de pulso (IP) também foram
calculadas, pelos intervalos entre consecutivos valores de pressao diastolica. Todas
as séries temporais foram obtidas para cada periodo do experimento, ou seja, basal
€ apos administracdo dos bloqueadores autonémicos.

Para cada periodo de registro, foram calculados indices de variabilidade da
PA e IP no dominio do tempo. A variabilidade da PA foi quantificada por meio do
desvio padrao de valores sucessivos de PA (SDNN). A variabilidade do IP foi
quantificada pelo SDNN e pela raiz quadrada da média da soma dos quadrados das
diferengas entre sucessivos valores de IP (RMSSD).

A variabilidade da PA e IP também foi estudada no dominio da frequéncia, por
meio da analise espectral. Para cada periodo de registro (basal e ap6s bloqueadores
autonémicos), as séries temporais da PA sistdlica e IP foram interpoladas em 10 Hz
e divididas em segmentos continuos de 512 batimentos, sobrepostos em 50%. Cada
segmento foi submetido a um janelamento do tipo Hannning e a analise espectral
pela transformada rapida de Fourier (FFT), utilizando o programa computacional
Cardioseries, desenvolvido por Daniel Penteado Martins, pés-graduando do nosso

laboratério. Os componentes oscilatérios encontrados foram quantificados em faixas
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de baixa (LF: 0,25 a 1,0 Hz) e alta frequéncia (HF: 1,0 a 5,0 Hz) [Gerhmann e cols
2000, Janssen e cols 2000, Fazan Jr e cols 2005].

O ganho do barorreflexo espontaneo foi estimado, nos camundongos intactos
e submetidos a DSA, antes e apos o duplo bloqueio autonémico, por meio da técnica
da sequéncia, utilizando o programa computacional Hemolab V.10.2, disponivel para
uso gratuito (http://www.haraldstauss.com/HemoLab/HemoLab.php). Esse programa
procura, automaticamente, séries, com pelo menos 4 batimentos consecutivos, onde
a PA sistdlica e o IP estdo aumentando ou diminuindo. Um atraso de 3 batimentos
entre a PA e o IP foi aplicado as séries para procura das sequéncias [Laude e cols
2008, 2009]. Uma regresséao linear, entre a PA sistélica e o IP é calculada, para cada
sequéncia encontrada, e o coeficiente angular desta regressao utilizado como indice
de sensibilidade do barorreflexo espontdneo. Foram consideradas apenas
correlagdes com coeficientes angulares maiores que 0,8. O numero total de
sequéncias e o numero de sequéncias “up” e “down” foram normalizados por 1000
batimentos e o indice de efetividade do baroreflexo (BEI: “baroreflex effectiveness
index”) foi calculado pela razdo entre o numero de sequéncias e o numero total de

rampas de PA.

Andlise Estatistica:

Os valores do IP, FC e PA foram comparados entre grupos usando analise de
variancia de uma via (“one way” ANOVA). Quando diferengas foram encontradas, os
dados foram comparados aos pares pelo teste de Tukey. As mesmas variaveis
foram comparadas antes e apds administracdo de metil atropina ou propranolol,
usando o teste t de Student pareado. Os indices de variabilidade total (dominio do

tempo) e as poténcias de LF e HF dos espectros da PA sistdlica e IP, foram



Métodos | 35

comparados entre grupos usando analise de variancia de uma via para dados nao-
paramétricos (ANOVA on Ranks) e quando diferengas foram encontradas, os dados
foram comparados aos pares pelo teste de Dunn. Diferengas foram consideradas

significantes quando p<0,05.



4. RESULTADOS
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Teste da efetividade da DSA e avaliacdo da contribuicdo relativa dos

barorreceptores aoérticos e carotideos nas respostas reflexas de FC:

A figura 3 ilustra, com registros representativos e valores médios, as
alteracdes na PA induzidas pela infusdo intravenosa de fenilefrina e as respectivas
respostas reflexas de FC, em camundongos intactos e submetidos a DSA. Podemos
observar que, apesar de aumentos similares na PA, os camundongos submetidos a

DSA nao apresentaram bradicardia reflexa.
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Figura 3: Tracados representativos e valores médios das alteragdes na PA
induzidas pela administragdo de fenilefrina e as respectivas respostas reflexas de
FC em camundongos intactos (barras brancas, n=27) e submetidos a DSA (barras

pretas, n=25). *p<0,05 comparado aos animais intactos.
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A magnitude das respostas reflexas de FC a aumentos na PA induzidos pela
fenilefrina, nos camundongos intactos e submetidos a DSA, assim como nos animais
submetidos a desnervacao seletiva dos barorreceptores aodrticos ou carotideos,
estdo representadas na figura 4. Para aumentos similares na PA, a bradicardia
reflexa foi completamente abolida pela DSA, entretanto, nos camundongos
submetidos a desnervagao parcial dos barorreceptores, i.e. aodrticos (Ao-X) ou

carotideos (Ca-X), esta resposta nao diferiu dos animais intactos.
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Figura 4: Alteragdes na pressao arterial média induzidas pela infusao de fenilefrina e
as respectivas respostas reflexas de freqléncia cardiaca em camundongos intactos
(n=27), submetidos a desnervacdo sino-aodrtica (DSA, n=25), desnervacéo aodrtica
(Ao-X, n=14) ou desnervagao carotidea (Ca-X, n=13). Valores representam a meédia

+ EPM. *p<0,05 comparado aos animais intactos.
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Parametros basais e estudo da variabilidade da PA e IP no dominio do tempo em

camundongos intactos, submetidos & DSA ou desnervacdo seletiva dos

barorreceptores adrticos ou carotideos:

A figura 5 apresenta tragcados representativos da PA e IP basais, mostrando
que, camundongos submetidos a DSA apresentaram maior PA, com exagerada
variabilidade da PA e reduzida variabilidade do IP, quando comparados aos animais

intactos.
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Figura 5: Tracados representativos da pressao arterial e intervalo de pulso basal,
obtidos de um camundongo intacto e um camundongo submetido a desnervagéo

sino-aodrtica.

Os valores basais de PA e IP, assim como os indices de variabilidade no
dominio do tempo (SDNN e RMSSD) estao apresentados na tabela 1 e figuras 6 e 7.
A DSA, assim como a desnervagao seletiva dos barorreceptores aorticos (Ao-X) ou

carotideos (Ca-X) promoveram um significante aumento na PA (sistdlica, diastdlica e
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média). O IP nao foi alterado por nenhum dos procedimentos cirurgicos (DSA, Ao-X
ou Ca-X).

A DSA, assim como a desnervagao aortica (Ao-X), promoveram um
significante aumento na variabilidade (SDNN) da PA sistdlica, diastdlica e média.
Embora diferengas significantes ndo tenham sido encontradas, O SDNN da PA
sistélica, também aumentou apdés a desnervagédo carotidea (Ca-X), porém este
aumento foi menor do que o observado nos animais submetidos a DSA ou
desnervacio aortica.

Os indices de variabilidade do IP no dominio do tempo (SDNN e RMSSD)
foram significantemente reduzidos pela DSA, porém nao foram alterados pela

desnervacao aodrtica ou carotidea.

Tabela 1: Valores médios da pressao arterial sistolica, diastélica, média e intervalo
de pulso além dos respectivos indices de variabilidade de camundongos intactos,

submetidos a DSA, desnervacéo aortica (Ao-X) ou carotidea (Ca-X).

Intacto DSA Ao-X Ca-X
Pressédo Arterial (mmHQ)
PAS 135+2,0 149 + 3,0* 170 + 3,0*F 168 + 4,0*F
PAD 107 £2,0 122 + 3,0* 142 + 2,0%F 135 + 4,0%F
PAM 121+2,0 136 * 3,0* 156 + 2,0*F 152 + 4,0*F
SDNN PAS 6,5+0,4 10,1 £ 0,5* 8,9+0,6* 78+05
SDNN PAD 59+0,4 7,5+04* 7,6 £0,5* 6,403
SDNN PAM 59+04 8,6 + 0,4* 8,2+0,7* 6,704
Intervalo de Pulso (ms)
Média 105+ 2,0 106 + 3,0 98+2,0 106 + 4,0
SDNN 9,3+1,0 6,5+0,8 75%0,9 98157
RMSSD 2,7+0,3 2,0+0,2* 2,6+0,2 29067

Valores expressos como Média + EPM. PAS, pressdo arterial sistolica; PAD, pressao arterial
diastolica; PAM, pressao arterial média; SDNN, desvio padréo de valores sucessivos; RMSSD, raiz
quadrada da média da soma dos quadrados das diferengas entre sucessivos valores de intervalo de

pulso.* p<0,05 comparado aos intactos. T p<0,05 comparado aos camundongos submetidos a DSA.
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Figura 6: Valores basais e variabilidade total (dominio do tempo) da presséao arterial
sistélica em camundongos intactos (n=27), submetidos a desnervagéo sino-adrtica
(DSA, n=25), adrtica (Ao-X, n=14) ou carotidea (Ca-X, n=13). Valores representam a
Média £ EPM. *p<0,05 comparado aos camundongos intactos. Tp<0,05 comparado

aos camundongos submetidos a DSA.
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Figura 7: Valores basais e variabilidade total (dominio do tempo) do Intervalo de
Pulso de camundongos intactos (n=27), submetidos a desnervagao sino-aodrtica
(DSA, n=25), adrtica (Ao-X, n=14) ou carotidea (Ca-X, n=13). Valores representam a
Média + EPM. *p<0,05 comparado aos camundongos intactos. T p<0,05 comparado

aos camundongos submetidos a DSA.
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Anélise espectral da variabilidade da PA e IP em camundongos intactos, submetidos

a DSA ou desnervacao seletiva dos barorreceptores adrticos ou carotideos:

A Figura 8 ilustra espectros representativos da variabilidade da PA e IP de um
camundongo intacto e um camundongo submetido a DSA. Os espectros revelaram a
existéncia de dois componentes oscilatorios distintos na variabilidade da PA e IP: um

de baixa (LF) e um de alta frequéncia (HF).
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HF LF HF
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Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

Figura 8: Espectros representativos da pressao arterial sistdlica e intervalo de pulso,

obtidos de um camundongo intacto e um camundongo submetido a DSA.
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As poténcias dos espectros da PA nas bandas de LF e HF estdo
representadas na tabela 2 e na figura 9. Os camundongos intactos apresentaram a
poténcia do espectro da PA na banda de LF maior do na banda de HF. Os espectros
da PA de camundongos submetidos a DSA, assim como dos animais submetidos a
desnervacgao seletiva (adrtica ou carotidea), apresentaram um marcante aumento
tanto na banda de LF como de HF. Porém, na banda de LF, a diferenga entre os

animais intactos e desnervados (DSA, Ao-X ou Ca-X) € muito mais pronunciada.

Tabela 2: Valores médios da pressao arterial sistdlica e intervalo de pulso e seus
respectivos indices de variabilidade no dominio do tempo (SDNN e RMSSD),
poténcias de LF e HF, obtidos em camundongos intactos, submetidos a

desnervagéao sino-adrtica (DSA), adrtica (Ao-X) ou carotidea (Ca-X).

Intacto DSA Ao-X Ca-X
Presséo Arterial Sistélica
Média (mmHg) 135+2,0 149 £ 3,0* 170 £ 3,0*F 168 + 4,0*F
SDNN (mmHg) 6,5+04 10,1 £ 0,5* 8,9+0,6* 7,8 £ 0,51
LF (mmHg?) 55+0,5 12,7 £1,7* 10,5 £ 1,6* 11,3 +1,8*
HF (mmHg?) 25+04 5,3+1,0* 5,7+0,9* 5,1+0,6*
Intervalo de Pulso
Média (ms) 105+ 2,0 106 + 3,0 98 +2,0 106 + 4,0
SDNN (ms) 9,3+1,0 6,5+0,8* 75+0,9 98+1,5%
RMSSD (ms) 2,7+0,3 2,0+0,2* 2,6+0,2 29+0,6*F
LF (ms?) 95+20 2,0+0,8* 62+19%F 36+13
HF (ms?) 54+14 2,4 +0,5* 41+09 7 3,7+17
LF (un) 59+29 31+4,2* 43 +6,0* 44 + 6,0*
HF (un) 41+29 69 + 4,2* 57 + 6,0* 56 + 6,0*
LF/HF 1,7+0,2 0,6 +0,1* 1,1+0,2*F 1,0 £ 0,2*F

Valores expressos como Média + EPM. SDNN, desvio padrdo de valores sucessivos; RMSSD, raiz
quadrada da média da soma dos quadrados das diferencas entre sucessivos valores de intervalo de
pulso; LF, low frequency; HF, high frequency. * p<0,05 comparado aos camundongos intactos.

T p<0,05 comparado aos camundongos submetidos a DSA.
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Figura 9: Poténcia dos espetros da PA nas bandas de LF e HF em camundongos
intactos (n=27), submetidos a desnervacao sino-adrtica (DSA, n=25), desnervagao
aortica (Ao-X, n=14) ou carotidea (Ca-X, n=13). Valores representam a Média +

EPM. *p<0,05 comparado aos camundongos intactos.

Os resultados da analise espectral das séries do IP estdo representados na
tabela 2 e nas figuras 10 e 11. As poténcias dos espectros do IP nas bandas de LF e
HF foram significantemente reduzidas pela DSA. A desnervagéo seletiva (adrtica ou
carotidea também reduziu a poténcia do IP nas bandas de LF e HF, embora nao
tenham aparecido diferengas significantes. Quando os espectros do IP séao
expressos em unidades normalizadas, nota-se que as oscilagbes de LF sao
predominantes sobre as de HF nos animais intactos. O oposto € observado nos

camundongos submetidos a DSA ou a desnervagao seletiva.
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Figura 10: Poténcias dos espectros do IP nas bandas de LF e HF, expressas em
unidades absolutas (ms?), em camundongos intactos (n=27), submetidos a
desnervacao sino-adrtica (DSA, n=25), adrtica (Ao-X, n=14) ou carotidea (Ca-X,
n=13). Valores representam a Média + EPM. *p<0,05 comparado aos camundongos

intactos. T p<0,05 comparado aos camundongos submetidos a DSA.
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Figura 11: Poténcias dos espectros do IP nas bandas de LF e HF, expressas em
unidades normalizadas (un), em camundongos intactos (n=27), submetidos a
desnervagédo sino-aértica (DSA, n=25), desnervagdo adrtica (Ao-X, n=14) ou
carotidea (Ca-X, n=13). Valores representam a Média + EPM. *p<0,05 comparado
aos camundongos intactos. T p<0,05 comparado aos camundongos submetidos a
DSA.
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Tono autondmico cardiaco e duplo bloqueio de receptores autondmicos:

A administracido de metil atropina nao alterou a PA média em nenhum dos
grupos estudados. Da mesma forma, o propranolol ndo promoveu nenhuma
alteragao na PA média em nenhum dos grupos estudados (tabela 3).

Os valores de IP antes e apds a administracdo de metil atropina ou
propranolol estdo representados na tabela 3. O bloqueio do controle parassimpatico
da FC com atropina promoveu uma pequena, porém significante redu¢ao no IP dos
camundongos intactos, mas nao alterou o IP dos animais desnervados (DSA, Ao-X
ou Ca-X).

O bloqueio simpatico com propranolol aumentou o IP em todos os grupos
estudados. Porém, esse aumento foi muito maior nos animais desnervados (DSA,
Ao-X ou Ca-X), quando comparados aos animais intactos (tabela 3).

A Figura 12 apresenta as variagdes no IP ap6s administracéo de atropina ou
propranolol. Nitidamente observamos, nos quatro grupos estudados, uma
predominancia no componente simpatico no controle do IP basal. A variagdo no IP
apoés a atropina foi menor nos animais desnervados enquanto que, apds a
administracdo de propranolol, o aumento no IP foi significantemente maior nos
animais submetidos a DSA, Ao-X ou Ca-X.

Os valores de IP apds o duplo bloqueio autondmico estdo representados na
Figura 13. O IP apdés o duplo bloqueio dos receptores autondmicos foi
significantemente maior nos camundongos submetidos a DSA, desnervagao adrtica
ou carotidea, ndo havendo diferengas entre os camundongos desnervados totais e

parciais.
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Tabela 3: Valores de presséo arterial média (painel superior) e intervalo de pulso
(painel inferior), antes e apdés a administracdo de atropina ou propranolol e apds o
duplo bloqueio autonémico, em camundongos intactos, submetidos a desnervagao

sino-aodrtica (DSA), desnervagao aortica (Ao-X) ou carotidea (Ca-X).

Pressao Arterial Média (mmHg)

Atropina Propranolol
Antes Apos Antes Apoés
Intacto 119+ 3,8 116 + 3,7 117 £2,2 118 £ 2,2
DSA 134 + 3,1% 126 + 4,7% 134 + 7.2t 133+ 8,3f
Ao-X 147 + 3,1t 142 + 3.8t 141 + 4,37 152 + 3,4%
Ca-X 136 + 5,5t 135 + 5,8t 150 + 6,8t 147 +7,8f

Intervalo de Pulso (ms)

Atropina Propranolol Bl[z)ltjqzlgio

Antes Apos Antes Apos
Intacto 103 +2,3 96 + 2,4* 98 + 3,6 124 + 3,1* 129+25
DSA 100 + 3,5 98 +3,6 98 +5,8 144 + 8,4*t 146 + 6,01
A0-X 94+25 95+26 103 £ 6,0 140 + 5,5%t 152 + 5,5%
Ca-X 102 + 6,3 103 + 6,2 101+ 3,0 140 + 5,1*F 146 + 6,07

Valores expressos como Média + EPM. * p<0,05 comparado aos valores antes do tratamento.

tp<0,05 comparado aos camundongos intactos.
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Figura 12: Alteragdes no intervalo de pulso apdés a administragcao de metil atropina
(tono vagal) ou propranolol (tono simpatico) em camundongos intactos (tono vagal:
n=11; tono simpatico: n=8), submetidos a desnervagdo sino-adrtica (DSA, tono
vagal: n=8; tono simpatico: n=6), desnervagao adrtica (Ao-X, tono vagal: n=8; tono
simpatico: n=6) ou carotidea (Ca-X, tono vagal: n=6; tono simpatico: n=7). *p<0,05

comparado aos camundongos intactos.
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Figura 13: Valores de intervalo de pulso apdés o duplo bloqueio autonédmico em
camundongos intactos (n=19), submetidos a desnervagao sino-adrtica (DSA, n=14),
desnervagéao aortica (Ao-X, n=14) ou carotidea (Ca-X, n=13). Valores representam a

Média + EPM. * p<0,05 comparado aos camundongos intactos.

Estudo do baroreflexo espontdneo, por meio da técnica da seqiéncia, em

camundongos intactos e submetidos a DSA:

O numero de sequéncias barorreflexas, em camundongos intactos e
submetidos a DSA, antes e apods o duplo bloqueio de receptores autondmicos, esta
representado nas tabelas 4 e 5 e na figura 14. O numero de sequéncias
barorreflexas (total, sequéncias “up” e “down”) foi drasticamente reduzido apds o
duplo bloqueio de receptores autondmicos nos camundongos intactos. A DSA né&o
alterou o numero de sequéncias barorreflexas, mas seu numero também foi reduzido
pelo duplo bloqueio de receptores autonémicos.

Nos camundongos intactos, assim como o numero de sequéncias, o indice de
efetividade do baroreflexo (BEI) também foi drasticamente reduzido pelo duplo

bloqueio de receptores autonémicos. A DSA reduziu significantemente o BEI e apds
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o duplo bloqueio de receptores autondmicos, este indice foi ainda mais reduzido
(tabelas 4 e 5 e figura 14).

Embora o numero de sequéncias barorreflexas nao tenha sido alterado, o
ganho destas sequéncias foi drasticamente reduzido pela DSA, como podemos

observar nas tabelas 4 e 5 e na figura 15.

Tabela 4: Numero total de sequéncias barorreflexas, assim como o BEI e o ganho,
obtidos em camundongos intactos e submetidos a desnervagao sino-aodrtica (DSA),

antes e apos o duplo bloqueio autonémico.

Intactos DSA

Basal Autonomico Basal Autonomico
N°Batimentos 16859 + 475,0 6.047 + 350,0 17.772 + 444,0 5.925 + 243,0
N° Rampas 1.391 £ 223,0 407 £ 46,0 2.714 £ 190,0 346 £ 71,0
N° Seqiiéncias 86+9,0 6,0 £1,0* 124 + 20,0 6,0 £2,0*
N°Seq./1000bat 50410 1,0 £0,2* 70+10 1,0 £ 0,01*
BEI 0,08 + 0,01 0,01 +0,01* 0,05 + 0,017 0,02 £0,01"
Ganho 1,77+0,3 N/A 0,73+0,1% N/A

Valores expressos como Média + EPM. BEI, indice de sensibilidade do baroreflexo. = p<0,05

comparado aos valores basais. T p<0,05 comparado aos camundongos intactos.
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Tabela 5: Numero de sequéncias barorreflexas (up e down), assim como o BEIl e o

ganho, obtidos em camundongos intactos e submetidos a desnervagao sino-aortica

(DSA), antes e apds o duplo bloqueio autonémico.

Sequéncias UP

Intactos DSA
Basal Adtonomico Basal Autonomico
N°Batimentos 16,859 + 475,0 6.047 + 350,0 17.772 + 4440 5.925 + 243,0
N° Rampas 892 + 143,0 253 + 30,0 1.561 + 114,0 220 + 47,0
N° Sequéncias 41+4,0 4,0 +1,0* 56 + 10,0 4,0+ 1,0*
N°Seq./1000bat 3,0+£0,3 0,7+0,1* 3,0+0,6 0,6 + 0,2
BEI 0,06 + 0,01 0,02 + 0,0 0,04 0,01t 0,02 +0,01*
Ganho 1,86 + 0,2 N/A 0,74 +0,1% N/A
Sequiéncias DOWN
Intactos DSA
sasal Dlomuele Autonbmico
N°Batimentos 16,859 + 475,0 6.047 + 350,0 17.772 + 4440 5.925 + 243,0
N° Rampas 499 + 96,0 154 + 20,0 1.153 + 83,0 126 + 25,0
N°® Sequéncias 45+5,0 2,0+1,0* 67 £ 11,0 3,0+ 1,0*
N°Seq./1000bat 2,8+04 0,3+0,1* 3,9+0,7 0,4+0,1*
BEI 0,12 0,01 0,01 £0,01* 0,06 + 0,01+ 0,02 +0,01*
Ganho 1,66 % 0,3 N/A 0,73+0,1% N/A

Valores expressos como Média + EPM. BEI, indice de sensibilidade do baroreflexo. * p<0,05

comparado aos valores basais. T p<0,05 comparado aos camundongos intactos.
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Figura 14: Numero total de sequiéncias barorreflexas, em camundongos intactos
(n=27) e submetidos a desnervagéo sino-aortica (DSA, n=25), antes e apos o duplo
bloqueio autonémico. Valores representam a Média £ EPM. * p<0,05 comparado ao

basal. Tp<0,05 comparado aos camundongos intactos.
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Figura 15: Ganho (coeficiente angular médio das regressbes lineares) das

sequéncias barorreflexas, obtido em camundongos intactos (n=27) e submetidos a

desnervacgado sino-adrtica (DSA, n=25). Valores representam a Média

* p<0,05 comparado aos camundongos intactos.
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O barorreflexo € um mecanismo neural de feedback negativo, essencial para
evitar alteragdes na PA. Flutuacbes na PA sao percebidas pelas terminacdes
barorreceptoras localizadas no arco aortico e seio carotideo. Através de aferéncias
dos neurdnios barorreceptores e da circuitaria neural central, a atividade simpatica e
parassimpatica para o coragao, assim como a atividade simpatica para os vasos,
sao continuamente moduladas por alteragdes na PA [Moffitt e cols 2005].

Uma maneira comumente utilizada para estudar o papel do barroreflexo sobre
a regulagao cardiovascular é avaliar os efeitos da remocao cirurgica das aferéncias
deste reflexo, ou seja, a deaferentagéo sino-adrtica. Ao longo de algumas décadas,
muitos experimentos tém utilizado esta estratégia, ou seja, DSA, desenvolvida por
Krieger [1964] em ratos. Na maior parte das espécies, as aferéncias dos
barorreceptores aorticos trafegam com o nervo depressor aortico (nervo de Cyon),
gue se junta ao vago para alcangar o sistema nervoso central [Ciriello 1983, Higgins
e cols 1984]. Como em alguns ratos, as fibras aferentes dos barorreceptores
aorticos cursam com a cadeia simpatica cervical ou com o nervo laringeo superior
[Krieger e Marseillan 1963], a cadeia simpatica é seccionada na regido proximal do
ganglio cervical superior, € 0 nervo laringeo superior é seccionado em sua jungao
com o nervo vago. Para remover as aferéncias dos barorreceptores carotideos, a
camada adventicia da regido da bifurcagdo das carétidas e do seio carotideo é
cuidadosamente removida. No presente estudo, a DSA foi realizada segundo a
técnica descrita por [Krieger 1964] em ratos e adaptada para o camundongo.

Um método tradicional utilizado para avaliar o reflexo barorreceptor é a
administracao de drogas vasoativas para alterar a PA e medir as alteragdes reflexas
na FC e atividade simpatica. Essa técnica fornece um indice de como as alteracdes

na FC e/ou atividade simpatica podem compensar as alteracbes na PA [Kumada e
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cols 1990, Vasquez e cols 1997]. Para avaliarmos a efetividade da DSA em
camundongos, utilizamos infusbes de fenilefrina, um agonista de receptores
adrenérgicos do subtipo alfa 1, para produzir aumentos na PA em forma de rampa. A
completa desnervacao foi confirmada pela auséncia de respostas reflexas de FC aos
aumentos na PA. Esta € uma metodologia comumente utilizada para testar a eficacia
da cirurgia de DSA [Norman e cols 1981, Trapani e cols 1986, Cerutti e cols 1994,
Fazan Jr e cols 2005].

E bem estabelecido que a importancia relativa dos diferentes conjuntos de
barorreceptores (i.e. localizados no arco aortico ou no seio carotideo) no controle da
FC, PA e resisténcia vascular pode variar [Vatner e cols 1970, Donald e Edis 1971,
Abboud e cols 1979]. Vatner e colaboradores [1970] sugeriram, em estudos com
caes acordados, que os barorreceptores aorticos sao mais efetivos em controlar a
FC do que os carotideos. Por outro lado, estudos em humanos indicam que a
ativacdo dos barorreceptores carotideos através de sucgdo no pescoco elimina a
taquicardia reflexa, apesar da desativacdo dos barorreceptores aédrticos durante
hipotensao sistémica, sugerindo um papel predominante dos barorreceptores
carotideos no controle da FC em humanos [Abboud e cols 1979]. Até o momento,
nao existem estudos que avaliam a contribuicdo relativa dos barorreceptores
aorticos e carotideos sobre as respostas reflexas de FC em camundongos.

A bradicardia reflexa em resposta a infusdo de fenilefrina em camundongos
submetidos a desnervagao seletiva (adrtica ou carotidea) foi semelhante aquela
observada nos animais intactos, sugerindo que a auséncia de qualquer dos
conjuntos de barorreceptores, ndo afeta a resposta reflexa da FC ao aumento da PA
provocado pela fenilefrina. Estes resultados diferem do que foi previamente

demonstrado em outras espécies, onde os barorreceptores adrticos e carotideos
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parecem desempenhar papéis diferentes no controle da PA e FC [Vatner e cols
1970, Ito e Scher 1978, Abboud e cols 1979, Guo e cols 1982].

No presente estudo, a DSA promoveu um aumento na PA demonstrando que
agudamente (5 dias), a remocado das aferéncias barorreceptoras promove
hipertensao arterial em camundongos.

Os estudos pioneiros utilizando a DSA em ratos sugeriam que 0s mesmos se
tornavam hipertensos, sendo entdo essa técnica proposta como um modelo para
indugdo de hipertensao neurogénica [Krieger e cols 1964, Ferrario e cols 1969].
Porém, estudos posteriores utilizando medidas diretas da PA em animais de
diferentes espécies demonstraram que a DSA nao promove hipertensao [Norman e
cols 1981, Webb e cols 1986]. Por outro lado, alguns estudos utilizando técnicas
similares para medir a PA encontraram que ratos submetidos a DSA cronicamente
sao hipertensos [Alexander e cols 1980]. Varios fatores como o uso de diferentes
técnicas para medida da PA, que causam diferentes graus de estresse, a extensao
da desnervacgao, o tempo apés a desnervacao dos barorreceptores, a duragao dos
registros da PA e diferentes respostas a diversos estimulos ambientais, podem
contribuir para esta disparidade de resultados [Franchini e Krieger 1994].

Estudos prévios do nosso laboratério [Fazan Jr e cols 2005], utilizando a
técnica de DSA em camundongos, ndao demonstraram nenhuma diferenga nos niveis
basais de PA entre camundongos desnervados ou intactos. Porém, estes estudos
foram realizados apenas 24 h apds os procedimentos cirurgicos para remogao das
aferéncias barorreceptoras. Just e colaboradores [2000] demonstraram, por meio de
medidas da PA por telemetria, que 24 h apds os procedimentos cirurgicos, 0s
camundongos nao estdo completamente recuperados e que, sua PA, FC e balango

autondmico, necessitam de alguns dias para retornar aos valores pré-cirurgia. Além
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disso, nestes estudos a PA foi medida por meio da cateterizacdo da carétida. O
camundongo C57Bl € conhecido por apresentar o circuito arterial cerebral
incompleto [Fujii e cols 1997] de modo que a oclusdo de uma das carétidas pode
comprometer o controle neural da circulacdo. Mais ainda, em um animal t&o
pequeno como o0 camundongo, a presenga do cateter na carétida, que € justaposta
ao vago, pode levar a um estimulo mecanico crénico do parassimpatico, alterando
também o controle autondmico do coracdo. Por conta disso, nds optamos por utilizar
a canulagao da artéria femoral para registro da PA em camundongos.

E preciso levar em consideracdo que as aferéncias provenientes do arco
aortico e seio carotideo contém fibras aferentes barorreceptoras e quimiorreceptoras
e que os procedimentos comuns de desnervagcdo removem os dois tipos de fibras
[Franchini e Krieger 1992]. Assim, as alteragdes na PA observados apdés a DSA
podem representar o efeito global da remogdo de influéncias inibitorias
(barorreceptores) e excitatérias (quimiorreceptores) sobre a PA.

A desnervagao seletiva dos barorreceptores aodrticos ou carotideos, assim
como observado nos camundongos submetidos a DSA, também promoveu um
significante aumento na PA.

Diferentes estudos ja demonstraram que a desnervagdo seletiva dos
barorreceptores adrticos promove um significante aumento na PA em ratos [Krieger
1970, Fink e cols 1981, Patel e cols 1981, Zhang e Ciriello 1985]. Por outro lado, em
ratos, a desnervagéo carotidea parece promover apenas um pequeno aumento nos
niveis de PA [Krieger 1964, Krieger 1970], sugerindo uma predominancia dos
barorreceptores adrticos na regulagao da PA. Os dados do presente estudo sugerem

que, em camundongos, tanto os barorreceptores adrticos como os carotideos séo
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igualmente importantes e que a manutengédo de ambos € necessaria para manter a
PA em niveis normais.

A DSA, assim como a desnervagado seletiva (adrtica ou carotidea), néo
promoveu nenhuma alteragdo no IP basal. Estes resultados estdo de acordo com
estudos prévios da literatura, incluindo camundongos [Martinka e cols 2005, Fazan
Jr e cols 2005], que demonstraram que a cirurgia para remogao das aferéncias
barorreceptoras néo altera a FC basal.

Os camundongos submetidos a DSA apresentaram um aumento na
variabilidade da PA, medida através do desvio padrao (SDNN). Tradicionalmente, o
desvio padrao tem sido bastante utilizado como indice de variabilidade da PA
[Trapani e cols 1986, Buchholz e cols 1986, Alper e cols 1987, Shan e cols 2004].

A remocao das aferéncias dos barorreceptores resulta na incapacidade
manter a PA dentro de estreitos limites de variabilidade, promovendo um aumento
de sua labilidade [Krieger 1964, Cowley e cols 1973, Mancia e Zanchetti 1986].
Nossos resultados estdo de acordo com diversos estudos que demonstram um
aumento da variabilidade da PA apds a DSA experimental em ratos [Buchholz e cols
1986, Shan e cols 2004], caes [Cowley e cols 1980, Wagner e cols 1995], gatos [Di
Rienzo e cols 1991, Mancia e cols 1999] e mais recentemente em camundongos
[Fazan Jr e cols 2005, Martinka e cols 2005]. O aumento na variabilidade da PA esta
estreitamente relacionado com lesbes em 6rgaos alvo [Frattola e cols 1993, Mancia
e cols 1994, Shan e cols 2001], inclusive em camundongos [Martinka e cols 2005],
sendo preditora de risco de morbidade e mortalidade em diversas formas de
doencas cardiacas.

A génese e manutengdo da variabilidade da PA observada apés a DSA

parecem envolver mecanismos neurais € humorais [Jacob e cols 1989]. Alper e
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colaboradores [1987] demonstraram em ratos que, a reversdo (normalizagcao) da
variabilidade da PA apds a DSA, requer o bloqueio combinado de mecanismos
neurais e humorais. Dentre os mecanismos neurais envolvidos na exagerada
variabilidade da PA observada apds a DSA, o sistema nervoso simpatico parece
predominar, uma vez que o bloqueio dos receptores adrenérgicos do tipo a ou o
bloqueio ganglionar atenuam drasticamente esta variabilidade em ratos. [Alper e cols
1987]. Quanto aos mecanismos humorais, a angiotensina |l e a vasopressina
parecem desempenhar um papel importante tanto na génese, como na manutengao
da variabilidade da PA observada apds a remocao das aferéncias barorreceptoras
[Jacob e cols 1991].

A desnervacao dos barorreceptores aodrticos também promoveu um
significante aumento na variabilidade da PA. Apds a desnervagao carotidea, embora
diferencas significantes ndo tenham sido encontradas, também observamos
aumento na variabilidade da PA. Entretanto, este aumento foi menor do que o
observado nos camundongos submetidos a DSA ou desnervagdo adrtica. Estes
resultados sugerem que, tanto os barorreceptores aodrticos como os carotideos,
desempenham um papel importante na estabilizacdo da PA. Na auséncia dos
barorreceptores carotideos, os adrticos parecem ser capazes de limitar, pelo menos
parcialmente, a variabilidade da PA. O aumento na variabilidade da PA apds a
desnervacgao seletiva dos barorreceptores adrticos ou carotideos ja foi previamente
demonstrada em ratos [Mauad e cols 1992].

O caélculo do desvio padrao (SDNN) e da raiz quadrada da média da soma
dos quadrados das diferengas entre sucessivos valores de IP (RMSSD)
demonstraram que, camundongos submetidos a DSA, possuem uma menor

variabilidade do IP. Assim como o desvio padrdo, o calculo do RMSSD é uma
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metodologia comumente utilizada para avaliagdo da variabilidade do IP no dominio
do tempo [Task Force, 1996]. Estes resultados indicam que o barorreflexo atua
aumentando a variabilidade total do IP para gerar alteragées no débito cardiaco que
devem controlar as alteragdes na PA [Conway e cols 1984, Mancia e cols 1986,
Ferrari e cols 1987, Parati e cols 1987b]. Essa redugao na variabilidade do IP ja foi
demonstrada 24 h apés a DSA em camundongos [Fazan Jr e cols 2005].

A desnervagao dos barorreceptores aorticos ou carotideos em camundongos
nao alterou a variabilidade do IP, sugerindo que a auséncia de um dos conjuntos de
barorreceptores € compensada pelos barorreceptores remanescentes, que sao
capazes de manter a variabilidade do IP inalterada.

Um grande numero de estudos tem demonstrado que as influéncias
simpaticas e parassimpaticas, sobre o coragdo e o0s vasos, levam a padrbes de
variabilidade ritmica. A analise espectral mostra ritmos basicos de oscilacdo da PA e
FC: um ritmo de muito baixa frequéncia (VLF), um de baixa frequéncia (LF) e um
ritmo de alta frequéncia (HF) [Malliani e cols 1991, Task Force 1996].

Apesar do consenso sobre a importadncia do barorreflexo em modular as
oscilagcdes da PA, a observacao de que a sua efetividade depende da frequéncia em
que estas oscilagdes ocorrem, ainda nao é completamente reconhecida [Di Rienzo e
cols 1991, Cerutti e cols 1994, Jacob e cols 1995, Wagner e cols 1995, Mancia e
cols 1999]. Para avaliar a influéncia do barorreflexo sobre a variabilidade da PA em
diferentes freqléncias, nds quantificamos a variabilidade da PA e IP usando a
analise espectral, antes e apds a DSA ou desnervagao seletiva dos barorreceptores
aorticos ou carotideos. Os resultados mostraram: (1) os espectros das séries de PA
foram nitidamente mais afetados pela DSA e pela desnervacao seletiva na banda de

LF, do que na de HF, (2) da mesma forma, apesar de, o barorreflexo contribuir para
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as oscilagées do IP em ambas as bandas de frequéncia, as oscilagées de LF foram
predominantemente afetadas pela DSA e pela desnervagado seletiva; (3) o
barorreflexo limita o HF da variabilidade da PA sistélica, apesar da perda do controle
barorreflexo do IP nesta banda.

Nos animais intactos observamos, tanto na variabilidade do IP como na
variabilidade da PA sistélica, uma predominancia da poténcia de LF em relacado a de
HF. Esta predominancia de LF ja foi previamente demonstrada em diversos estudos
em camundongos [Uechi e cols 1998, Gehrmann e cols 2000, Janssen e cols 2000,
Just e cols 2000, Gross e cols 2002].

No presente estudo, a DSA reduziu tanto o LF como o HF do espectro de IP.
Porém esse efeito foi muito mais evidente na banda de LF. Esta marcante reducao
na poténcia de LF do espectro do IP demonstra a importancia do barorreflexo em
modular as oscilagcées do IP na banda de LF.

A desnervagao parcial dos barorreceptores (adrticos ou carotideos) também
reduziu o LF e o HF da variabilidade do IP, embora essa redugao nao tenha atingido
niveis de significancia estatistica. Essa diferengca em relagdo aos animais intactos
fica nitida quando olhamos para o LF e HF em unidades normalizadas, assim como
para relacdo LF/HF, onde inicialmente havia predominancia do componente de LF e
apos a desnervacao aortica ou carotidea observamos uma nitida predominancia do
componente de HF. Assim como observado nos camundongos submetidos a DSA,
esse efeito foi mais pronunciado na banda de LF. Estes dados sugerem que tanto os
barorreceptores aorticos como os carotideos sao importantes na modulacdo das
oscilagdes do IP na banda de LF. Porém, a queda no LF do espectro do IP apds a

desnervacgao seletiva (adrtica ou carotidea) foi menor do que a observada apods a
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DSA, sugerindo que a auséncia de um dos conjuntos de barorreceptores consegue
ser parcialmente compensada pelos barorreceptores remanescentes.

Diferentes estudos utilizando analise espectral cruzada demonstraram a
presenca de coeréncia significativa entre os espectros de PA e FC na banda de LF
em diversas espécies experimentais, inclusive em camundongos [Cerutti e cols
1994, Janssen e cols 2000, Fazan Jr e cols 2005]. A DSA desacopla estas
oscilagbes, sugerindo que o barorreflexo desempenha um papel importante nas
oscilagbes da FC em LF [Cerutti e cols 1994, Bertram e cols 1998]. De fato, o papel
do barorreflexo em modular as oscilagdes da FC em LF esta bem estabelecido e ja
foi descrito em diferentes modelos experimentais, incluindo camundongos [Di Rienzo
e cols 1991, Cerutti e cols 1994, Bertram e cols 1998, Mancia e cols 1999, Fazan Jr
e cols 2005].

A pequena, porém significante redugdo na poténcia da banda de HF do
espectro do IP apés a DSA sugere que o barorreflexo também desempenha um
papel importante na modulagdo do IP nessa faixa de frequéncia. Nao existe um
consenso na literatura em relacdo aos efeitos da DSA sobre a poténcia das
oscilagdes respiratdrias (banda de HF) do espectro da FC, com relatos de aumentos
[Cerutti e cols 1994], quedas [Di Rienzo e cols 1991] ou de estar inalterado [Fazan Jr
e cols 2005] apds a DSA.

Estudos utilizando a analise espectral cruzada entre as oscilacbes da FC e
PA tém demonstrado, que existe uma alta coeréncia entre as oscilacées da FC e PA
na banda de HF. Porém, a auséncia de defasagem entre as oscilagdes da FC e a
PA, associada ao fato da DSA nao eliminar a coeréncia entre estas oscilagdes na
banda de HF, sugere que as oscilagdes da FC nessa faixa de freqiéncia ndo sao

mediadas pelo barorreflexo [Cerutti e cols 1994, Fazan Jr e cols 2005].
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A variabilidade da FC €& modulada pelo sistema nervoso simpatico e
parassimpatico e a contribuicdo relativa de cada um deles foi avaliada por Berger e
colaboradores [1989]. Neste estudo eles demonstraram através de medidas na
variagcao da FC a estimulacao elétrica do nervo simpatico cardiaco em caes, que as
respostas a estimulagdo simpatica se tornaram insignificantes com frequéncias
acima de 0,15 Hz. Estes resultados foram posteriormente confirmados em humanos
[Saul e cols 1989, 1991] e sugerem que o sistema nervoso simpatico € muito lento
para atuar em frequéncias acima de 0,15 Hz. Da mesma forma, Stauss e
colaboradores [1997] demonstraram em ratos, que as respostas do nodo sino-atrial
mediadas pelo simpatico foram limitadas as frequéncias de estimulagdo do nucleo
paraventricular menores que 0,5 Hz. Assim, é pouco provavel que em
camundongos, o sistema nervoso simpatico esteja modulando as oscilagées da FC
na banda de HF.

Como o barorreflexo desempenha um papel importante no controle das
oscilagcbes do IP na banda de LF, é esperado que o barorreflexo deva controlar as
oscilagcbes da PA nessa banda de frequéncia, predizendo que a poténcia na faixa de
LF do espectro da PA deveria aumentar apés a DSA. De fato, a DSA promoveu um
significante aumento na poténcia da banda de LF dos espectros da PA sistdlica.

Em estudos prévios em ratos e gatos, a DSA paradoxalmente reduziu a
poténcia de LF do espectro da PA sistélica [Cerutti e cols 1994, Mancia e cols 1999].
Tem sido proposto que um fendbmeno de ressonancia na algca do barorreflexo arterial
pode causar variabilidade de LF na PA [DeBoer e cols 1987, Di Rienzo e cols 1991,
Cerutti e cols 1994, Bertram e cols 1998]. Ou seja, o retardo do mecanismo de
feedback negativo gera oscilagdes, quando esse retardo é suficiente para que a

saida fica em fase com a entrada, criando um feedback positivo [Bertram e cols
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1998]. O fato de no presente estudo, a DSA nao ter promovido uma reducdo na
poténcia de LF do espectro da PA sugere que o fendbmeno de ressonéancia ndo deve
ser o maior contribuinte para as oscilacbes de LF do espectro da PA em
camundongos.

Diferentes autores consideram que a poténcia de LF do espectro da PA
representa um bom marcador da atividade simpatica vascular [Pagani e cols 1986,
Baselli e cols 1988, Furlan e cols 1990, Rimoldi e cols 1990, Cerutti e cols 1991].
Assim, um aumento da poténcia de LF do espectro da PA é indicativo de uma
hiperatividade simpatica vascular em camundongos submetidos a DSA aguda.

Assim como observado apés a DSA, camundongos submetidos a
desnervacio aortica ou carotidea também apresentaram um aumento da poténcia
de LF do espectro da PA, sugerindo que ambos sao igualmente importantes na
modulacio das oscilagbes da PA na banda de LF.

Em nosso estudo, a DSA promoveu um aumento da poténcia de HF do
espectro da PA. A banda de HF do espectro da PA corresponde a freqléncia
respiratoria e diferentes estudos ja demonstraram que sua poténcia esta aumentada
em ratos [Jacob e cols 1995] ou ndo € alterada em ratos [Cerutti e cols 1994] e gatos
[Di Rienzo e cols 1991, Mancia e cols 1999] apds a DSA. Este aumento no HF dos
espectros da PA apdés a DSA indica que o barorreflexo também modula as
oscilagbes da PA nessa banda de frequéncia. A desnervagao seletiva (aértica ou
carotidea) também aumentou o HF da variabilidade da PA. Alteragdes na resisténcia
vascular mediadas pelo simpatico geralmente ocorrem muito lentamente para serem
capazes de modular as oscilacbes da PA na banda de HF. Em ratos, a maxima
frequéncia para oscilacdes na resisténcia vascular € aproximadamente 1 Hz [Stauss

e Kregel 1996, Stauss e cols 1997, Grisk e Stauss 2002]. Entretanto, a possibilidade
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da neurotransmissdo simpatica ocorrer mais rapidamente em camundongos ainda
nao foi investigada.

Outras potenciais consequéncias da DSA ou desnervagao seletiva, como
alteracdes na respiragao ou atividade locomotora também devem ser consideradas.
Aumentos na intensidade respiratéria e as maiores flutuagdes correspondentes na
pressao intratoracica podem potencialmente aumentar as oscilagbes da PA na
banda de HF [Pagani e cols 1986, Japundzic e cols 1990]. A DSA, assim como a
desnervacéao seletiva (adrtica ou carotidea), néo altera a frequéncia respiratéria ou o
volume corrente em ratos [Mauad e cols 1992]. Ratos submetidos a desnervacgao
total ou parcial dos barorreceptores apresentaram alguns episoédios ocasionais de
respiracao profunda, que foram associados com reduc¢des transientes na PA [Mauad
e cols 1992]. Estas oscilacbes podem contribuir para variabilidade total da PA, mas é
improvavel que, em ratos submetidos a DSA ou desnervacao seletiva, elas
influenciem as oscilagdes da PA na banda de HF. Futuros estudos em camundongos
sao necessarios para avaliar a contribuicdo de alteracbes na respiragao sobre a

variabilidade da PA na banda de HF.

O Papel do Barorreflexo na Modulacdo Autondmica Cardiovascular em

Camundongos

A contribuicdo relativa do sistema nervoso autbnomo simpatico e
parassimpatico no controle da FC em camundongos ainda é controversa. Em nosso
estudo com camundongos intactos, o IP foi levemente reduzido pela administragéo
de metil-atropina e intensamente aumentado pela administracdo de propranolol,

indicando que tanto a atividade simpatica como a parassimpatica tonicamente
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modulam o IP nas condi¢gbes do presente estudo, com uma grande predominancia
simpatica.

O aumento no IP induzido pelo propranolol foi semelhante ao observado em
estudos anteriores com camundongos [Ishii e cols 1996, Mansier e cols 1996,
Rohrer e cols. 1998, Uechi e cols 1998, Gehrmann e cols 2000, Just e cols 2000].
Diferente dos achados consensuais sobre a contribuicdo simpatica na determinacéao
do IP, a contribuigdo do tono vagal para a FC no repouso varia consideravelmente
entre os estudos, com relatos de minimas (< 10 batimentos/min) [Gehrmann e cols
2000, Janssen e cols 2000, Just e cols 2000], moderadas (20 a 60 batimentos/min)
[Ishii e cols 1996] ou substanciais (> 70 batimentos/min) [Rohrer e cols. 1998, Uechi
e cols 1998, Pelat e cols 2003] respostas de FC a atropina. As razbes para as
marcantes diferencas nas respostas a atropina ndo sao claras, mas diferengas nas
condigdes de registro, carga genética dos camundongos e tempo de recuperagao
apos a cirurgia, entre outros fatores, podem estar envolvidas.

O aumento no IP induzido pelo propranolol nos animais submetidos a DSA foi
muito maior do que o aumento observado nos animais intactos. Estes resultados
sugerem que a DSA em camundongos, nas condigdes do presente estudo, promove
uma hiperatividade simpatica cardiaca.

Assim como a DSA, a desnervagao seletiva (adrtica ou carotidea) também
promoveu um aumento no tono simpatico cardiaco. Esse aumento foi similar nos 3
grupos desnervados (total ou parciais), sugerindo que os barorreceptores aédrticos e
carotideos sao igualmente importantes na regulagdo do tono simpatico em
camundongos.

A hiperatividade simpatica tem sido considerada a principal determinante do

aumento da PA apdés a DSA. Medidas de catecolaminas plasmaticas, bloqueio
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simpatico agudo ou cronico e lesdes localizadas no sistema nervoso central tém sido
utilizados para avaliacio indireta do aumento no tono simpatico periférico [Alexander
e cols 1980, Saavedra e Krieger 1987, Franchini e Krieger 1994]. Medidas diretas da
atividade do nervo simpatico renal também ja foram realizadas em ratos submetidos
a DSA [Irigoyen e cols 1988].

Irigoyen e colaboradores [1995] demonstraram que a PA e a atividade do
nervo simpatico renal estdo elevadas apds a DSA aguda, mas 20 dias apds a
remocao das aferéncias barorreceptoras, a PA e a atividade simpatica retornam aos
niveis normais. O mesmo foi demonstrado por Barrés e colaboradores [1992] em
ratos submetidos a DSA crénica (14 dias). Chandler e DiCarlo [1997] demonstraram
que o tono simpatico cardiaco também esta normalizado 14 dias apds a remogao
das aferéncias dos barorreceptores arteriais em ratos.

Irigoyen e colaboradores [1995] sugerem que a PA e a atividade do nervo
simpatico renal apos a DSA sdo determinadas pela eliminacdo simultdnea dos
quimiorreceptores e dos barorreceptores arteriais. Na fase aguda, o efeito da
remocao das aferéncias barorreceptoras, com consequente aumento na atividade
simpatica e na PA, é predominante [lrigoyen e cols 1988, Franchini e Krieger 1994].
Cronicamente, a normalizagcado da PA e atividade do nervo simpatico renal reflete o
balanco entre os efeitos opostos da desnervacido dos quimiorreceptores e
barorreceptores arteriais. Além disso, outros reflexos, como o reflexo
cardiopulmonar, provavelmente atuam no sentido de reverterem a hipertenséo
[Franchini e Krieger 1992, Franchini e Krieger 1994].

Nés demonstramos que a DSA aguda, assim como na desnervagao parcial
seletiva dos barorreceptores, promove hipertensdo e aumento no tono simpatico

cardiaco em camundongos. Esta hiperatividade simpatica demonstrada agudamente
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pode explicar, pelo menos em parte, a hipertensao observada apos a remogéao total
ou parcial das aferéncias barorreceptoras. No entanto, os efeitos da DSA crénica
nao foram avaliados no presente estudo. Portanto, ndo podemos excluir a
possibilidade de que, cronicamente, a atividade simpatica e/ou a PA, retornem aos
valores normais. Estudos adicionais sao necessarios para avaliarmos os efeitos da
DSA crbnica em camundongos.

No presente estudo, a DSA e a desnervagao seletiva (adrtica ou carotidea)
aboliram completamente os efeitos da metil atropina sobre o IP, o que é consistente
com a hipétese de que os camundongos submetidos a DSA, assim como o0s
camundongos desnervados aorticos ou carotideos, apresentam um desbalango
autonémico, com predominancia simpatica. Franchini e Krieger [1989] demonstraram
um comprometimento na funcao parassimpatica periférica, possivelmente devido a
reducdo na sensibilidade dos receptores muscarinicos apdés a DSA em ratos. Da
mesma forma, a DSA, assim como a desnervagao aortica ou carotidea parecem
alterar o controle parassimpatico da FC.

O IP apdés a administragdo de atropina nos camundongos submetidos a
desnervacido aodrtica ou carotidea foi semelhante ao observado apdés a DSA,
sugerindo que ambos barorreceptores sdo igualmente importantes no controle do
tono vagal em camundongos.

As alteragbes no IP induzidas pela atropina e propranolol ndo sé&o
secundarias a alteragdes na PA, pois nenhum dos bloqueadores autondmicos
alterou os valores de PA em nenhum dos grupos estudados.

Seria esperado que, a reducdo no tono parassimpatico e aumento no tono
simpatico observados apds a DSA, desnervacido aodrtica ou carotidea, resultariam

em uma FC maior nos camundongos desnervados. Pelo contrario, a FC basal néo
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diferiu entre os grupos estudados, sugerindo que a DSA, assim como a desnervagao
seletiva dos barorreceptores aodrticos ou carotideos, promove uma reducao na FC
intrinseca em camundongos. De fato, o IP apdés o duplo bloqueio de receptores
autonémicos foi maior nos camundongos desnervados (total ou parcialmente), o que
corrobora a idéia de que a DSA ou a desnervacao seletiva reduzem a FC intrinseca
em camundongos.

Estudos em ratos ja demonstraram que a DSA promove uma reducgéo na FC
intrinseca [Vasquez e Krieger 1982, Machado e Brody 1989]. Alguns autores
propdem que essa redugcao na FC intrinseca apds a DSA é resultado da continua
estimulacao simpatica do coragao [Tucker e Gist 1986, Machado e Brody 1989], uma
vez que a DSA é um conhecido modelo de hiperatividade simpatica. Tucker e Gist
[1986] demonstraram que a estimulagao simpatica tdnica de coracbes de ratos em
desenvolvimento diminui a frequéncia intrinseca de disparos do marcapasso. Porém,
futuros estudos em camundongos sao necessarios para caracterizar os mecanismos

envolvidos nas alteragbes no marcapasso cardiaco apos a DSA.

Estudo do Barorreflexo Espontdneo Através da Técnica da Sequéncia

Diferentes métodos tém sido utilizados para avaliar diretamente o
barorreflexo. Historicamente, existem algumas intervengdes que diretamente
perturbam o sistema cardiovascular: a manobra de Valsalva [Baldwa e Ewing 1977],
oclusdo das carétidas [Roddie e Sheperd 1957], succdo no pescogo [Ernsting e
Parry 1957], vasodilatadores e/ou vasoconstritores [Smyth e cols 1969, Gribbin e
cols 1971, Chen e cols 1982, Ebert 1990] e alteragdes posturais [Lindgvist 1990].
Estas intervencbes promovem alteragdes na PA que estimulam os barorreceptores

arteriais e desencadeiam alteragdes no |IP mediadas pelo barorreflexo.
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Recentemente, tém sido propostos métodos que avaliam as flutuacoes
espontaneas na PA e IP, normalmente observadas em diferentes modelos animais e
humanos. Estes métodos s&o baseados na suposicdo de que oscilacdes
espontaneas na PA estimulam os barorreceptores, gerando oscilagées no IP que
sdo mediadas pelo barorreflexo [Frankel e cols 1993]. Alguns métodos sé&o
baseados no uso da analise espectral da variabilidade espontanea do intervalo IP e
PA sistélica [Robbe e cols 1987, Pagani e cols 1988].

Outro método comumente utilizado para estudo do barorreflexo espontaneo é
baseado na identificacdo de sequéncias de trés ou mais batimentos, onde a PA
sistélica e o IP progressivamente variam na mesma dire¢ao [Bertinieri e cols 1985,
Parati e cols 1988]. Este método, chamado de técnica da sequéncia, tem sido muito
utilizado para o estudo do barorreflexo espontdaneo em seres humanos e animais de
experimentacgao, principalmente camundongos acordados [Gross e cols 2002, Chen
e cols 2005, Martinka e cols 2005, Adams e cols 2006, Zhang e cols 2006, Laude e
cols 2008, Laude e cols 2009].

No presente estudo, utilizamos a técnica da seqléncia para estudar o
barorreflexo espontdneo em camundongos intactos ou submetidos a DSA, antes e
apos o duplo bloqueio de receptores autondmicos cardiacos.

Nosso estudo em camundongos intactos demonstrou que, a analise de séries
temporais da PA e IP permitiram a identificacdo de um consideravel numero de
sequéncias caracterizadas por aumentos ou quedas na PA e IP que estao
linearmente relacionadas.

Surpreendentemente, o numero de sequéncias barorreflexas nao foi alterado
pela DSA em camundongos, sugerindo que 5 dias apés a DSA, os camundongos

ainda apresentam variagbes no |IP que sao dirigidas por variagbes na PA. Estes
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resultados diferem do que foi previamente demonstrado em gatos, onde a DSA
promoveu uma grande reducdo (em torno de 86%) no numero de sequéncias
barorreflexas [Bertinieri e cols 1988, Mancia e cols 1999].

Martinka e colaboradores [2005] encontraram um consideravel numero de
sequéncias barorreflexas em camundongos submetidos a DSA crbénica (20
semanas) e atribuiram estas sequéncias a incompleta desnervagao das aferéncias
baroreceptoras. No presente estudo, a presenca destas sequéncias apdés a DSA,
nao pode ser atribuida a uma desnervacao incompleta. A DSA foi confirmada pela
auséncia de respostas reflexas de FC a aumentos na PA induzidos pela fenilefrina,
pelo grande aumento na variabilidade total da PA e redug¢ao na variabilidade do IP
apos a desnervagao.

Nossa primeira hipotese para explicar a presengca de sequéncias com
caracteristicas barorreflexas apdés a DSA em camundongos foi a de que estas
sequéncias poderiam nao representar eventos fisioldégicos reais, sendo apenas
interacdes ao acaso entre a PA e o IP. Para testar esta hipotese, as séries temporais
da PA e IP dos camundongos submetidos a DSA foram analisadas apds o duplo
bloqueio autondmico. O duplo bloqueio autonédmico reduziu drasticamente o nimero
de seqUéncias nos camundongos, tanto intactos como desnervados. Estes
resultados sugerem que estas sequéncias observadas apds a DSA nao sao eventos
meramente aleatorios, pois elas sdo mediadas pelo sistema nervoso autbnomo.

O fato dos camundongos submetidos a DSA ainda apresentarem sequéncia
barorreflexas, e estas desaparecerem apds bloqueio autonémico cardiaco, sugere
fortemente que mesmo apds a retirada dos barorreceptores o sistema nervoso
autébnomo continua exercendo controle sobre a PA por meio de variagdes no IP.

Assim, mecanismos que, em condi¢gdoes normais desempenham um papel menos



Discussao | 75

importante no controle da PA, podem se destacar apds a remogao das aferéncias
dos barorreceptores.

Esta bem estabelecido que o controle minuto a minuto da funcéo
cardiovascular é realizado por diferentes mecanismos reflexos que, por meio de
suas eferéncias autonOmicas, contribuem para manutencdo da PA em niveis
adequados [Salgado e cols 2004]. Além do barorreflexo arterial, outros mecanismos
neurais como o quimioreflexo arterial e o reflexo cardiopulmonar também contribuem
para regulacao reflexa da circulagéo [Vasquez e cols 1997].

Estudos realizados em humanos e diferentes modelos animais ja
demonstraram que o reflexo cardiopulmonar desempenha um papel importante no
controle neural da circulacédo [Thorén 1979, Guo e cols 1982, Mark e Mancia 1983,
Zanchetti e Mancia 1991, Vasquez 1994]. Os impulsos provenientes dos receptores
cardiopulmonares tonicamente restringem a funcdo cardiaca e contribuem para o
controle fisiolégico da circulagdo [Guazzi e cols 1962, Vasquez e cols 1997]. As
respostas reflexas a estimulacdo das aferéncias cardiopulmonares ja foram
previamente demonstradas em camundongos e sdo semelhantes as observadas em
outras espécies [Butcher e cols 1998, Paton e Butcher 1998, Peotta e cols 2001].

E possivel que, na auséncia do barorreflexo, o reflexo cardiopulmonar passe
a ter um papel predominante na regulagdo da PA, o que explicaria a presenga, apos
a DSA, de sequéncias que caracterizam um controle reflexo da PA.

De fato, estudos demonstraram que a sensibilidade do reflexo cardiopulmonar
depende do grau de atividade dos barorreceptores arteriais [Mancia e cols 1973].
Chen [1979] demonstrou que a presenca da inibicdo cardiovascular ténica exercida
pelos barorreceptores arteriais tende a reduzir o reflexo cardiopulmonar em coelhos.

Essa inibicao do reflexo cardiopulmonar exercida pelo barorreflexo se torna evidente
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com o aumento na sensibilidade do reflexo cardiopulmonar observado apds a
remocao total ou parcial das aferéncias dos barorreceptores arteriais [Guo e cols
1982, Chianca Jr. e Machado 1994].

Apesar de termos demonstrado por meio da técnica da sequéncia que, na
auséncia do barorreflexo, a PA ainda parece ser regulada por mecanismos
dependentes do sistema nervoso autbnomo, os dados do presente estudo ndao nos
permite concluir qual o mecanismo exato envolvido nessa regulagdo. A possivel
participacdo do reflexo cardiopulmonar, assim como a de outros mecanismos
neurais, ainda precisa ser avaliada em camundongos.

Embora o numero de sequéncias nao tenha sido diferente, o ganho destas
sequéncias foi drasticamente reduzido pela DSA. Esses resultados indicam que se
realmente existe um mecanismo neural que controla a PA apdés a DSA em
camundongos, ele é menos efetivo do que o barorreflexo. A menor sensibilidade
desse mecanismo, quando comparado ao barorreflexo, poderia explicar a auséncia
de respostas reflexas de FC nos camundongos submetidos a DSA, quando a PA foi
rapidamente elevada com a infusdo de fenilefrina. Essa redugdo no ganho das
sequéncias apés a DSA ja foi previamente demonstrado em outras espécies,
incluindo camundongos [Bertinieri e cols 1988, Mancia e cols 1999, Martinka e cols
2005].

Outro fator que precisa ser levado em consideracdo € o quanto os indices
espontaneos, como os obtidos com a técnica da sequéncia, sao consistentes com a
funcado barorreflexa. Os valores derivados dos procedimentos para estimativa do
ganho do barorreflexo espontaneo tém sido repetidamente comparados com as

metodologias tradicionais, que induzem alteragdes farmacologicas na PA, e os
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resultados sado conflitantes [Pitzalis e cols 1998, Lipman e cols 2003, Laude e cols
2004, Parati e cols 2004, Moffitt e cols 2005].

Diferentes estudos tém demonstrado que os valores do ganho do barorreflexo
derivados de métodos farmacologicos e espontaneos estdo significantemente
correlacionados em diferentes situagdes [Parlow e cols 1995, Pitzalis e cols 1998].
Além disso, os indices espontaneos foram validados n&do apenas pelo método
farmacolégico como também pela analise de dados substituidos (surrogate data
analysis) [Blaber e cols 1995], demonstrando que as sequéncias barorreflexas
espontaneas representam eventos fisiolégicos reais e ndo sao apenas interagdes
aleatorias entre a PA e o IP.

Por outro lado, alguns trabalhos tém demonstrado que os indices
espontaneos sao inconsistentes com a fungao barorreflexa [Lipman e cols 2003,
Moffitt e cols 2005]. Lipman e colaboradores [2003] afirmam que os indices
espontaneos sao incapazes de explorar a funcdo barorreflexa porque nao estao
correlacionados com os valores obtidos com a infusdo de drogas vasoativas e com a
distensibilidade das carétidas em humanos. Da mesma forma, Moffitt e
colaboradores [2005] concluiram que os métodos espontdneos nao sao confiaveis
ou validos quando comparados aos métodos tradicionais, baseados na infusao de
fenilefrina e nitroprussiato de sddio.

No presente estudo, nés demonstramos que o valor do ganho do barorreflexo
calculado pela técnica da sequéncia difere do obtido por meio da infusdo de
fenilefrina em camundongos. Esta diferenga entre os dois métodos se torna evidente
quando avaliamos o ganho do barorreflexo apés a DSA. A bradicardia reflexa em
resposta a aumentos na PA induzidos pela infusdo de fenilefrina foi completamente

abolida apdés a DSA (ganho préximo a zero) enquanto que a técnica da seqiéncia
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nos mostrou que as sequéncias ndo sao eliminadas pela desnervagcdao embora o
ganho seja reduzido a metade. Estes dados corroboram a idéia de que talvez, a
técnica da sequéncia nao reflita adequadamente ou exclusivamente a fungao
barorreflexa em camundongos.

O barorreflexo utiliza tanto o sistema nervoso simpatico como o
parassimpatico para compensar alteracdes na PA. A constante de tempo para
contribuicdo simpatica é relativamente maior do que a constante do componente
vagal [Head e McCarthy 1987]. Assim, a avaliagao do barorreflexo arterial durante
um curto periodo de tempo pode nao avaliar apropriadamente a compensacao
simpatica e parassimpatica para as flutuagdes espontidneas na PA [Moffitt e cols
2005]. Além disso, os parametros cardiovasculares, como a frequéncia respiratoéria e
o tono autondémico, diferem entre as espécies. Estas diferengas fisioloégicas podem
afetar a estimativa do ganho do barorreflexo espontaneo, que historicamente foi
descrito em gatos e humanos. Os métodos e valores inicialmente descritos nestas
espécies nao sao necessariamente transferiveis para outras espécies, como
camundongos. O fato de que, diferente do observado em outras espécies, o
camundongo apresenta uma predominancia do componente simpatico na
determinacao do IP em condi¢des basais, fortalece a idéia de que talvez a técnica
da sequéncia nao seja adequada para estimativa do ganho do barorreflexo
espontaneo em camundongos.

Por outro lado, Laude e cols [2008, 2009] realizaram estudos sistematicos
utilizando a técnica da sequéncia em camundongos, com o objetivo de validar o
célculo do ganho do barorreflexo espontaneo pelo método da sequéncia em
camundongos e demonstraram que a técnica da sequéncia, assim como

demonstrado em outras espécies, é aplicavel ao camundongo.



Discussao | 79

Todavia, dois fatores importantes precisam ser levados em consideragao
guando comparamos os valores do ganho do barorreflexo obtidos com a infusdo de
fenilefrina ou com a técnica da sequéncia. Os dois métodos estudam o barorreflexo
em diferentes pontos de operagao: durante um estimulo maximo (a maior PA
atingida apés infusao de fenilefrina) e durante o menor estimulo (niveis normais de
PA presentes em condi¢des espontaneas) [Pitzalis e cols 1998]. Além disso, as duas
metodologias sdo completamente distintas. Enquanto o método da fenilefrina é
baseado em um modelo de alga aberta, que leva em consideracao as alteragdes no
IP induzidas por variagdes na PA [Triedman e cols 1995, Perrot e Cohen 1996], a
técnica da sequéncia € baseada em um modelo de algca fechada, onde as oscilacbes
na PA induzem alteracdes no IP, que por sua vez sdo capazes de modificar a PA
[Akselrod e cols 1985, Baselli e cols 1988, Mullen e cols 1997].

Sendo assim, embora nossos resultados sugiram que as duas metodologias
nao se correlacionam e que talvez a técnica da sequéncia nao seja adequada para
estudo da fungao baroreflexa em camundongos, € necessaria cautela ao afirmar que
um dos métodos seja mais adequado para determinagdo do ganho do barorreflexo,

uma vez que estudam o barorreflexo de maneiras distintas.



6. CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

1) A desnervagado aguda (5 dias) dos barorreceptores (total ou parcial) promove

hipertensédo, sem alterar o IP;

2) Assim como observado em outras espécies, a DSA, assim como a desnervagao
parcial dos barorreceptores, promove um grande aumento na variabilidade da PA e

no tono simpatico cardiaco em camundongos;

3) O baroreflexo desempenha um papel importante nas oscilagées do IP na banda

de LF;

4) Os barorreceptores aodrticos e carotideos parecem ser igualmente importantes na

regulagéo autondmica do sistema cardiovascular em camundongos;

5) Cinco dias apo6s a DSA, os camundongos ainda apresentam variagdes no IP, que

sdo dirigidas por alteragdes na PA e mediadas pelo sistema nervoso autbnomo.
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ABSTRACT

This study evaluated the role of arterial baroreceptors on arterial pressure (AP) and
pulse interval (PI) regulation in mice. Male C57BL mice were submitted to sinoaortic (SAD),
aortic (Ao-X) or carotid sinus (Ca-X) denervation, implanted with catheters into femoral artery
and jugular vein and allowed to recover for 5 days. After basal recording of AP, mice
received phenylephrine, to determine the efficacy of SAD, followed by cardiac autonomic
receptor blockers methyl atropine or propranolol. AP and PI variability were evaluated in time
domain (statistical approaches) and in frequency domain by spectral analysis (FFT) with the
spectra quantified in low (LF: 0.25-1 Hz) and high frequency (HF: 1-5 Hz) bands. AP and AP
variability were markedly higher after SAD, Ao-X or Ca-X, as compared to intact mice. Pl was
similar among groups, while PI variability was lower after SAD. Atropine did not change PI
after total or partial denervation while elicited tachycardia in control mice. The bradycardia
caused by propranolol was marked higher after SAD, Ao-X or Ca-X, as compared to intact
mice. The increase in overall variability of AP was accompanied by a marked increase in LF
and HF power of AP spectra after baroreceptor denervation. LF and HF power of Pl spectra
were reduced by SAD as well as by Ao-X and Ca-X. These findings showed that SAD, as
well as partially denervated mice, were slightly hypertensive with remarkable increased of AP
variability and cardiac sympathetic tone. Both sets of baroreceptors seem to be equally
important in autonomic regulation of cardiovascular system in mice. Spectral analysis
showed an important contribution of baroreflex in the power of LF oscillations of Pl spectra.

Key Words: mice, baroreflex, sinoaortic denervation, autonomic tone, heart rate variability.
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INTRODUCTION

Arterial baroreceptors are sensory nerve endings located at carotid sinus and aortic
arch providing essential feedback information to the central nervous system that leads to
reflex circulatory adjustments to maintain arterial pressure (AP) within a narrow range [Sapru
1991].

The importance of the baroreflex can be demonstrated by the remarkable increase in
AP variability after the surgical removal of the baroreceptors in rats [Norman et al. 1981,
Alper et al. 1987], dogs [Cowley et al. 1980], cats [Di Rienzo et al. 1991], rabbits
[Ramchandra et al. 2003] or mice [Fazan Jr et al. 2005]. Early studies showed that chronic
sinoaortic denervation (SAD) leads to an increase in AP; the so called neurogenic
hypertension [Krieger 1964, Ferrario et al. 1969, Trapani et al. 1986]. However, later reports
shown that animals submitted to chronic SAD are normotensive [Norman et al. 1981, Webb
et al. 1986]. It appears that baroreceptor denervated animals are more reactive to
environmental stimuli [Buchholz et al. 1986, Nakata et al. 1991] and show exaggerated
responses to cardiovascular challenges [Webb et al. 1986, Barron et al. 1989, Schreihofer
and Sved 1992].

The relative contributions of aortic and carotid baroreceptors on AP regulation have
been found different according to the animal model [Kumada et al. 1970, Edis 1971, Guo et
al. 1982, Mauad et al. 1992, Ludbrook and Ventura 1996, Thrasher and Shifflett 2001]. Some
investigators suggested that aortic baroreceptors are more effective in controlling reflex heart
rate (HR) responses in conscious dogs [Vatner et al. 1970, Ito and Scher 1978, Ito and Scher
1979]. In contrast, Guo et al. [1982] have shown that carotid and aortic baroreceptors exert
similar degrees of vagally mediated HR control in anesthetized rabbits.

AP spontaneously fluctuates at regular frequencies and the magnitude of which can
be easily quantified by spectral analysis [Pagani et al. 1986, Stauss 2007]. It is well
demonstrated that the ability of baroreflex to buffer AP variability changes, depending on the
frequency of AP fluctuation [Cerutti et al. 1994, Mancia et al. 1999]. For instance, in several
experimental species, SAD remarkably enhances spontaneous AP fluctuations that happen
slower than 0.2 Hz, demonstrating a major importance of baroreflex in buffering slow
oscillations of AP [Jacob et al. 1995, Mancia et al. 1999]. On the other hand, AP variability in
the range of 0.2 to 1 Hz is found unaltered or even smaller in SAD animals [Jacob et al.
1995]. Finally, respiratory AP oscillations are unaltered or enhanced in SAD animals [Jacob
et al. 1995, Mancia et al. 1999].

Nowadays the study of AP and pulse interval (PI) variability in either time or
frequency domain (spectral analysis) is a valuable tool to investigate autonomic modulation
to the cardiovascular system at clinical [Task Force 1996, Malliani et al. 1991] and

experimental level [Cerutti et al. 1991]. Spectral analysis had shown distinct oscillatory
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components of AP and PI variability: a high frequency component (HF), related to respiration
and associated to cardiac vagal modulation, a low frequency component (LF), related to
cardiac and vasomotor sympathetic modulation to the heart and blood vessels and a very
low frequency component (VLF), related to humoral factors, termoregulation and others
[Pagani et al. 1986, Malliani et al. 1991].

Recently, technological advances enabling genetic modifications of mice have led to
an explosion in the use of this specie in studies of integrative physiology leading to a better
understanding not only of physiological mechanisms but also the mechanisms involved in the
pathophysiology of cardiovascular diseases. However, most knowledge obtained in others
species like rat are not available in mice.

Several studies had shown similar oscillatory components of AP and HR variability in
mice although, the absolute frequencies at which oscillations occur are different [Gerhmann
et al. 2000, Janssen et al. 2000]. Despite the knowledge that spectral profile of
cardiovascular oscillations in mice are similar to other species, baroreflex modulation of
cardiovascular variability is poorly understood in this specie.

Therefore, the goal of the present study was to examine, in conscious mice, the role
of arterial baroreflex on AP, HR and its autonomic regulation. To assess the role of
baroreflex, we used mice subjected to SAD as well as to selective baroreceptor denervation,

i.e. denervation of baroreceptors located in aortic arch or carotid sinus.

METHODS

All experiments were carried out in male C57BL/6J (29 + 2 g). The mice were housed
individually with free access to tap water and standard chow and maintained on a 12-12 h
light-dark cycle. At the end of the experiments, mice were killed with an intravenous
overdose of sodium pentobarbital. The experimental protocols used in this study were
reviewed and approved by the Committee of Ethics in Animal Research of the School of
Medicine of Ribeirao Preto, University of Sdo Paulo (protocol # 077/2006).

Surgical Procedures

Mice were anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine (80 pg/g and 10
Mg/g, respectively) given subcutaneously. SAD, as well as selective aortic or carotid
baroreceptors denervation were performed as described by [Krieger, 1964] for rats and
adapted to mice. Briefly, the animals were fixed in a supine position and an anterior cervical
incision was made, exposing the neck muscles and the region of the bifurcation of the carotid
arteries. The superior cervical ganglion and superior laryngeal nerves were visualized under
a surgical microscope, isolated and removed. The procedure was completed by stripping the

region of the bifurcation of the carotid arteries of all extraneous fibers and connective tissue.
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After this procedure was completed bilaterally, the incision was sutured closed. Sham-
operated mice underwent a similar surgical procedure that involved exposure of carotid
bifurcation without damaging the innervations. Selective aortic baroreceptor denervation
involved the removal of superior cervical ganglion and superior laryngeal nerves. Selective
carotid baroreceptor denervation was made by stripping the region of carotid bifurcation.
Completeness of SAD was evaluated by measuring the changes in AP and HR in response
to ramp infusions of phenylephrine (PE: 1.0 mg/mL). Infusion rates (0.003 mL/min) were
monitored such that blood pressure (BP) was increased 30 to 40 mmHg.

Immediately after SAD, selective denervation or sham surgery, arterial catheters
made of Micro-Renathane tubing [0.64 mm outer diameter, 0.30 mm inner diameter,
Braintree Scientific] were chronically implanted into the femoral artery for the measurement
of AP. Polyethylene catheters [0.61 mm outer diameter, 0.28 mm inner diameter, Clay-
Adams] were inserted in the right jugular vein for drugs administration. The free ends of

these catheters were tunneled subcutaneously and exteriorized at the back of the neck.

Blood pressure and HR recordings

Experiments were carried out in conscious, unrestrained mice in their own cages 4 to
5 days after surgery. On the day of the experiment, the arterial catheter was connected to a
pressure transducer (model DPT-100; Deltran®, Utah Medical Products Inc, EUA), venous
catheter was connected to drugs infusion line and the mice were allowed to rest for 30 to 45
min. Pulsatile AP was continuously sampled (4 kHz) using a IBM/PC equipped with an
analogical to digital interface (DI 220; Dataq, Akron, OH). The files were stored, and the data

were analyzed at a later time.

Experimental protocol

After basal pulsatile AP was recorded for 30 min, sham operated (n=11), SAD (n=8),
aortic (n=8) and carotid (n=6) baroreceptor denervated mice received methyl atropine (2
Mg/g/5 uL, iv), followed by the injection of propranolol (4 ug/g/5 uL iv). Different groups of
sham operated (n=8), SAD (n=8), aortic (n=6) and carotid (n=7) baroreceptor denervated
mice received autonomic blockers in inverse sequence. Pl shortening elicited by methyl
atropine was used as an index of cardiac vagal tone, while Pl lengthening elicited by
propranolol was used as cardiac sympathetic tone. Pl values after double autonomic
blockade were used to estimate the intrinsic HR (IHR), i.e., the rate remaining after removal

of adrenergic and cholinergic influences.



Artigo | ©

Data analysis
Pulsatile AP recordings were analyzed by customized computer software that detects

inflection points of a periodic wave. Beat by beat time series of systolic AP were generated.
Time series of Pl were also obtained by intervals between consecutive values of diastolic
pressure. The time series were obtained for each period of experiment: baseline and after
administration of methyl atropine or propranolol.

For baseline recording, time domain indices of AP and PI variability were calculated.
Overall AP variability was determined by standard deviation of successive normal values
(SDNN) of systolic AP. PI variability was determined by SDNN and the square root of the
mean of the sum of the square of differences between adjacent Pl (RMSSD) [Task force
1996].

AP and PI variability were also studied in the frequency domain by spectral analysis.
Time series of systolic AP and Pl were re-sampled to 10 Hz by cubic spline interpolation and
divided into contiguous segments of 512 values, overlapped by 50%. After Hanning
windowing, the spectrum of each segment of either systolic AP or PI series was calculated
using fast Fourier transform (FFT) algorithm and integrated in two frequency bands: low (LF:
0.25 to 1 Hz) and high (HF: 1 to 5 Hz).

Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. Baseline values of AP and Pl were compared
among groups using one-way ANOVA, followed by post hoc of Tukey. The same variables
were compared before and after administration of methyl atropine or propranolol using paired
Student’s t-test. SDNN and RMSSD as well as LF and HF power of Pl and systolic AP were
compared among groups using ANOVA on Ranks followed by post hoc of Dunn Statistical

significance was accepted when P < 0.05.

RESULTS

Figure 1 shows changes in AP induced by phenylephrine and respective reflex
changes in heart rate in conscious mice. The reflex bradycardia in response to similar
increases in AP was completely abolished by SAD. The reflex bradycardia in aortic or carotid

denervated mice was similar to intact control mice.

Representative tracings of basal AP and PI, of intact and SAD mice are shown in
figure 2. Table 1 shows group data of basal values, and variability indexes (time and
frequency domain) of systolic AP and PI from intact, SAD, as well as partially denervated

(aortic or carotid) mice.
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Five days after denervation, systolic AP was found significantly higher in either SAD
or aortic and carotid baroreceptor denervated mice, as compared with intact counterparts.
Overall AP variability (SDNN) was markedly enhanced by SAD, as well as by aortic or carotid
baroreceptor denervation. SAD, as well as aortic or carotid baroreceptor denervation led to a
marked increase in the power of systolic AP spectra in both, LF and HF bands. Nevertheless,
at LF range, this effect is much more pronounced.

SAD and aortic or carotid denervation did not change basal values of PI. In contrast,
Pl variability indexes (SDNN and RMSSD) were significantly reduced by SAD, but did not
change after aortic or carotid baroreceptor denervation. Power of both LF and HF bands of
Pl spectra were found significantly lower in SAD, as compared to intact mice. Aortic or
carotid baroreceptor denervation also reduced the power of LF and HF bands of PI spectra
despite the differences were not statistically significant. Moreover, as seen in normalized
units, LF is the predominant oscillatory component in the spectra of intact mice.
Nevertheless, the opposite was found in SAD, aortic or carotid baroreceptor denervated mice
(i.e. HF is higher than LF power of Pl spectra). The ratio of the normalized spectral powers of
the LF and HF components of Pl variability (LF/HF) was markedly reduced by SAD, as well

as by aortic or carotid baroreceptor denervation.

Cardiac sympathetic or parasympathetic receptor blockade

Methyl atropine had no effect on mean AP in control (119 + 4 to 116 4 mmHg) or
SAD mice (134 + 3 to 126 £+ 5 mmHg), as well as in aortic (147 + 3 to 142 £+ 4 mmHg) or
carotid (136 + 6 to 135 + 6 mmHg) denervated mice. Similarly, propranolol also did not affect
mean AP of control (117 £ 2 to 118 £ 2 mmHg), SAD (134 + 7 to 133 + 8 mmHg), aortic (141
*+ 4 to 152 + 3 mmHg) or carotid (150 + 7 to 147 + 8 mmHg) denervated mice. Figure 3
shows changes in Pl after methyl atropine or propranolol. Blockade of parasympathetic
control of HR with methyl atropine slightly but significantly shortened PI of control mice but
had no effect on Pl of SAD, aortic or carotid denervated mice. Blockade of sympathetic
control of HR with propranolol lengthened Pl to a greater extent in SAD, aortic or carotid
baroreceptor denervated mice, as compared to intact control mice. Pl after double autonomic
blockade was markedly higher in SAD, aortic or carotid baroreceptor denervated mice, as

compared to intact mice.

DISCUSSION

Despite its well established that aortic and carotid baroreceptors have differential
relative contribution in the control of AP, HR and peripheral vascular resistance [Vatner et al.
1970, Donald and Edis 1971, Abboud et al. 1979]. To our knowledge, this is the first study to

examine the relative contribution of aortic and carotid baroreceptors on reflex HR responses
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in conscious mice. The absence of either set of baroreceptors (i.e. located in aortic arch or
carotid sinus) did not affect reflex bradycardia to phenylephrine-induced rise in AP. This
finding differs from previous observations from other species like dogs [Vatner et al. 1970],
rabbits [Guo et al. 1982] or humans [Abboud et al. 1979].

In this study, resting mean level of AP was found higher in SAD as compared to intact
mice. Previous study from our laboratory [Fazan Jr et al. 2005] did not show any difference
between resting levels of AP in SAD or intact mice. Nevertheless, that study was performed
only 24 h after surgical procedures to denervated the mice. Just and co workers [2000] nicely
demonstrated, by means of telemetric recordings of AP, that 24 after surgery, mice are not
completely recovered and its AP, HR and autonomic balance needs days to return to pre-
surgery levels. In other species, like rats [Cerutti et al. 1994] and dogs [Cowley et al. 1973],
acute SAD does not lead to increase in resting AP. The approaches used for AP
measurement, which cause different degrees of excitement; the extent of the denervation;
the time after baroreceptor deafferentation can explain this difference. SAD eliminates the
afferents from both baroreceptors and chemoreceptors of the carotid bifurcation area. So, the
AP increase produced by SAD in mice should represent the combined effect of the lack of
either inhibitory (baroreceptors) or excitatory (chemoreceptors) influences on the AP
[Franchini and Krieger 1992]. In line with other studies not only in mice [Fazan Jr et al. 2005,
Martinka et al. 2005] but also in other species HR was similar between SAD and intact mice.

Aortic or carotid baroreceptor denervation also increased AP in conscious mice. This
finding are in line with other species like rats [Krieger 1964, Krieger 1970, Fink et al. 1981,
Patel et al. 1981, Zhang and Ciriello 1985] that exhibited high levels of AP after selective
aortic or carotid baroreceptor denervation. These results indicate that both sets of
baroreceptors are equally important and that the presence of both sets is necessary to keep
AP at normal levels. Selective aortic or carotid baroreceptor denervation did not change HR.

As compared to intact, overall AP variability was markedly higher in SAD mice. The
importance of the baroreceptors reflex in buffering changes in AP is universally accepted and
an increase in AP variability is a hallmark of SAD [Cowley Jr. et al. 1973, Trapani et al. 1986,
Alper et al. 1987]. Aortic baroreceptor denervation also increased overall AP variability, while
in carotid baroreceptor denervated mice only a trend of rise in AP variability was found.
These findings suggest that both sets of baroreceptors are important in blunting AP
variations. The increase in AP variability after selective aortic or carotid baroreceptor
denervation was previously demonstrated in rats [Mauad et al. 1992].

Overall PI variability was significantly reduced by SAD. This finding is in line with
previous studies in mice [Fazan Jr. et al. 2005]. However, aortic or carotid baroreceptor
denervation did not change Pl variability, suggesting that in absence of one set of

baroreceptors, the remaining one is able to maintain Pl variability.
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The importance of the baroreflex in buffering AP variability is very well established.
Nevertheless, studies in frequency domain showed that baroreceptors effectiveness may
change depending on the frequency of the AP fluctuations [Di Rienzo et al. 1991,Cerutti et al.
1994, Jacob et al. 1995, Wagner et al. 1995, Mancia et al. 1999]. To assess the baroreflex
influence on AP variability at different frequencies in mice, we quantified systolic AP and PI
variability using spectral analysis, before and after SAD or selective aortic or carotid
baroreceptor denervation.

In intact mice, AP and PI spectra showed a predominance of LF over HF power. This
finding was previously demonstrated in mice [Uechi et al. 1998, Gehrmann et al. 2000,
Janssen et al. 2000, Just et al. 2000]. The effect of SAD was larger in LF as compared to HF
power of Pl spectra. The remarkable reduction of the LF power of Pl spectra demonstrated
the important contribution of the baroreflex in the power of slow oscillation of HR. In mice
subjected to selective baroreceptors denervation LF power of Pl spectra presented a trend to
reduction. When examined in normalized units, as well as by LF/HF ratio, the reduction of LF
caused by either SAD or partial denervation is clear. These findings suggest that both sets of
baroreceptors are important to Pl oscillations in LF band. However, selective denervation
had a smaller effect in LF power of Pl spectra, as compared to one observed in SAD mice.
SAD also decreased HF power of PI spectra, suggesting that baroreflex is also important in
modulate PI oscillations in HF band. The importance of baroreflex on HF power of PI
variability has varied considerably among studies, with reports of increases [Cerutti et al.
1994], decreases [Di Rienzo et al. 1991] or to be unchanged [Fazan Jr et al. 2005] after
SAD.

One might expect the engagement of baroreflex control of Pl at LF would buffer LF
oscillations in systolic AP, predicting that LF of systolic AP variability would increase after
SAD. In fact, SAD significantly increased LF power of AP spectra. In previous studies in rats
and cats, SAD paradoxically decreased LF power of AP spectra [Cerutti et al. 1994, Mancia
et al. 1999]. It has been proposed that a resonance phenomenon in the arterial baroreflex
loop may actually cause AP variability within the LF range [DeBoer et al. 1987, Di Rienzo et
al. 1991, Cerutti et al. 1994, Bertram et al. 1998]. The failure to observe a decrease in LF
power of AP spectra after SAD in the present study suggests that the resonance
phenomenon may not be a major contributor to LF oscillations in AP in mice. Aortic or carotid
baroreceptor denervation also increased LF power of AP variability, suggesting that both sets
of baroreceptors are equally important in modulate AP oscillations in LF band.

We observed that SAD increased HF of systolic AP spectra in mice. HF of AP spectra
has been reported to be increased in rats [Jacob et al. 1995] and unchanged in rats and cats
[Di Rienzo et al. 1991, Cerutti et al. 1994, Mancia et al. 1999] after SAD. Selective

denervation (i.e. aortic or carotid) also increased HF power of AP spectra. The finding of
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increased systolic AP variability in mice suggests that the baroreflex normally buffers these
HF fluctuations in AP. Nevertheless, sympathetic-mediated changes in vascular resistance
generally occur too slow to modulate AP at such a high frequency. In rats, the maximum
frequency of sympathetic-mediated oscillations in vascular resistance is approximately 1.0
Hz [Stauss and Kregel 1996, Stauss et al. 1997, Grisk and Stauss 2002]. The possibility that
neurovascular transmission occurs much more rapidly in mice than in larger species has not
been investigated to our knowledge.

The relative roles of the parasympathetic vs. sympathetic nervous systems in control
of HR in conscious mice remain controversial. In our study, intact control mice showed that
resting mean level of Pl was slightly, but significantly, decreased by methyl atropine and
marked increased by propranolol, indicating that both parasympathetic and sympathetic
activity tonically modulate Pl under the conditions of these experiments, with a sympathetic
predominance.

The propranolol-induced increase in Pl is comparable to that observed in previous
studies in mice [Ishii et al. 1996, Mansier et al. 1996, Rohrer et al. 1998, Uechi et al. 1998,
Gehrmann et al. 2000, Just et al. 2000]. In contrast to the consistent finding of cardiac
sympathetic tone at rest, the contribution of vagal tone to resting HR has varied considerably
among studies, with reports of minimal (<10 beats/min) [Gehrmann et al. 2000, Janssen et
al. 2000, Just et al. 2000], moderate (20—60 beats/min) [Ishii et al. 1996] and substantial (>70
beats/min) [Rohrer et al. 1998, Uechi et al. 1998, Pelat et al. 2003] HR responses to
atropine. The reasons for the variable HR responses to atropine are not clear but may
involve differences in recording conditions, genetic background, and time post surgery,
among other factors.

The increase in Pl induced by propranolol was greater in SAD, as compared to intact
mice, showing that SAD in mice leads to cardiac sympathetic overactivity. Like in SAD, aortic
or carotid baroreceptor denervation increased Pl responses to propranolol suggesting that
aortic and carotid baroreceptors are equally important in sympathetic tone regulation in mice.

Sympathetic hyperactivity has been implicated as the major determinant of increased
AP after SAD [Alexander et al. 1980, Saavedra and Krieger 1987, Franchini and Krieger
1994]. Some investigators have been shown that AP and sympathetic nerve activity are
elevated after acute SAD but chronically, sympathetic activity progressively returns to normal
levels [Barres et al. 1992, Irigoyen et al. 1995, Chandler and DiCarlo 1997]. We
demonstrated that acute SAD, as well as aortic or carotid baroreceptor denervation causes
hypertension and cardiac sympathetic overactivity. The sympathetic overactivity can explain
the high levels of AP observed 5 days after either SAD or selective baroreceptor denervation.

Nevertheless, the chronic effects of SAD were not evaluated in the present study.
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SAD and selective baroreceptor denervation completely eliminated the effects of
methyl atropine at mean PI. These findings are consistent with the hypothesis that SAD, as
well as aortic or carotid baroreceptor denervated mice present an autonomic imbalance with
sympathetic predominance. The mean I[P after methyl atropine in aortic or carotid
baroreceptor denervated mice was similar to intact mice, suggesting that aortic and carotid
baroreceptors are equally important in the control of parasympathetic tone in conscious mice.

One might expect that the decrease in parasympathetic tone and increase in
sympathetic tone after SAD or selective baroreceptor denervation would translate into an
elevated baseline HR. To the contrary, Pl was not significantly different in control and SAD
mice, as well as in aortic or carotid baroreceptor denervated mice, suggesting that SAD or
selective baroreceptor denervation decreases the intrinsic HR in mice. In fact, we showed
that Pl after double autonomic blockade was higher in SAD, as well as aortic or carotid
baroreceptor denervated mice, as compared to intact mice, showing that SAD or selective
baroreceptor denervation decreases the intrinsic HR in mice. Previous observations have
shown that SAD significantly decreases the intrinsic HR in rats [Vasquez and Krieger 1982,
Machado and Brody 1989]. Some investigators suggest that the decrease in intrinsic HR is
determined by continuous sympathetic stimulation to the heart [Tucker and Gist 1986,
Machado and Brody 1989], once SAD is a sympathetic overactivity animal model.

The present study showed that SAD, as well as partially denervated mice, were
slightly hypertensive with remarkable increased of AP variability and cardiac sympathetic
tone. Both sets of baroreceptors seem to be along important in autonomic regulation of
cardiovascular system in mice. Spectral analysis showed an important contribution of

baroreflex in the power of LF oscillations of Pl spectra.
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Figure 1. Upper panel: representative recordings of arterial pressure and heart rate
illustrating the effectiveness of surgical sinoaortic denervation (SAD) in conscious mice.
Lower panel: group data of change in mean arterial pressure elicited by phenylephrine and

reflex changes in heart rate in intact, SAD, aortic (Ao-X) and carotid (Ca-X) baroreceptor

denervated mice. * p< 0.05 compared with intact control mice.

Figure 2: Representative recordings of basal arterial pressure and beat by beat pulse

interval from one intact and one sinoaortic denervated mice.

Figure 3: Upper panel: pulse interval changes elicited by methyl atropine (vagal tone) and
propranolol (sympathetic tone) of intact, sinoaortic (SAD), aortic arch (Ao-X) and carotid

sinus-denervated (Ca-X) mice. Lower panel: Pulse interval values after blockade of cardiac
autonomic receptors from intact, SAD, Ao-X and Ca-X mice. * p< 0.05 compared with intact

control mice.
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Table 1. Group data of basal systolic arterial pressure and pulse interval as well as its
respective indexes of variability in time and frequency domain in sham operated, sino-aortic,

aortic and carotid denervated mice.

Intact SAD Ao-X Ca-X
Systolic Arterial Pressure
Mean (mmHg) 135+ 2.0 149 + 3.0* 170 + 3.0*t 168 + 4.0*F
SDNN (mmHg) 6.5+04 10.1+0.5* 8.9+0.6" 78+057
LF (mmHg?) 55+05 127 +1.7* 10.5+1.6* 11.3+1.8*
HF (mmHg?) 25+04 53+1.0" 5.7+0.9" 5.1+0.6"
Pulse Interval
Mean (ms) 105+ 2.0 106 + 3.0 98+2.0 106 + 4.0
SDNN (ms) 9.3+1.0 6.5+0.8" 75+0.9 98+15%
RMSSD (ms) 27+03 2.0+0.2" 26+0.2 29067
LF (ms?) 95+20 20+0.8" 6.2+197F 36+13
HF (ms?) 54+14 24 +£05" 41+097 3.7+17
LF (nu) 59+29 31+42" 43 +6.0" 44 +6.0*
HF (nu) 4129 69 +4.2¢ 57 +6.0* 56 + 6.0*
LF/HF 1.7+0.2 0.6+0.1* 1.1+£0.2% 1.0 £ 0.2%%

Values are means + SE. SDNN = standard deviation of successive normal values, LF = low frequency;
HF = high frequency, RMSSD = square root of the mean of the sum of the square of differences

between adjacent pulse interval, nu = normalized units, Ao-X = aortic denervated, Ca-X = carotid sinus

denervated. *p< 0.05 compared with intact control mice. T p<0.05 compared with SAD mice.
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Figure 2
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Figure 3
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