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RESUMO

A contracdo muscular estatica promove aumento da pressao arterial (PA) e da
frequéncia cardiaca (FC) por meio de um reflexo neural periférico de origem
muscular, o “reflexo pressérico ao exercicio” (RPE). Esta bem estabelecido pela
literatura que os ajustes cardiovasculares em respostas ao exercicio fisico estao
alterados em individuos hipertensos, sendo que parte dessas alteracdes sé&o
atribuidas aos mecanismos centrais — associados a desajustes no componente
autonémico simpatico — bem como a mecanismos periféricos, caracterizados por
disfuncbes endoteliais vasculares. A regido rostroventrolateral do bulbo (RVLM) € o
brago eferente principal dos neurfGnios vasomotores para manutencdo tbnica e
reflexa da PA. Evidéncias experimentais indicam a participagdo do RVLM nas
respostas de aumento de PA e FC induzidas pelo RPE. No entanto, pouco se
conhece sobre a sua participacdo neste reflexo, no que se refereaosajustes
hemodinamicos,tais como alteracdo no fluxo sanguineo (FS) e condutancia vascular
aortica (CVA) e renal (CVR), de animais normotensos e hipertensos. Obijetivo:
Investigar a participacdo central do RVLM e de mecanismos vasodilatadores
periféricos nas alteracbes hemodinamicas oriundas do RPE a partir da contracao
muscular estatica do triceps suralpela estimulacaoelétrica do nervo tibial (EENT) em
ratos WISTAR e espontaneamente hipertensos (SHR).Metodologia: Ratos Wistar
(n=10) e SHR (n=6) (250-350g) foram anestesiados e instrumentalizados para
registro de PA, FC, FSA, FSR, CVA e CVR. O tendéo do triceps sural esquerdo foi
anexado a um transdutor de forca para medir a tensdo muscular desenvolvida. O
nervo tibial foi estimulado por corrente elétrica(EENT)por 30”(s) com frequéncia de
40Hz, 0,1 ms de duracao de pulso e5x o limiar motor. O EENT foi realizado antes e
apos nanoinjecdes do acido quinurénico (KYN, 50 nL) no RVLM contralateral ao
nervo tibial estimulado. A regido da injecao foi marcada, e seu bulbo removido para
a andlise histoldgica. Em protocolo posterior, ratos SHR (SHR tratados, n=7) foram
tratados com Cloridrato de Nebivolol(NBL,10mg/kg) ou agua destilada (SHR
controle, n=5) durante 15 dias, por meio de gavagem. Em seguida eles foram
submetidos aos mesmos procedimentos experimentais do protocolo inicial, com
excecdo da nanoinjecdocentral. Os dados foram expressos em meédia +/-EPM e os
testest de Student e One-way ANOVA foram utilizados. P < 0,05. Resultados: em
WISTARs e SHRs a EENT provocou RPE com aumento de PA e FC, que foram
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reduzidas apds a nanoinjecdo de KYN no RVML. Nos WISTARs, o RPE provocou
aumento de FSA e CVA, mas apés a injecdo de KYN no RVML contralateral,
percebemos uma reducdo dessa resposta.Em SHR, diferentemente, ndo houve
alteracbes de FSA e CVA induzidas por EENT, antes e ap0s o bloqueio
glutamatérgico no RVLM . Nos animais WISTAR, o RPE produziu reducdo no FSR e
na durante a EENT. Apds o bloqueio glutamatérgico no RVLM, as respostas de FSR
e CVRnao foram alteradas. O RPE, nos SHR, ndo desencadeou reducéo de FSR ou
CVR, e observamos que KYN no RVLM néo foi capaz de modificar essas
respostas.O tratamento de 15 dias com NBL nao alterou o padréo de resposta de
CVA e CVR dos SHR. Conclusédo: As respostas de PA e FC induzidas pela EENT
foram reduzidas com o bloqueio glutamatérgico no RVLM, em WISTARs e SHRs.
Em WISTARs a EENT foi associada com vasodilatacdo adrtica e vasoconstricdo
renal. Essa resposta se difere em SHRs, onde n&o observamos altera¢cdes no FSA e
na CVA (CONTROLE ou POS-KYN).Assim, demonstramos que no RPE, as
respostas de FSA, FSR, CVA e CVR dos ratos normotensos e espontaneamente
hipertensos séo distintas, e que o RVLM contralateral a musculatura ativa desses
animais, participa nas respostas de vasodilatacao adrtica e vasoconstricdo renal em
ratos normotensos, mas néao influencia significativamente nas variagcdes de FS nos
SHR. Além disso, o tratamento de 15 dias com o doador de Oxido nitrico (NO) e Beta
bloqueador seletivo NBL também ndo foi capaz de alterar as respostas

hemodinamicas nos SHR.

Palavras-Chave: Reflexo pressérico ao exercicio, exercicio, sistema nervoso
autondmico, sistema cardiovascular.
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ABSTRACT

Static muscle contraction promotes an increase in blood pressure (BP) and heart rate
(HR) by means of a peripheral neural reflex of muscular origin, the " exercise reflex
pressure” (EPR). It is well established in the literature that cardiovascular
adjustments in responses to physical exercise are altered in hypertensive individuals,
and some of these alterations are attributed to the central mechanisms - associated
with mismatches in the autonomic sympathetic component - as well as the peripheral
mechanisms  characterized by vascular endothelial dysfunction. The
rostralventrolateral region of the medulla (RVLM) is the main efferent arm of
vasomotor neurons for tonic maintenance and BP reflex. Experimental evidence
indicates the participation of RVLM in HR and BP increase induced by EPR.
However, little is known about its participation in this reflex, regarding hemodynamic
adjustments, such as alteration in blood flow (BF) and aortic (AVC) and renal
vascular conductance (RVC), of normotensive and hypertensive animals. Objective:
investigate the central role of RVLM and peripheral vasodilator mechanisms in
hemodynamic changes resulting from EPRevocated by the static muscle contraction
of the sural triceps by tibial nerve electrical stimulation (TNES) in WISTAR and
spontaneously hypertensive rats(SHR). Methodology: Wistars (n = 10) and SHR (n =
6) (250-350g) were anesthetized and instrumented to record BP, HR, ABF, RBF,
AVC and RVC. The left sural triceps tendon was attached to a force transducer to
measure the developed muscle tension. The tibial nerve was stimulated by electrical
current for 30 s at a frequency of 40Hz, 0.1 ms pulse duration and 5x motor
threshold. The TNES was performed before and after quinurenic acid nanoinjections
(KYN, 50 nL) in the contralateral RVLM to the stimulated nerv. The injection site was
targed, and its medulla was removed for histological analysis. In a later protocol,
SHRs (treated SHR, n = 7) were treated with Nebivolol Hydrochloride (NBL, 10mg /
kg) or distilled water (control SHR, n = 5) for 15 days by gavage. They were then
submitted to the same experimental procedures as the initial protocol, except for the
central nanoinjection. Data were expressed as mean +/- SEM and Student's t-test
and One-way ANOVA tests were used. P < 0.05.RESULTS: In WISTARs and SHRs,
EPR evocated byTNES increased BP and HR, which were reduced after
KYNnanoinjection in RVML. In WISTARs, EPR caused increase in ABF and AVC,



butafter the injection in the contralateral RVLM, we noticed a reduction in this
response. In SHR, there were no changes of ABF or AVC during contractions, before
and after glutamatergic blockade. In WISTAR animals, EPR produced RBF and RVC
reduction during TNES. After the glutamatergic blockade in RVLM, however, the RBF
and RVC responses were not altered. The EPR in SHR did not trigger RBF and RVC
reduction, as well KYN in RVLM. The 15-day NBL treatment did not alter the SHRs
AVC and RVC changes. CONCLUSION: BP and HR responses induced by TNES
were reduced with glutamatergic blockade in RVLM in WISTARs and SHRs. In
WISTARs, TNES was associated with aortic vasodilation and renal vasoconstriction.
This response differs in SHRs, where we did not observe ABF and AVC changes
(CONTROL or POST-KYN). Thus, we demonstrate that in the EPR, ABF, RBF, AVC,
and RVC responses of normotensive and spontaneously hypertensive rats are
distinct, and contralateral RVLM to the active musculature of these animals,
participates in the responses of aortic vasodilation and renal vasoconstriction in
normotensive rats, but does not significantly influence BF variations in SHR. In
addition, the 15-day treatment with the nitric oxide (NO) donor and NBL selective

beta blocker was also not able to alter the hemodynamic responses in SHRs.

Key words: exercisepressurereflex, exercise, autonomicnervous system,
cardiovascular system



1. INTRODUCAO

O sistema cardiovascular € o sistema responsavel por nutrir os demais
tecidos do organismo através da corrente sanguinea, fornecendo oxigénio e
substancias essenciais ao metabolismo. O tecido sanguineo é um fluido composto
por inUmeras substancias, como 4gua, sais, nutrientes, gases, células, etc., e como
tal, obedece a leis fisicas comportamentais, que envolvem varios fatores capazes de
alterar a dinamica desse fluido (KoeppenandStanton, 2008; Joyce et.al.,2019). Sua
viscosidade, gradiente de pressédo, comprimento do vaso, dentre outros fatores séo
importantes determinantes do fluxo sanguineo (FS) e sua respectiva condutancia
vascular (CV), ou seja, “a facilidade com que o sangue flui para a circulagdo (ou leito
vascular) a uma dada diferenga de pressao” (Joyceet.al., 2019)

A partir do coracdo como bomba e o circuito de vasos e capilares como
componentes (Michelini, 2008.)o sistema cardiovascular, em conjunto com o Sistema
Nervoso (SN), esta sempre operando de forma a manter a pressao arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC) a niveis constantes, garantindo que haja sempre um aporte
de fluxo sanguineo adequado a cada tecido e sistema corporal e mantendo, assim, a
homeostase do organismo (Bauer et.al, 1989. Wanget.al, 2013.).

Durante nossas atividades diarias, o corpo humano esta sujeito a diversas
variacdes de posicdo ortostatica, movimentacbes e atividades fisicas que geram
alteracdes constantes e instantaneas de PA, podendo alterar e prejudicar o aporte
sanguineo de determinados tecidos. Porém, a regulacdo do sistema cardiovascular
advinda do sistema nervoso central (SNC) controla esse tipo de alteracdo, evitando
possiveis danos ao organismo.

Receptores sensoriais especializados (barorreceptores), presentes em
diversas partes do organismo, como paredes dos grandes vasos (artérias aorta e
carétidas), nas musculaturas lisa e cardiaca (Bauer et.al, 1989, Wang et.al, 2013.),
etc, sdo capazes de detectar as variagdes de PA que nosso organismo esta sujeito
durante o dia-a-dia. Detectando essas variacdes, 0S receptores sdo responsaveis
por sinalizar os neurbnios, e esses por sua vez, de enviar sinais em forma de
potencial de acéo para o sistema nervoso central (SNC), especificamente os nucleos
vasomotores do bulbo, mantendo-os sempre informados sobre as alteracdes

hemodindmicas que possam estar ocorrendo.
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Sinais com alta frequéncia de disparo advindos desses receptores presentes
nas paredes de grandes artérias indicam que a PA foi elevada; uma vez no bulbo
enceféalico, essas sinapses excitatérias que sinalizam um aumento de PA chegam no
Nucleo do Trato Solitario (NTS), primeiro nucleo integrativo dessas aferéncias,e sao
transmitidas para outros nucleos participantes, como a regido Caudal Ventrolateral
do Bulbo (CVLM). Essa regiéo participa da modulagéo do sistema cardiovascular por
meio de sua funcdo de Ilimitar a atividadeda regido seguinte, a regido
rostroventrolateral do bulbo (RVLM),regido bem descrita na literatura como principal
nacleo central responsavel pela regulacdo do sistema cardiovascular a partir
dagénese e manutencdo de atividade nervosa simpatica (ANS) e tono
vasomotor(Chida et.al., 1990, Chan et.al., 1991.Dickersonet.al., 1997. Chida,
et.al.,,.1998. CRAVO etal, 2003. Cravo etal, 2006. Guyenet, 2006.
Dombrowskiet.al., 2017).Essa regido proporciona um estimulo constante aos
neurdnios pré- ganglionares simpaticos, o que resulta num fluxo de estimulo
simpatico que supre as demandas hemodindmicas constantemente (Chan et.al.,
1991).

Koichi Chida e colaboradores (1998) estimularam com glutamato o RVLM de
ratos normotensos e hipertensos e verificaram que em ambos houve aumento da
atividade nervosa simpatica renal (ANSR), observando pelo menor fluxo sanguineo
nas artérias renais, o que significa que houve um aumento da vasoconstricédo local.

Uma vez limitada, o RVLMdiminui o tono simpéatico para coracédo e vasos,
propiciando uma diminuicdo da resisténcia periférica e contratilidade cardiaca; o que
resulta numa diminuicdo de PA (Barman et.al, 1989. Cravo et.al., 2006. Michelini,
2008.). Concomitantemente, existe, a partir do NTS, a transmissao de sinais para
uma importante regido na manutencédo da atividade nervosa parassimpéatica(ANPS),
o Nucleo Ambiguos, que aumentando as sinapses colinérgicas (Acetilcolina) para a
musculatura cardiaca, reduz a frequéncia de disparos do nodo sinusal, reduzindo
assim a frequéncia cardiaca (FC) (Michelini, 2008).

Da mesma forma, quando ha uma queda na PA, ha a diminuicdo da
frequéncia de disparos que chegam ao NTS, o que ocasiona uma diminuicdo da
inibicdo do CVLM sobre o RVLM, propiciando assim um aumento do tono simpatico
para vasos e coracdo, aumentando resisténcia vascular periférica e contratilidade

cardiaca, restaurando assim 0s niveis pressoricos reduzidos.



Durante uma situacdo de exercicio fisico, entretanto, a dindmica de valores
pressoricos e demandas metabdlicas teciduais € alterada, sendo uma condigdo que
modifica a conformacdo homeostatica do organismo. Durante ele, a regulacdo do
sistema cardiovascular é alterada pelo rapido aumento da necessidade de aporte
sanguineo nos tecidos musculares ativos.Os ajustes no sistema cardiovascular em
respostas ao exercicio fisico ocorrem pela acdo concomitante de alguns
mecanismos fisiolégicos, e a sua principal funcdo € garantir um maior fluxo
sanguineo aos tecidos musculares ativos. Essas manobras fisiolégicas séo reunidas
pela literatura em trés principais fatores: (Fig.1):1) o fator oriundo do SNC,
denominado Comando Central (CC), 2)aos fatores locais que compdem o chamado
Reflexo Pressérico ao Exercicio (RPE) e 3) a dessensibilizacaobarorreflexa
(“reseting do barorreceptor”) (Wilson et.al., 1997. Koba et.al, 2007. Cui et.al., 2011.
Wang et.al., 2014. Fadel, 2015.Spranger et.al., 2015.). Michelini et.al, 2015. Mizuno
et.al., 2016. Liang et.al., 2016. . Downey et.al., 2017)

O CC é composto por sinais enviados simultaneamente (“feedfoward”) aos
centros autonémicos cardiovasculares, como o RVLM e o Nucleo Paraventricular do
hipotalamo (PVN) (Michelini et.al., 2015) pelos centros geradores de movimento,
presentes a partir do cortex motor e areas motoras subcorticais(como a formagao
reticular), desde o inicio do comportamento motor. (Wilson et.al., 1997. Wanget.al,
2013. Fadel, 2015). Assim, a ativacdo concomitante dos centros vasomotores
juntamente a dos centros superiores de geracdo de movimento promove ajustes
cardiorrespiratérios e hemodinamicos que preparam o organismo para a atividade

fisica que se inicia. (Lianget.al., 2016)
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Figura 1: Componentes promotores dos reajustes cardiovasculares durante o exercicio fisico. A:
Comando central, a partir dos nicleos centrais geradores do movimento. B: informacdes oriundas do
Barorreflexo, a partir dos receptores presentes no seio carotideo e adrtico. C:
receptoresmuscularesresponsaveispelo RPE. Figuraadaptada. (Heart and Circulatory Physiology-
American Journal of Physiology)

Ja o RPE é caracterizados por um aumento da pressao arterial e taquicardia,
associado pela ativacdo de receptores localizados no proprio musculo ativo (Fadel,
2015. Koba et.al, 2007. Michelini et.al.,2015.). Esses receptores podem detectar
tanto estiramento da fibra muscular, durante o exercicio fisico (mecanorreceptores),
guanto responderem quimicamente ao acumulo de metabdlitos oriundo do
metabolismo local (metaborreceptores) (Brum et.al., 2000. Cui et.al., 2006. Gallagher
et.al., 2006.Koba et.al, 2007. Fadel, 2015.).



Os mecanorreceptores sao terminacdes de fibras constituidas por neurénios
aferentes do grupo lll (tipo Ad), que sdo mielinizadas e respondem a mudancas de
pressdo ou estiramento. (Wang et.al, 2013. Fadel, 2015). Ja os metaborreceptores
constituem fibras desmielinizadas do tipo IV (tipo C), metabolicamente sensiveis,
que respondem a liberacdo de metabdlitos como Didxido de carbono (CO,), &cido
lactico, potassio, adenosina trifosfato (ATP), adenosina, acido araquidénico, fosfato
diprotonado, prostaglandinas e ions hidrogénio (Cuiet al., 2011. Wang et al., 2013.
Fadel, 2015) Esses moduladores metabodlicos proporcionam uma vasodilatacdo
local, que tem como consequéncia um aumento do fluxo sanguineo para a regido
ativa. Essa vasodilatacdo local € obtida parte pela liberacdo de substancias
vasodilatadoras, como CO; e éxido nitrico (NO), quanto pela atenuacdo da ANS nos
vasos dos musculos ativos, denominada “simpatdlise funcional” (Fadel, 2015.)

Apesar da ANS se manter relativamente elevada durante o exercicio fisico, a
vasoconstricdo é atenuada nos mdasculos ativos, devido a essa simpatolise
funcional.A atuacdo dos metabdlitos oriundos do esforco muscular é importante
também para promover uma diminuicdo da reatividade vascular dos vasos
sanguineos da musculatura ativa a adrenalina circulante (menor ativacdo do
receptor a-adrenérgico- receptores que sao ativados pela adrenalina e agonistas,
liberada por terminacfes nervosas simpaticas), o que causa a diminuicdo do efeito
vasoconstritor durante a ativacdo simpética do leito muscular durante o exercicio
(Mitchel, 2015)

Os receptores que compdem a via que resulta no chamado RPE fazem sua
primeira sinapse no corno dorsal da medula espinal, e a partir dai levam suas
informac@es aferentes ao tronco cerebral, nos nucleos vasomotores bulbares (Koba
et.al, 2007. Fadel, 2015.), ascendendo primeiramente ao NTS. A partir dele, os
sinais oriundos dos recptores musculares também sdo transmitidos aos demais
ndcleos responsaveis pela regulacdo cardiovascular, como CVLM e RVLM.

Durante a situacdo de exercicio fisico, ha a necessidade de haver uma
elevacdo da PA e FC concomitante a intensidade do exercicio, ndo devendo ser 0s
valores retomados aos homeostaticos por meio da atuacdo e controle dos
barorreceptores arteriais, de forma a garantir alto suprimento sanguineo aos tecidos
musculares esqueléticos ativos. Existe entdo uma redefinicdo da sensibilidade do

mecanismo de barorreflexo (Bauer et.al., 1989.Joyner, 2006.), diminuindo essa
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sensibilidade conforme aumenta a intensidade do exercicio. Para ser possivel obter-
se a diminuicdo da sensibilidade barorreflexa durante o exercicio fisico, alguns
estudos trazem como principal motivo a ativacao conjunta de projecfes neuronais no
NTS, originadas dos baro, mecano e metaborreceptores, que inibe parcialmente a
ativacdo de neurdnios de segunda ordem no NTS(Michelini et.al, 2015. Potts, 2001),
trazendo também o papel do NTS e suas sinapses inibitérias gabaérgicas (que
utiizam o &cido Gama Aminobutirico- GABA) na inativacdo das areas
simpatoexcitatorias durante o exercicio fisico mais intenso (Potts, 2001).

Mesmo sendo essencial para manter os valores presséricos a niveis
homeostéaticos e satisfatorios, a ANS, entretanto, quando em excesso, € um dos
principais fatores para o desenvolvimento da hipertensao arterial (Chan et.al., 1991.
Dombrowski et.al., 2017.). Chan e colaboradores (1991) mensuraram os disparos de
atividade simpatica dentro do RVLM em ratos anestesiados, normotensos e
espontaneamente hipertensos. Eles verificaram uma alta taxa de disparo
espontaneo de descarga Unica em ratos hipertensos, 0 que desencadearia um
aumento de ANS nesses animais.

Além do fato dos individios hipertensos muitas vezes terem como origem
uma hiperatividade simpatica em repouso, durante o exercicio fisico agudo eles
estdo submetidos a uma resposta exacerbada de aumento de pressdo arterial
(Potts, 2001. Leal et.al., 2013. Mizuno et.al., 2015. Smith et.al., 2015.Mizuno et.al.,
2016. Liang et.al.,, 2016. Dombrowski et.al., 2017.Downeyet.al., 2017.). Liang e
colaboradores (2016) estimularam eletricamente a regido locomotora mesencefalica
de ratos (1,7 a 2,0 mm lateral, 0,3 a 0,8 mm anterior e 3,5 a 4,5 mm de profundidade
da juncao superficial do coliculo superior e inferior), observando que em resposta a
iSso, ratos espontaneamente hipertensos tinham respostas muito maiores de PA e
ANS do que nos ratos normotensos.

Muitos autores atribuem a maior responsabilidade dessahiperreatividade a
uma disfuncdo no sistema barorreflexo, indicando que os barorreceptores estédo
menos sensiveis as mudangas pressoricas nos individuos hipertensos(Joyner, 2006.
Mizuno et.al,, 2015).Alguns autores trazem como principal motivo dessa
dessensibilizacdo do sistema de barorreflexo (Laterza et.al., 2008.), a deficiéncia de
conduzir informacdes ao NTS; porém, outros mecanismos participantes sao citados,

como por exemplo a hiperreacdo do mecanorreflexo muscular(Mizuno et.al., 2008.



Leal et.al., 2013.) ou mesmo uma reduc¢do na sintese de NO dentro do NTS, o que
leva a um aumento no fluxo simpéatico no exercicio e também no repouso(Smith
et.al., 2015).

Disfuncdes em mecanismos periféricos do sistema cardiovascular tambéem
sdo alvo de discussdo em carregarem boa parte da culpa na desregulacdo nos
ajustes hemodinamicos, em individuos hipertensos. Autores trazem a disfuncéo
vascular endotelial na sintese de agentes vasodilatadores, como NO (Wang et.al.,
2010; Wang, Zhang, Liu,2010. Smith et.al.,, 2015) como um fator dificultador da
retomada dos valores de PA aos valores basais, pela pressao das paredes do vaso,
durante e ap0s o exercicio fisico.

O NO é uma molécula que pode ser agente em diversos processos
fisiolégicos do organismo. Sua forma endotelial, eNO, atual principalmente na funcéo
de vasorrelaxamento, através da atuacdo do calcio, e também em funcdes
vasoprotetivas (como regulagdo de processos pro-inflamatorios, etc) (Viteceket.al.,
2012). A hipertensédo arterial acarreta estresse de cisalhamento na parece dos
vasos, além da presenca de citocinas, horménios (como a Angiotensina), dentre
outros, que propiciam o acarretamento das disfuncdes endoteliais (Parfenov et.al.,
2019). Essas disfuncdes resultam num déficit de producdo da forma ativa de NO, o
que resulta na dificuldade da atuacdo no controle do tono vascular, e
consequentemente a vasodilatacéo (Viteceket.al., 2012).

Para mimetizar os efeitos do exercicio fisico agudo e suas implicacdes de
aumento de ANS e RPE, muitos autores realizaram procedimentos experimentais
promovendo a contragcdo muscular de membros posteriores de animais, o
estiramento do tenddo, ou mesmo ativacdo central dos nucleos que compde o
circuito de CC no exercicio.Koba e colaboradores(2007) ativaram o reflexo muscular
em ratos realizando tanto contracdo muscular por estimulacdo elétrica, quanto
estiramento do tendao, e perceberam que ha aumento de PAM e FC, além de um
maior aumento da ANS renal (ANSR). Smith e colaboradores (2001) estimularam
eletricamente raiz ventral de ratos anestesiados ou descerebrados e também o
nervo tibial, induzindo a contragdo muscular estatica; bem como, promoveram
alongamento passivo, e encontraram o aumento da PA e FC, como resposta ao

RPE. Essa resposta foi confirmada pela infusdo de um bloqueador neuromuscular



ou transeccao das raizes nervosas ventrais, seguido da réplica do procedimento, ja
gue néo trouxe o aumento dos parametros cardiovasculares citados.

Nessa mesma linha de estudo, encontramos diversos autores que
compararam o efeito do RPE, se utilizando de metodologias parecidas (estimulacéo
elétrica do nervo, raiz nervosa ou musculo), entre ratos normotensos e hipertensos,
se respaldando em estudos anteriores que mostram uma hiperreatividade em
individuos hipertensos quando em situacdo de exercicio fisico.Leal e
colaboradores(2008) a partir do estiramento passivo de membros inferiores’
constataram que a ativagao seletiva das fibras tipo Ill (mecanorreflexo) provocou o
aumento exacerbado de PAM e FC em ratos hipertensos, comparados a
normotensos, além dessa resposta também se manter destacada na ativacdo de
fiboras metabolicamente sensiveis (acionadas pela administracdo da substancia
quimica capsaicina). Mizuno et.al.(2011)estimularam eletricamente a raiz ventral de
ratos descerebrados, normotensos e hipertensos, e constataram a reposta simpéatica
ao estimulo de contracdo muscular acentuada na hipertensédo arterial, trazendo
como ponto de discussédo esse grande aumento de ANS como mediador do RPE
nessa doenca, enfatizando evidéncias de que os mecanorreceptores do musculo
esquelético teriam papel crucial nessa resposta exacerbada.

O RPE, portanto, constituido pelo mecano e metaborreflexo, participa da
promocao de respostas que alteram a oferta sanguinea aos tecidos, aumentando a
CV e consequentemente a perfusdo em tecidos mais ativos metabolicamente em
detrimento de tecidos menos ativos, como o tecido muscular esquelético em
estresse e a musculatura visceral, respectivamente. Por mais que haja bastante
evidéncia na literatura acerca dos ajustes cardiovasculares frente ao RPE em termos
de aumento de PA, FC, débito cardiaco (DC) e ANS, pouco se sabe sobre os
mecanismos controladores dos reajustes hemodindmicos do fluxo sanguineo
regional e as respectivas regides do SNC responsaveis por promové-los, a partir da
integracdo das informacdes aferentes dos receptores musculares.

Considerando o RVLM como importante regido na integracao e resposta ao
RPE e na génese da atividade simpatica, nossa primeirahipétese foi que a
neurotransmissaoglutamatérgica no RVLM participariam dos ajustes hemodinamicos
nos leitos aédrtico e renal durante o RPE, induzido pela contragdo muscular estética

(CME). A partir das evidéncias na literatura de respostas pressoricas alteradas no



RPE nos individuos hipertensos, buscamos verificar a participagdo do RVLM nos
ajustes hemodinadmicos induzidos pela CME também em ratos espontaneamente
hipertensos, observando se esses diferem do padrdo de resposta observado nos
animais normotensos, uma vez que essa patologia pode prejudicar a simpatolise
funcional e possivelmente desencadear disfungcdes endoteliais nos vasos

sanguineos, dificultando as variagfes de CV.

2- OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
o Investigar a participagéo central do RVLM e de mecanismos vasodilatadores
periféricos nas alteracdes hemodinamicas oriundas da contragdo muscular estatica

do triceps sural a partir da estimulacéo elétrica do nervo tibial (EENT) em ratos

WISTAR e espontaneamente hipertensos (SHR)

2.2 Objetivosespecificos

o Avaliar as alteracdes de PAM e FC durante a CME induzida por estimulacdo
elétrica no nervo Tibial (EENT) esquerdo de ratos WISTAR e SHR
o Avaliar as alteracdes de fluxo sanguineo e condutancia vascular no leito

aortico durante a CME induzida por EENT esquerdo de ratos WISTAR e SHR

o Avaliar as alteracdes de fluxo sanguineo e condutancia vascular no leito renal
durante a CME induzida por EENT esquerdo de ratos WISTAR e SHR

o Investigar o efeito da neurotransmissaoglutamatérgica, com acido quinurénico
(KYN), na regidao rostroventrolateral do bulbo (RVLM) contralateral ao nervo
estimulado sobre as alteracdes de fluxo sanguineo e condutéancia vascular aértica e
renal durante a CME induzida por EENT esquerdo de ratos WISTAR e SHR.

] Investigar as possiveis alteragbes de respostas hemodindmicas em ratos

hipertensos a partir de mecanismos de vasodilatagcéo local, pela agao do Nebivolol,

um farmaco doador de NO.
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3-METODOLOGIA

Para os procedimentos experimentais, foram utilizados ratos adultos das
linhagens Wistar (normotensos) e SHR (espontaneamente hipertensos), pesando
entre 250 e 3509, entre 8 e 13 semanas. Os animais foram cedidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Goias, a partir do entdo aprovado protocolo pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFG numero 033/18.

Os animais foram mantidos em caixas coletivas, obedecendo o limite de 5
animais por caixa, em condicbes de agua e racdo de livre acesso, além da

temperatura ambiente controlada (22-24°C).

3.1 Procedimentos Cirargicos Preparatorios

Os animais foram induzidos a anestesia por meio de uma mistura gasosa de
Oxigénio e Isoflurano a 2%. A partir disso, foram submetidos acateterizacéo da veia
jugular direita e artéria carétida externa direita com canulas de polietileno PE-50, a
fim de administracdo de anestésico intra-venoso (Tiopental, 40mg/kg) e mensuragao
de pressao arterial pulsatil (PAP) e FC, respectivamente.

Também foi realizado o procedimento de traqueostomia nos animais, a fim
de diminuir a resisténcia das vias aéreas superiores. Durante toda a preparacéo e
procedimentos experimentais, a temperatura dos animais foi mantida entre 36 e 37°,
por meio de um sistema de aquecimento através de uma lampada infravermelho
acoplada a um termostato digital e um termémetro, que era introduzido no reto do

animal.

3.2 Procedimentos Preparatorios para a realizacdo das Nanoinjecdes

Apbs a preparacgéo inicial, os animais foram fixados em decubito ventral em
aparelho esteriotaxico. A musculatura da nuca foi rebatida e o 0sso occipital
removido, a fim de posteriormente serem realizadas as nanoinje¢bes de KYN e
Corante Azul de Evans. ApOs a transecccdo da membrana duramater, houve a
exposicdo do calamusscriptorius, que foi utilizado como referéncia das coordenadas

da regido que se queria injetar, 0 RVLM.
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Micropipetas de vidro (0,6mm de didametro interno), acopladas a um sistema
de pressdo a partir de gas nitrogénio (PICOSPRITZER IlI) foram posicionadas a
2,6mm rostral, 2,0mm lateral e 2,6mm ventral ao
calamusscriptorius(Paxinos,Watson, 1986), e por meio de deslocamento do menisco
formado pelo encontro do liquido com o ar dentro da pipeta, controlou-se o volume
de droga e corante injetado na regido (aproximadamente 50nL), a partir de uma

lente graduada de microscopio cirdrgico.

3.3 Procedimentos Preparatorios para a Mensuracao de FSA e FSR

Foram realizadas incisdes retroperitoneais e 0 dorso do animal foi exposto. A
porcdo abdominal da artéria aorta foi dissecada, assim como a artéria renal
esquerda, a fim do posicionamento de sondas miniaturizadas (PROBES) para
mensuracdo de FSA e FSR, e a partir disso, CVA e CVR. Gel de condutancia foi
utilizado nesse processo, a fim de facilitar a aquisicdo de informacdes pelo sistema
de obtencédo de dados (PowerLab System; ADInstruments, Colorado Springs, CO,
EUA).

3.4 Procedimentos Preparatérios para a Estimulacédo do Nervo Tibial

Com o joelho esquerdo de cada rato bem fixado por meio de um clamp
acoplado ao esteriotaxico, os animais tiveram sua musculatura da porcao triceps
sural (TS) do membro esquerdo exposta, e 0 seu nervo tibial (NT) cuidadosamente
dissecado. O tendao do TS foi amarrado a uma linha, que foi atada em sua outra
extremidade num tensor de forca MLT1030/D (ADinstruments, Australia),
devidamente calibrado. O osso calcaneo esquerdo dos animais foi deslocado e
seccionado. Consideramos um pré-estiramento basal entre 50 e 100g de tenséo.

O NT dissecado foi cuidadosamente apoiado num eletrodo bipolar, ligado a
um sistema de eletroestimulacdo (Estimulador AVS-1M-1C). Durante todo esse
procedimento preparatério e durante o procedimento experimental, a partir do
momento da exposicdo do musculo TS e dissecacdo do NT, havia o constante
cuidado de embeber essas estruturas em 0leo mineral (temperatura ambiente) a fim

de preservacao contra o ressecamento.
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3.5- Procedimento Experimental e Registros

Durante toda a preparacdo e experimento, a partir do momento da
cateterizacdo da artéria carétida e veia julgular, foi registrada a PAP e FC dos
animais, os dados de PAP foram obtidos a partir da conexdo do cateter a um
transdutor de pressdo (MLT0699, ADInstruments, Bella Vista, Australia) ligado a um
amplificador (Bridge Amp, ETH-250, ADInstruments, Bella Vista, Australia). A partir
disso, os dados obtidos foram convertidos em dados digitais pelo conversor
analdgico digital PowerLab (8/35, ML845, ADInstruments, Bella Vista, Australia). A
PAM foi calculada a partir da formula 1/3 da pressdo maxima e 2/3 da minina, do
valor de PAP (LabChart 7 v7.3.7; ADInstruments, 10 Bella Vista, Australia), enquanto
a FC foi calculada a partir do sinal da PAP (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments,
Bella Vista, Australia).

Para mensuracdo dos FSA e FSR, miniaturas de sondas (Transonic
Systems, Inc., Ithaca, NY, EUA) foram alocadas ao redor das porcdes dissecadas
das artérias aorta abdominal e renal esquerda. A transmissdo por meio do processo
de ultrassom conectado a um sistema de aquisicdo e analise de dados (PowerLab
System; ADInstruments, Colorado Springs, CO, EUA). Permitiu mensurar os valores
absolutos de fluxo sanguineo (ml/min). Os valores de CVR e CVA foram calculados
pela razdo entre o FSR e a PAM e entre 0 FSA e a PAM, respectivamente.Osvalores
e as variagbes de fluxo e condutancia foram obtidos a partir dos célculos
demonstrados na tabela a seguir.
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CVR CVR= FSR/PAM

CVA CVA= FSA/PAM

Variagéo (A%) de FSR A%FSR=FSR final-FSR basal/FSR
basal*100

Variagéo (A%) de FSA A%FSA=FSA final-FSA basal/FSA
basa*100

Variagéo (A%) de CVR A%CVR= CVR final-CVR basal/CVR
basal*100

Variagéo (A%) de CVA A%CVA= CVA final-CVA basal/CVA
basal*100

Tabela 1: Resumo das formulas utilizadas para obtencé@o dos valores de CVR, CVA, A% FSR, A%
FSA, A% CVR E A% CVA.

As contracbes musculares estaticas (CME) foram obtidas através da
estimulacdo elétrica do NT. A partir de valores fixos de 40Hz de frequéncia e 0,1ms
de tempo de duracédo de pulso, foram testados valores minimos de intensidade de
corrente para cada animal, observando assim o primeiro valor onde ocorre uma
resposta do musculo TS e tomando esse como o limiar motor (LM) do animal. Foram
considerados 0s animais que apresentaram esse entre 40 e 50 uA. A partir disso,
esse valor foi multiplicado por 5, e entdo obtivemos o valor a ser considerado para
realizarmos as contracfes experimentais em cada animal, com duracao de 30s.

A primeira estimulagdo experimental foi realizada, e durante esse tempo
analisava-se as mudancas hemodinamicas ocorridas desde o periodo basal até uma
média de tempo de 5min. Nesse periodo, os valores de PAP, PAM, FC, FSA, FSR,
CVA e CVR retornavam a valores proximos aos valores basais. ApOs essa
estimulacdo denominada CONTROLE, 50 nL de KYN (50mM) foram injetados no
RVLM contralateral ao membro estimulado do animal, seguido do tempo de 5 a 10
min a fim das variaveis se estabilizarem novamente, e entdo uma nova estimulacéo
(POS-KYN) no NT foi realizada, com a mesma intensidade da anterior.

Finalizando o procedimento experimental, o corante Azul de Evans 2% foi
injetado no mesmo sitio da injecdo de KYN, em volume similar. Esse procedimento
permitiu as analises histolégicas para confirmacdo da regido bloqueada pelo Acido

Quinurénico, e as possiveis areas afetadas.
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3.6 Tratamento com Nebivolol

Ratos da linhagem SHR (n=7) foram tratados por 15 dias, por meio de
protocolo de gavagem, com uma solucao de 10mg/kg de Cloridrato de Nebivolol (um
bloqueador dos receptores (B1- adrenérgicos e doador de NO), enquanto alguns
animais (n=5) receberam o mesmo tratamento de gavagem com agua destilada.
Apébs o periodo de tratamento,determinado por ser um periodo suficiente que nao
alteraria a PA basal desses animais, os animais foram submetidos aos mesmos
procedimentos de preparacdo experimental, mensuracédo de FS e CV e estimulagéo

elétrica do nervo tibial (EENT), exceto a nanoinjecdo de KYN no RVLM.

3.7 Histologia

Ao final dos procedimentos experimentais, 0s animais ainda anestesiados
foram perfundidos via transcardiaca com salina 0,9% (100ml), e em seguida
aproximadamente 200ml de Formaldeido 10%. O encéfalo foi retirado em mantido
em solucao fixadora de Formaldeido 10% por até uma semana.

Os bulbos foram congelados e, com auxilio de um microtomo de
congelamento, foram seccionados em cortes coronais de 40um de espessura. Os
cortes entdo foram corados pela técnica de vermelho neutro a 1%, montados em
laminas de vidro, e apds completamente secos, analisados em microscopio Optico
(Leica DM500, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) acoplado a um sistema de
aguisicdo de imagens digital (LeicaApplicationSuite, V.3.10, Leica Microsystems,

Wetzlar, Alemanha).
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Figura 2: Marcacéo de Azul de Evans 2% em corte coronal bulbar de 40um de espessura. Coloragéo
pela técnica de vermelho neutro. A seta indica o centro da inje¢éo, a regido RVLM..Aumento:1.1.

3.8 Andlises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utlizando o software
GraphPadPrism (v 6.01; GraphPad Software, Inc. San Diego, California, USA). Os
dados foram expressos na forma de média * erro padrdo da média.

Para comparar o grupo de normotensos antes e POS-KYN e hipertensos
antes e POS-KYN, foi utilizado teste t de student pareado, entre as variaveis A PAM,
AFC, A%FSA, A%FSR, A%CVA e A%CVR, bem como os valores de integral (total
da area sob a curva).

Para comparar os animais: SHR tratados com Nebivolol/SHR tratados com
Agua destilada/ Wistars, foi utilizado Anova 1-way, para as variaveis, A PAM, AFC,
A%FSA, A%FSR, A%CVA e A%CVR, bem como os valores de integral (total da area
sob a curva) a cada 1s durante a estimulacao do nervo tibial (30s), sendo o nivel de

significancia estabelecido como p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1- Alteracdes hemodinamicas evocadas pelo RPE pela EENT dos ratos WISTAR

Valores basais dos ratos WISTAR antes e depois o bloqueio com Acido
Quinurénico.

Os valores basais que se encontravam os animais WISTAR antes das
estimulacées CONTROLE e das POS-KYN estéo representados na Tabela 2, sendo
descritos por médiatEPM. Esses valores demonstram que ndo houve alteracfes
significativas dos valores basais das variaveis, apos a injecao unilateral de KYN no
RVLM direito, partindo de valores semelhantes as variacbes ocorridas na CME
CONTROLE e POS-KYN.

WISTAR controle WISTAR POS-KYN
(médiatEPM) (médiazEPM)
n=7a9 n=7a9

PAM (mmHQ) 1065 107+6

FC (bpm) 403+10 416+12

FSA (mL/min) 7,0+0,87 6,6%£1,0

FSR (mL/min) 3,0+0,72 2,56+0,5

CVA (mL/mmHg*min) 0,062+0,010 0,06%0,010

CVR (mL/mmHg*min) 0,034+0,010 0,026+0,004

Tabela 2: Valores basais dos animais WISTAR antes do inicio das EENT, antes e apés o bloqueio do
RVLM contralateral. Esses valores estdo representados em média+tEPM do grupo, sendo o n do
grupo variavel de 7 a 9. Teste t de student, ndo houve diferencas.

A figura a seguir € o tragado tipico do registro de um animal representativo do
grupo dos WISTARSs, antes e depois da nanoinjecao de KYN, sendo a barra inferior
representativa dos 30" de CME pela EENT. Constata-se o aumento de PAP, PAM, a
TM gerada, aumento de FC, reducédo de FSR, aumento de FSA, reducdo de CVR e
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aumento de CVA. No tracado a direita, vemos a reducdo das alteracdes de PAP,
PAM, FC, FSA, CVR e CVA.

WISTAR
CONTROLE POS-KYN
Eg -
E; o

FC
{bpm)
g

35

FSA FSR
{mL/min) {mL/min)

CVR
{mLS
i

B

CVA
{mLs
mmHg
*min) ,

30s (EENT) 30s (EENT)

Figura 3: Tragado tipico representativo de animal WISTAR do registro das variaveis em condicdes
basais, durante a EENT e apds a estimulacdo. Presséo arterial pulsatil (PAP), Presséo arterial média
(PAM), Tensdo muscular (TM), Frequéncia Cardiaca (FC), Fluxo sanguineo Renal (FSR), Fluxo
sanguineo Adrtico (FSA), Condutancia Vascular renal (CVR) e Condutancia Vascular Aértica (CVA). A
barra inferior representa os 30s de CME pela EENT. O termo CONTROLE é referente a antes da
injecdo de KYN, e o POS-KYN, posteriormente a ela.
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Respostas de TM dos ratos WISTAR durante a EENT antes e apds o
bloqueio do RVLM com Acido Quinurénico.

Este protocolo experimental resultou na contragcdo muscular do triceps sural
esquerdo dos animais, devido a EENT, nervo responsavel por levar aferéncias
motoras a esse grupamento muscular. A tensédo gerada pela contracdo muscular
estatica foi demonstrada na Figura 4, sendo expressa em gramas (g). Assim que se
inicia a EENT, o mdusculo, pré-estirado, realiza uma contracdo, chegando
imediatamente ao seu pico de resposta (g). No decorrer dos 30” de estimulacgao, a
tensdo muscular gerada diminui alguns gramas gradativamente, devido a fadiga
muscular gerada (Fig 4A). Como podemos demonstrar, a variagado (pico) de TM
gerada foi semelhante na situacdo controle e na situacdo POS-KYN (Fig 4B), ou
seja, demonstrando que ndo ha alteracdo no padrédo de resposta de CME apos o
blogueio do RVLM com o Acido Quinurénico, situagdo também semelhante na
tenséo total gerada no decorrer do tempo (Fig 4C). A figura 4 traz a resposta de TM
nos 30" de EENT, seguido pelo pico de valores desenvolvidos e pelo gréafico de Area

sob a curva.
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Figura 4:MédiatEPM das variagdes de (A) TM em ratos WISTAR ao longo dos 30" de CME devido a
EENT (ATens&o), (B) maximo de TM desenvolvida (Tensdo) e (C) Area sob a curva da TM
desenvolvida ao longo dos 30” (fA Tens&o). Antes (controle) e apos (POS-KYN) o bloqueio do RVLM
direito com Acido Quinurénico..

Respostas de PAM e FC dos ratos WISTAR durante a EENT antes e
apos o bloqueio do RVLM com Acido Quinurénico

Em Wistars, a EENT ocasionou uma resposta fisiologica de aumento na
PAM e FC devido a contragdo da musculatura do triceps sural, cujo padréo ja € bem
descrito na literatura como resultado do RPE. Entretanto, nem todos 0s animais

apresentaram esse padrao de resposta hipertensora e taquicardica, tendo 30% da
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populacdo utilizada apresentado o comportamento oposto. Nesse trabalho, foi
critério de inclusdo os dados dos animais que tiveram resposta correspondente a da
literatura, que correspondeu a maioria deles.

No grafico A da figura 5, podemos observar esse padrdo de resposta na
PAM durante os 30” de estimulagdo e o gradativo retorno a valores basais durante
os 30” seguintes. O grafico B da Figura 5 mostra a variagdo maxima (pico) de PAM
desenvolvida durante esses 30" de EENT, e o grafico C representa o valor total de
variagcao de PAM durante os 30”.

Apo6s o bloqueio do RVLM, é observado nos graficos a reducdo dessas
respostas. Nos graficos da figura 6, também podemos observar aumento da FC: A)
durante os 30" de estimulacido e o retorno aos valores basais nos 30’apds a
finalizacdo da EENT (curva); B) a variacdo maxima (pico) de FC desenvolvida
durante esses 30” de EENT, e C) o valor total de variagdo de FC durante os 30”.
Ap6s o bloqueio do RVLM, é observada nos graficos uma reducdo dessas

respostas.
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Figura 5:MédiaztEPM das variagbes de PAM em ratos WISTAR. A) Curva representativa de
comportamento ao longo dos 30” de CME devido a EENT (APAM), B) pico maximo de PAM atingido
(APAM) e C) Area sob a curva da variagdo de PAM desenvolvida ao longo dos 30” (fA PAM). Antes
(controle) e apds (POS-KYN) o bloqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico. * difere do controle.
p<0,05.
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Figura 6: MédiatEPM das variacdes de FC em ratos WISTAR.A) Curva representativa de
comportamento ao longo dos 30" de CME devido @ EENT (AFC), B)pico maximo de FC atingido
(AFC) e C) Area sob a curva da variagdo de FC desenvolvida ao longo dos 30” (fA FC). Antes
(controle) e apds (POS-KYN) o bloqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico. * difere do controle.
p<0,05.

Respostas de FSA e CVA nos ratos WISTAR durante a EENT antes e
ap6s o bloqueio do RVLM com Acido Quinurénico.

No mesmo protocolo experimental que mensurou as variaveis ja descritas,
também foram registradas as variacdes de FSA e CVA durante a CME devido a
EENT. Esses valores seriam correspondentes a quantidade sanguinea que esta
sendo redirecionada para os membros posteriores do animal, mais precisamente a
musculatura estimulada.

A figura 7 traz os graficos referentes ao padréo de resposta dos ratos Wistar

durante a CME em relacdo ao FSA, antes (controle) e apds o bloqueio do RVLM
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contralateral (POS-KYN). No gréafico A da figura 7, podemos observar um aumento
de resposta no FSA durante os 30" de estimulagdo e o gradativo retorno a valores
basais durante os 30” seguintes.

O grafico B da Figura 7 mostra, na curva em funcdo do tempo, a variacédo
maxima (pico) percentual de FSA desenvolvida durante esses 30" de EENT, e o
grafico C representa o valor total de variagado percentual de FSA durante os 307
ApoOs o bloqueio do RVLM, é observada a reducdo da resposta de aumento
percentual (p<0,05) e uma tendéncia a reducéo da area sob a curva (7C).

Da mesma forma, ocorre um aumento da CVA durante o periodo da EENT,
sendo essa resposta atenuada apés a nanoinjecdo de KYN no RVLM. Nos gréficos
da figura 8, também podemos observar o padrdo de resposta de aumento da CVA:
A) durante os 30” de estimulagdo, na curva em fungao do tempo, e o retorno aos
valores basais nos 30"apds a finalizagdo da EENT; B) a variagdo maxima (pico)
percentual de CVA desenvolvida durante esses 30" de EENT, e C) o valor total de
variacdo percentual de CVA durante os 30”. Apds o bloqueio do RVLM, é observada

nos graficos uma reducao dessas respostas.
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Figura 7: MédiatEPM das variaces de FSA em ratos WISTAR. A) Curva representativa de comportamento
ao longo dos 30” de CME devido a EENT (AFSA), B) pico maximo de variagdo% de FSA atingido (AFSA) e
C) Area sob a curva da variagdo de FSA desenvolvida ao longo dos 30” (fA FSA). Antes (controle) e apds
(POS- KYN) o blogqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico. * difere do controle. p<0,05.
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Figura 8: Média + EPM das variagBes de A) CVA em ratos WISTAR. Curva representativa de
comportamento ao longo dos 30” de CME devido a EENT (ACVA), B) pico maximo de variagcdo % de
CVA atingido (ACVA) e C) Area sob a curva da variagdo de CVA desenvolvida ao longo dos 30” (fA
CVA). Antes (controle) e apés (POS-KYN) o bloqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico. *
difere do controle. p<0,05.

Respostas de FSR e CVR nos ratos WISTAR durante a EENT antes e
ap6s o bloqueio do RVLM com Acido Quinurénico

Diferentemente do padrdao comportamental do leito aortico durante a CME, a
resposta de FSR e CVR durante a EENT foi de reducdo dessas variaveis
hemodindmicas durante o tempo de estimulagao.

A figura 9 traz os graficos referentes ao padréao de resposta dos ratos Wistar

durante a CME em relacdo ao FSR, antes (controle) e apds o bloqueio do RVLM
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contralateral (POS-KYN). No grafico A da figura 9, podemos observar uma
diminuicdo de resposta no FSR durante os 30” de estimulag&o e o gradativo retorno
a valores basais durante os 30" seguintes. O grafico B, da Figura 9, mostra a
variacdo maxima (pico) percentual de FSR desenvolvida durante esses 30" de
EENT, e o gréfico C representa o valor total de variagdo percentual de FSR durante
os 30”.

Apoés o bloqueio do RVLM, ndo € observado nos graficos alteracbes na
resposta de diminuicéo percentual (p<0,05). Da mesma forma da estimulagcéo basal,
ocorre diminui¢cdo de CVR durante o periodo da EENT POS-KYN. Nos gréaficos da
figura 10, podemos observar o padrdo de resposta de diminuicdo da CVR: A)
durante os 30” de estimulagdo, na curva em funcdo do tempo, e o retorno aos
valores basais nos 30”apés a finalizagdo da EENT; B) a variagdo maxima (pico)
percentual de CVR desenvolvida durante esses 30" de EENT, e C) o valor total de
variagdo percentual de CVR durante os 30". Apds o bloqueio do RVLM, ndo séo

observadas alteracdes nessas respostas.

4.2 Transeccéao de nervo Tibial para verificacdo de aferéncias musculares

Para verificacdo que as alteracdes hemodinamicas durante a estimulacéo do
NT eram exclusivamente (ou ao menos em sua maior parte) oriundas das
informacOes de metaborreceptores e mecanorreceptores, na contragdo muscular
(Joyner, 2006. Laterza et.al., 2008), ap6s os procedimentos de EENT sem a injecao
de KYN, alguns animais WISTAR tiveram o nervo tibial seccionado em sua por¢ao
distal, e apos isso, foi realizada uma nova EENT nos mesmos parametros da ultima
estimulacdo. (Fig. 11). Foi verificada que uma vez abolida a CME, ndo houve

alteracdo das variaveis verificadas.
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Figura 9: Média + EPM das variagbes de FSR em ratos WISTAR. A) Curva representativa de
comportamento ao longo dos 30” de CME devido a EENT (AFSR), B) pico maximo de variagdo% de
FSR atingido (AFSA) e C) Area sob a curva da variagdo de FSR desenvolvida ao longo dos 30” (fA
FSR). Antes (controle) e apos (POS-KYN) o bloqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico.
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Figura 10: MédiatEPM das variagBes de CVR em ratos WISTAR. A) Curva representativa de
comportamento ao longo dos 30” de CME devido a EENT (ACVR), B) pico maximo de variagdo % de
CVR atingido (ACVR) e C) Area sob a curva da variagdo de CVR desenvolvida ao longo dos 30” (fA
CVR). Antes (controle) e apds (POS-KYN) o bloqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico..
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Figura 11: Tragado tipico representativo de animal WISTAR do registro das variaveis em condi¢des
basais, durante a EENT, e apds a transeccdo do nervo tibial. Pressao arterial pulsatil (PAP), Pressao
arterial média (PAM), Tensdo muscular (TM), Frequéncia Cardiaca (FC), Fluxo sanguineo Renal
(FSR), Fluxo sanguineo Adrtico (FSA), Condutancia Vascular renal (CVR) e Condutancia Vascular
Adrtica (CVA). A barra inferior representa os 30s de CME pela EENT.
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4.2 Alteracbes hemodinamicas evocadas pelo RPE pela EENT dos ratos SHR

Valores basais dos SHR antes e depois o bloqueio com Acido
Quinurénico.

Os valores basais que se encontravam os animais antes das estimulagdes
CONTROLE e das POS-KYN estdo representados na Tabela 2, sendo descritos por
médiatEPM. Esses valores demonstram que ndo houve alteracdes significativas dos
valores basais das variaveis, apos a injecdo de KYN no RVLM direito, partindo de

valores semelhantes as variagdes ocorridas na CME CONTROLE e POS-KYN.

SHR controle | SHR POS-KYN (médiatEPM)
(médiatEPM)
n=6
n=6
PAM (mmHg) 144+7 14546
FC (bpm) 360+13 369+15
FSA (mL/min) 6,3+0,98 6,54+1,0
FSR (mL/min) 1,82+0,41 1,71+0,28
CVA (mL/mmHg*min) | 0,05+0,010 0,05+0,010
CVR (mL/mmHg*min) 0,012+0,003 0,012+0,002

Tabela 3: Valores basais dos animais SHR antes do inicio das EENT, antes e apds o bloqueio do
RVLM contralateral. Esses valores estéo representados em médiatEPM do grupo, Teste t de student,
nao houve diferencas

A figura a seguir é o tragado tipico do registro de um animal representativo do
grupo dos SHRs, antes e depois da nanoinjecdo de KYN, sendo a barra inferior
representativa dos 30" de CME pela EENT. Constata-se o aumento de PAP, PAM, a
TM gerada, aumento de FC, e reducdo de CVR. No tracado a direita, vemos a

reducao das alteracdes de PAP, PAM, e FC.
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Figura 12: Tracado tipico representativo de animal SHR do registro das varidveis em condi¢gfes
basais, durante a EENT, e ap0s a estimulagdo. Presséo arterial pulsétil (PAP), Presséo arterial média
(PAM), Tensdo muscular (TM), Frequéncia Cardiaca (FC), Fluxo sanguineo Renal (FSR), Fluxo
sanguineo Adrtico (FSA), Condutancia Vascular renal (CVR) e Condutancia Vascular Aértica (CVA). A
barra inferior representa os 30s de CME pela EENT. O termo controle é referente a antes da injecao
de KYN, e 0 POS-KYN, posteriormente a ela.

Respostas de TM dos ratos SHR durante a EENT antes e ap0s o
bloqueio do RVLM com Acido Quinurénico

Este protocolo experimental resultou na contragcdo muscular do triceps sural
esquerdo dos animais, devido a EENT, nervo responsavel por levar aferéncias
motoras a esse grupamento muscular. A tensdo gerada pela contracdo muscular
estética foi demonstrada na Figura 13, sendo expressa em gramas (g).

Assim que se inicia a EENT, o mudsculo, pré- estirado, realiza uma
contracdo, chegando imediatamente ao seu pico de resposta (g). No decorrer dos
30" de estimulacdo, a tensdo muscular gerada diminui alguns gramas

gradativamente, devido a fadiga muscular gerada (Fig. 12A).
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Figura 13: MédiatEPM das A) variacbes de TM em ratos SHR ao longo dos 30" de CME devido a
EENT (ATensao), B) maximo de TM desenvolvida (Tensdo) e C) Area sob a curva da TM
desenvolvida ao longo dos 30” (fA Tensao). Antes (controle) e apés (POS-KYN) o blogueio do RVLM

direito com Acido Quinurénico.
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Como podemos demonstrar, a variagao (pico) de TM gerada foi semelhante
na situacgéo controle e na situagdo POS-KYN (Fig. 13B), ou seja, demonstrando que
nao ha alteracdo no padrao de resposta de CME apds o bloqueio do RVLM com o
Acido Quinurénico, situacdo também semelhante na tenséo total gerada no decorrer
do tempo (Fig 13 C). A figura 13 traz a resposta de TM nos 30” de EENT, seguido

pelo pico de valores desenvolvidos e pelo gréafico de Area sob a curva.

Respostas de PAM e FC dos ratos SHR durante a EENT antes e ap6s o
bloqueio do RVLM com Acido Quinurénico

Em SHRs, a EENT ocasionou uma resposta fisiol6gica de aumento na PAM
e FC devido a contracdo da musculatura do triceps sural.

No grafico A da figura 14, podemos observar esse padrdo de resposta na
PAM durante os 30" de estimulagdo e o gradativo retorno a valores basais durante
os 30” seqguintes. O grafico B da Figura 14 mostra a variagdo maxima (pico) de PAM
desenvolvida durante esses 30” de EENT, e o grafico C representa o valor total de
variacdo de PAM durante os 30”. Apds o bloqueio do RVLM, é observado nos
graficos a reducdo dessas respostas. Nos graficos da figura 15, também podemos
observar o padrao de resposta de aumento da FC: A) durante os 30” de estimulagao
e o retorno aos valores basais nos 30”apos a finalizacdo da EENT; B) a variacéo
maxima (pico) de FC desenvolvida durante esses 30" de EENT, e C) o valor total de
variagcado de FC durante os 30”. Apds o bloqueio do RVLM, é observada nos graficos

uma reducdo dessas respostas.
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Figura 14: Média + EPM das variacbes de PAM em ratos SHR. A) Curva representativa de
comportamento ao longo dos 30” de CME devido a EENT (APAM), B) pico maximo de PAM atingido
(APAM) e C) Area sob a curva da variagdo de PAM desenvolvida ao longo dos 30” (fA PAM). Antes
(controle) e apdés (POS-KYN) o blogueio do RVLM direito com Acido Quinurénico. * difere do
controle. p<0,05.
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Figura 15: Média + EPM das variagbes de FC em ratos SHR. A) Curva representativa de
comportamento ao longo dos 30" de CME devido a EENT (AFC), B) pico maximo de FC atingido
(AFC) e C) Area sob a curva da variagdo de FC desenvolvida ao longo dos 30” (fA FC). Antes
(controle) e apos (POS-KYN) o bloqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico. * diferedo
controle. p<0,05.

Respostas de FSA e CVA nos ratos SHR durante a EENT antes e apés o
bloqueio do RVLM com Acido Quinurénico

No mesmo protocolo experimental que mensurou as variaveis ja descritas,
também foram registradas as variacdes de FSA e CVA durante a CME devido a

EENT. Esses valores seriam correspondentes a quantidade sanguinea que esta

sendo redirecionada para os membros posteriores do animal, mais precisamente a
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musculatura estimulada. A figura 16 traz os graficos referentes ao padrdo de
resposta dos ratos SHR durante a CME em relacdo ao FSA, antes (controle) e apos
o bloqueio do RVLM contralateral (POS-KYN).

Nos graficos A da figura 16, podemos observar que ndo houve alteracao de
FSA durante a EENT. O grafico B da Figura 16 mostra a variagdo maxima (pico)
percentual de FSA desenvolvida durante esses 30” de EENT, e o grafico C
representa o valor total de variacdo percentual de FSA durante os 30”. Apds o
bloqueio do RVLM, ndo observamos variacées do padrao de resposta.

Observamos também que ndo ocorrem modificacbes da CVA durante o
periodo da EENT, sendo essa resposta mantida apds a nanoinjecdo de KYN no
RVLM. Nos gréficos da figura 17, também podemos observar o padrdo de resposta
da CVA: A) durante os 30" de estimulagdo e seu comportamento nos 30”apds a
finalizacdo da EENT; B) a variacdo maxima (pico) percentual de CVA desenvolvida
durante esses 30" de EENT, e C) o valor total de variagdo percentual de CVA
durante os 30”. Apds o blogueio do RVLM, ndo sdo observados nos graficos

alteracdes dessas respostas.
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Figura 16: MédiatEPM das variacdbes de FSA em ratos SHR. A) Curva representativa de
comportamento ao longo dos 30" de CME devido & EENT (AFSA), B) pico maximo de variagdo% de
FSA atingido (AFSA) e C) Area sob a curva da variacdo de FSA desenvolvida ao longo dos 30” (fA
FSA). Antes (controle) e apds (POS-KYN) o bloqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico.
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Figura 17: MédiatEPM das variacdes de CVA em ratos SHR.A) Curva representativa de comportamento
ao longo dos 30” de CME devido a EENT (ACVA), B) pico maximo de variagdo % de CVA atingido
(ACVA) e C) Area sob a curva da variagdo de CVA desenvolvida ao longo dos 30" (fA CVA). Antes
(controle) e ap6s (POS-KYN) o bloqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico.
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Respostas de FSR e CVR nos ratos SHR durante a EENT antes e apds o
bloqueio do RVLM com Acido Quinurénico

Diferentemente do padrdo comportamental do leito adrtico durante a CME, a
resposta de FSR e CVR durante a EENT foi de reducdo dessas variaveis
hemodinamicas durante o tempo de estimulagao.

A figura 18 traz os graficos referentes ao padrédo de resposta dos ratos SHR
durante a CME em relacdo ao FSR, antes (controle) e ap6s o bloqueio do RVLM
contralateral (POS-KYN). No grafico A da figura 18, podemos observar uma
diminuicdo de resposta no FSR durante os 30" de estimulagdo e o seu
comportamento durante os 30” seguintes.

O grafico B da Figura 18 mostra a variacdo maxima (pico) percentual de
FSR desenvolvida durante esses 30” de EENT, e o grafico C representa o valor total
de variacdo percentual de FSR durante os 30". Apds o bloqueio do RVLM, néo foi
observado nos graficos alteracdes na resposta de diminuicdo percentual. Da mesma
forma, ocorre diminuicdo de CVR durante o periodo da EENT.

Nos graficos da figura 19, podemos observar o padrédo de resposta de
diminuicdo da CVR: A) durante os 30” de estimulacdo e o retorno aos valores basais
nos 30"apds a finalizagdo da EENT; B) a variagdo maxima (pico) percentual de CVR
desenvolvida durante esses 30” de EENT, e C) o valor total de variacdo percentual
de CVR durante os 30”.

ApGs o bloqueio do RVLM, ndo sédo observadas alteragdes nas respostas de
pico e diminuicdo percentual, porém observa-se a diminuicdo da resposta de Area

sob a curva (19C).

4.3 Transsecc¢ao de nervo para verificacdo de aferéncias

Para verificacdo que as alteracdes hemodinamicas durante a estimulacéo do
NT eram exclusivamente oriundas da contracdo muscular (Joyner, 2006. Laterza
et.al., 2008), mais precisamente, dos mecanorreceptores.

Apés os procedimentos de EENT sem a injecdo de KYN, alguns animais
SHR tiveram o nervo tibial seccionado em sua porgcdo distal, e ap0Os isso, foi

realizada uma nova EENT nos mesmos parametros da ultima estimulacdo. (FIG. 20)
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Figura 18: Média + EPM das variacdes de FSR em ratos SHR. A) Curva representativa de
comportamento ao longo dos 30” de CME devido & EENT (AFSR), B) pico maximo de variacao% de
FSR atingido (AFSA) e C) Area sob a curva da variagdo de FSR desenvolvida ao longo dos 30” (fA
FSR). Antes (controle) e apds (POS-KYN) o bloqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico.
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Figura 19: MédiatEPM das variacdes de CVR em ratos SHR. A) Curva representativa de
comportamento ao longo dos 30" de CME devido a EENT (ACVR) B),pico maximo de variagao % de
CVR atingido (ACVR) e C) Area sob a curva da variagdo de CVR desenvolvida ao longo dos 30” (fA
CVR). Antes (controle) e apés (POS-KYN) o bloqueio do RVLM direito com Acido Quinurénico. *
difere do controle. p<0,05.
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Figura 20: Tracado tipico representativo de animal SHR do registro das varidveis em condi¢des
basais, durante a EENT, e ap0s a transec¢éo do nervo tibial. Pressao arterial pulsatil (PAP), Presséo
arterial média (PAM), Tensdo muscular (TM), Frequéncia Cardiaca (FC), Fluxo sanguineo Renal
(FSR), Fluxo sanguineo Adrtico (FSA), Condutancia Vascular renal (CVR) e Condutancia Vascular
Adrtica (CVA). A barra inferior representa os 30s de CME pela EENT.

4.4 Padréo de respostas hemodinamicas de Animais WISTAR, SHR e SHR tratados
com Cloridrato de Nebivolol por 15 dias

A seguir, a tabela com valores basais dos animais WISTAR (n=12), SHR
controle (n=5), e SHR tratados com Cloridrato de Nebivolol a 10mg/kg (SHR NBL).
Em seguida, o tracado tipico do animal representativo de cada grupo (WISTAR, SHR
e SHR NBL), seguido de sua figura representativa ponto a ponto em 60’ de CVR e
CVA.
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WISTAR SHR SHR NBL
(média+EPM) CONTROLE (média+EPM)
n=13 (médiazEPM) n=7
n=>5
PAM 10645 128+4 130+2*
(mmHg)
FC (bpm) 403+10 353+11 319+8*#
FSA 7,0+0,87 3,9+0,38 2,43+0,38*#
(mL/min)
FSR 3,0+0,72 2,27+0,45 2,22+0,32
(mL/min)
CVA 0,062+0,01 0,030,003 0,018+0,003*#
(mL/mmHg*min)
CVR 0,034+0,01 0,017+0,002 0,017+0,002
(mL/mmHg*min)

Tabela 4: Valores basais dos animais WISTAR, SHR CONTROLE E SHR NBL antes do inicio da
EENT. Esses valores estdo representados em média + EPM do grupo. * é diferente de WISTAR, e #
diferente de SHR CONTROLE.
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Figura 21: Tracado tipico representativo de animal WISTAR no registro das variaveis em condi¢des
basais, durante a EENT.

A figura 21 é composta pelo tracado tipico de animal representativo do grupo
WISTAR, demonstrando as variaveis PAP, PAM, TM, FC, FSR, FSA, CVR, CVA. A
barra inferior representa os 30s de CME pela EENT.E a esquerda, temos a resposta
ponto a ponto da variagdo de CVR e CVA em escala maior, representando a area
hachurada os 30" de EENT seguidos de mais 30”. Podemos perceber que ha
reducdo da CVR e aumento da CVA.
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Figura 22: Tracado tipico representativo de animal SHR CONTROLE no registro das variaveis em
condicdes basais, durante a EENT.

A figura 22 é composta pelo tracado tipico de animal representativo do grupo
SHR CONTROLE, demonstrando as variaveis PAP, PAM, TM, FC, FSR, FSA, CVR,
CVA. A barra inferior representa os 30s de CME pela EENT. A esquerda na figura,
temos a resposta ponto a ponto da variagdo de CVR e CVA em escala maior,
representando a area hachurada os 30” de EENT seguidos de mais 30”. Ha reducao

na CVR, mas ndo ha aumento de CVA.
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Figura 23: Tracado tipico representativo de animal SHR NBL no registro das variaveis em condi¢des
basais, durante a EENT.

A figura 23 é composta pelo tracado tipico de animal representativo do grupo
SHR CONTROLE, demonstrando as variaveis PAP, PAM, TM, FC, FSR, FSA, CVR,
CVA. A barra inferior representa os 30s de CME pela EENT.E a esquerda na figura,
temos a resposta ponto a ponto da variagdo de CVR e CVA em escala maior,
representando a area hachurada os 30” de EENT seguidos de mais 30”. Ha reducao
na CVR, porém o aumento da resposta de CVA s6 € percebido tardiamente.

A seqguir, as figuras representam um comparativo entre 0Ss grupos
observados. As figuras 24 A, B,e C representam Tensao desenvolvida, pico maximo

gerado e funcéo de Area sob a Curva.
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Figura 24. MédiatEPM das varia¢des de Tenséo desenvolvida nos grupos. A) Tenséo gerada (g) ao
longo dos 30” de CME devido a EENT; B), pico maximo de variagcao de Tenséo (g) e C) Area sob a

curva da variagio de

tensao desenvolvida ao longo dos 30”.

As figuras 25 A e B representam as diferencas de pico de PAM (A) por cada

grupo, e a soma em 60’ das variagdes de PAM. As C e D representam a variacao de

pico de FC entre

os grupos Wistar, SHR e NBL, e a soma total em 60’ de analise,

incluindo os 30” de EENT com 30” de recuperagéo.
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EENT mais 30” de recuperacéo; C) Variagdo de FC maxima ao longo dos 30" de CME devido a

EENT; D) soma da variacdo de FC nos 30” de EENT mais 30” de recuperacéo. * diferente, p<0,05
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J& a figura 26 traz a média e EPM dos grupos nos parametros: A) variacao
percentual maxima de FSA; B) soma total da variagdo de FSA em 60’; C) variagéo
percentual maxima de CVA; D) soma total da variacdo de CVA em 60’. Da mesma
forma, na figura 27 observamos variacao percentual maxima de FSR; B) soma total
da variagdo de FSR em 60’; C) variagdo percentual maxima de CVR; D) soma total

da variacdo de CVR em 60’.
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Figura 26: Média + EPM das variacbes de FSA e CVA desenvolvidas nos grupos. A) Variacdo
percentual de FSA maxima ao longo dos 30” de CME devido a EENT; B) soma da variagdo percentual
de FSA nos 30" de EENT mais 30” de recuperacgédo; C) Variacdo percentual de CVA maxima ao longo
dos 30” de CME devido a EENT; D) soma da variacdo percentual de CVA nos 30” de EENT mais 30” de
recuperacao. * diferente, p<0,05
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Figura 27: Média + EPM das variagbes de FSR e CVR desenvolvidas nos grupos. A)
Variagado percentual de FSR maxima ao longo dos 30” de CME devido a EENT; B) soma da variacao
percentual de FSR nos 30" de EENT mais 30" de recuperacdo; C) Variacdo percentual de CVR
maxima ao longo dos 30” de CME devido a EENT; D) soma da variagdo percentual de CVR nos 30”

ftde EENT mais 30” de recuperacéo.
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5- DISCUSSAO

5.1 Ratos normotensos- WISTARS

Sendo j& bem descrito na literatura 0 RPE em protocolos similares a essa
pesquisa, em termos de aumento de PAM e FC desencadeados pelas aferéncias de
receptores musculares, os principais achados desse estudo foi a caracterizacdo do
padrdao comportamental do FSA e FSR e respectivas condutancias dos animais
durante a CME ocasionada pela EENT de 30", no padrdo de estimulagao elétrica
adotado nesse protocolo.

Mesmo com 0s animais anestesiados, foi possivel verificar as respostas
pressoéricas e taquicardicas, assim como em trabalhos onde ndo se fez uso de
anestésicos (Smith et.al., 2001. Harms et.al., 2016;), confirmando um padrdo ja
seguido na literatura. Além disso, nossos resultados trazem dados interessantes
sobre as alteracfes de condutancia durante a CME e um tempo ap0s a estimulacéo,
em condi¢Bes basais (controle) e apos o bloqueio da regido RVLM.

O RVLM é bastante descrito na literatura por sua importancia na génese e
manutencdo da ANS e controle vasomotor. Durante uma situagéo de exercicio fisico,
na presente pesquisa simulada por uma contragdo muscular, mesmo que oriunda da
estimulacdo elétrica de aferéncias do nervo tibial (responsavel pela inervacdo do
grupo muscular em CME), mecanorreceptores e metaborreceptores estdao atuando
em resposta do encurtamento das fibras musculares (CME) e da geracdo de
substancias oriundas do metabolismo local, respectivamente.

Essas respostas provenientes do mecano e metaborreflexo irdo seguir por
via aferente, fazendo uma sinapse na CIL sendo levadas até o tronco encefélico,
onde essa via nervosa se decussa; entrando pela via do Nucleo do Trato Solitario
(NTS), sendo projetada para areas de controle cardiovascular, como o RVLM (Ally,
1998. Ally et.al., 2011. Ally, 1998)

Depois de obtermos a resposta congruente ao RPE na PAM e FC, o
bloqueio dos receptores ionotropicosglutamatérgicos na regido contralateral do
RVLM, com a injecdo do KYN, desencadeou uma diminuicdo dessa resposta
hipertensiva e taquicardica. Grande parte das sinapses excitatdrias nas regiées de

regulacdo cardiovascular no SNC € devido ao neurotransmissor Glutamato
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(Perkinset.al., 1982. Wang et.al., 2017; Langner et.al, 2017), e a inativacdo desses
receptores diminuiu - mas néo aboliu- a resposta ao RPE.

Isso pode ser devido ao fato de mesmo sendo o RVLM um importante
ndcleo para desencadear aumento de ANS, PAM e FC, ele ndo € o Unico nucleo
central envolvido nesse circuito. Portanto, quanto aos animais normotensos,
obtivemos uma reducao do RPE, provavelmente oriunda da redugcéo da ANS gerada
no RVLM.

As respostas a CME pela EENT nos ratos Normotensos séo de aumento de
FSA e CVA adrtica, durante e imediatamente apos a estimulacéo. Devido a questdes
metodoldgicas, ndo foi possivel mensurar exatamente leitos vasculares mais
especificos da musculatura estimulada (como artéria iliaca, por exemplo).
Entretanto, o leito adrtico propicia a nocdo do fluxo sanguineo que estad sendo
aumentado (redirecionado) para os membros traseiros durante a CME. Esse
aumento de FSA e CVA pode ser atribuido a contragdo das fibras locais, sinalizada
pelas fibras nervosas tipo Ill (mecanorreceptores) e, de forma mais tardia, também
pode ser corroborado por metabdlitos produzidos pelo estresse local, como CO; e
ON.

Como nos traz Secher et.al.(2011), o aumento do FS para os membros
exercitados é ocasionado principalmente pela trabalho muscular elevado na regiao,
pelo disturbio metabdlico e o detrimento do fluxo sanguineo para outras regides,
como musculos esqueléticos ndo exercitados e fluxo sangiiineo abdominal. Yardley
e Hilton. (1987) estimularam eletricamente a regido hipotalamica de ratos associada
a reacdes de defesa e obtiveram vasodilatacdo nos musculos esqueléticos. Cravo
et.al. (2003) cita a capacidade do tronco encefélico de identificar a fonte de
estimulacdo estressante e fazer uma reducao seletiva do tono vasomotor simpético
para essa area, propiciando o maior FS, e em compensac¢do , o0 aumento da ANS (e
consequente vasoconstricdo) para as demais areas, balanceando o fluxo sanguineo
total. Eles afirmam que essa vasodilatacdo se deve a uma combinacao da reducéo
do tébnus vasomotor simpatico e a ativacdo dos receptores 2-adrenérgicos pelas
catecolaminas liberadas no estagio tardio da estimulacdo. Possas et.al.(2001) cita
experimentos (cujos dados nao foram mostrados) que a vasodilatagéo induzida pela
estimulacdo do nervo cidtico ndo foi afetada pela administracdo sistémica de

propranolol (bloqueador B adrenérgico) sugerindo que a ativagao dos receptores 32


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Secher%20NH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22125307
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ndo é essencial para a resposta vasodilatadora, e que isso seja em grande parte
devido a retirada do tdbnus vasoconstritor simpatico.

Apb6s o bloqueio com o Acido Quinurénico, a resposta de FSA e CVA
durante a contracdo € reduzida, o que nos leva a associacdo com a ANS menos
reduzida nesse leito durante a estimulagdo, ou seja, uma ANS maior do que na
contracdo em condi¢des basais (controle). Mesmo com a necessidade do aumento
do aporte sanguineo para a regido, o bloqueio unilateral do RVLM desencadeia uma
resposta de diminuicdo de vasodilatacdo. Além do RVLM ser um dos nucleos
importantes para a génese de ANS, podemos sugerir que ele e suas projecoes
estejam envolvidos na capacidade do tronco encefélico de fazer uma vasoconstricdo
ou vasodilatacdo seletiva, a partir da fonte de atividade, como ja nos trouxe Cravo
et.al. (2003). Uma vez que se féssemos partir apenas da premissa de controle de
ANS, com o RVLM blogueado, a ANS estaria diminuida, e portanto, o tono
vasomotor simpatico da artéria aorta se reduziria, aumentando mais ainda a CVA,
somado aos fatores locais da contracdo muscular que proporcionam a vasodilatacao
tecidual. Ou entédo, pelo simples fato de se diminuir a ANS, diminui-se também a
PAM, FC e débito cardiaco (DC), o que corresponde a menos sangue ciculante por
quantidade de tempo, o que também explicaria a diminuicdo de FSA e CVA apés o
bloqueio do RVLM.

Em relacdo ao FSR e CVR, podemos observar a diminuicdo dos valores
durante a CME pela EENT, e essa diminuicdo ndo é alterada ap6s o bloqueio do
RVLM contralateral. Existem algumas hip6teses que explicariam a diminuicdo de
CVR e FSR durante a situacdo de contracdo por estimulacédo elétrica. A primeira
delas é o fato de, como citado anteriormente, a redistribuicdo de fluxo sanguineo
ocorrer de forma que a perfusdo sanguinea seja eficiente nos tecidos em estresse,
ou seja, a musculatura contraida, ocorrendo assim o desvio do fluxo sanguineo de
musculaturas ndo exercitadas ou da regido abdominal/visceral, de forma a equilibrar
o débito cardiaco.Outra hip6tese bem aceitavel é o fato de, durante a CME, haver o
aumento da ANS diretamente para os rins, 0 que aumentaria a vasoconstricao renal,
diminuindo assim o fluxo sanguineo e consequentemente condutanca. Além disso,
ndo podemos descartar a funcdo de autorregulacdo miogénica renal, funcéo

protetiva que promove ajustes vasoconstritivos quando a PA esta elevada ou
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apresentando flutuagbes (Loutzenhiser R, et.al.,2007. Fan F et.al., 2017. Burke M
et.al., 2013)

O fato da condutancia nédo ser alterada apos a nanoinjecdo de KYN no
RVLM nos remete a pensar nos outros tipos de conexdes neurais com 0s rins, como
por exemplo a que vem diretamente do Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (PVN)
(Haselton, 2016).

O PVN é uma importante regido integrativa das funcdes que regulam a ANS
e atividade cardiovascular. Ele recebe informacdes de barorreceptores e
quimiorreceptores e se projeta para regibes como o RVLM e Coluna Intermédio
Lateral (CIL) (Toney et.al, 2010; Xu et.al.,2015). Trabalhos trazem o PVN como uma
importante area de controle de ANS basal dos rins, com uma projecdo aferente
direta. Haselton et.al.(2016) aafirma que o PVN é uma importante regido
controladora do mecanismo de vasopressao renal. Toney et.al.(2010) afirma, em seu
trabalho sobre descricdo das vias do PVN, que as populagbes neuronais deste
nacleo tém funcdes relacionadas a geracdo e modulacdo barorreflexa do ténus
vasomotor simpatico renal.. Logo, a resposta a ativacdo simpatica seria uma
ativacdo neuronal do PVN, que também ativariam a resposta simpética renal de
vasoconstricdo. Possivemelmente, ao bloquear o RVLM, a resposta simpética geral
estaria diminuida, porém ndo a que advém diretamente do PVN, jA que o RVLM
recebe projecdes do PVN (Koba et.al., 2018).

Logo, a vasoconstricdo renal se manteve. E o fato dos animais desse
experimento estarem com seu encéfalo conservado, e ndo descerebrados, nos

possibilita hipotetizar essas conexdes existentes nesse modelo.

5.2- Ratos hipertensos-SHRs

Diversos estudos na literatura trazem resultados sobre o RPE em individuos
hipertensos, e na maioria deles, em humanos ou animais, os resultados nos
mostram uma resposta exacerbada de PAM e FC durante a pratica de um exercicio
fisico, ou contracdo muscular esquelética.

Segundo Mitchell (2017), a hiperreatividade dos individuos hipertensos se da
por dois principais fatores: um mecanorreflexo e metaborreflexo exacerbados e a

simpatolise funcional danificada. Simpatélise funcional corresponde a acentuada
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reducdo da vasoconstricdo na musculatura esquelética exercitada, facilitando a
perfusdo sanguinea durante a situacdo de exercicio

Smith et.al. (2006) pioneiramente mostrou, atravées de contracdes
musculares em ratos pela estimulacdo da raiz ventral, que o RPE em ratos
hipertensos realmente estava aumentado, e independentemente do aumento da
ANS, pois em um grupo experimental ele promoveu denervacdo carotidea e
bloqueio ganglionar, ou seja, ndo houve aferéncias de barorreceptores nem do SNC
nas respostas exacerbadas de PAM e FC. Wang et.al. (2010) também nos mostrou
um RPE aumentado em ratos com insuficiéncia cardiaca, em relacdo aos ratos
normotensos, e atribuiu isso principalmente a maior neurotransmissaoglutamatérgica
na CIL. Liang et.al. (2016) promoveram a estimulacdo elétrica da regido locomotora
mesencefalica de ratos normotensos (locomocao ficticia) e hipertensos, e mesmo
com denervagéo aortica, os ratos SHR obtiveram uma resposta mais exacerbada de
pardmetros cardiovasculares do que os ratos normotensos. Vongpatanasin e
colaboradores (2011) realizaram a mensuracdo da ANS em individuos humanos
acordados, hipertensos, e chegaram em conclusdes semelhantes.

Nossos resultados nédo trazem um RPE exacerbado nos SHR, em
comparacdo aos parametros e valores trazidos por outros trabalhos da érea.
Algumas peculiaridades metodolégicas podem ter contribuido para os resultados
encontrados. Smith et.al. (2006) e diversos outros trabalhos (Mizuno et.al., 2015;
Downey et.al., 2017; Mizuno et.al., 2016) utilizaram ratos e procedimentos de
contracdo semelhante a esse protocolo, entretanto ndo utilizaram procedimentos
anestésicos, e sim o0 método de descerebracdo (a fim de excluir as terminacdes de
dor no talamo dos animais). Além disso, alguns trabalhos trazem a estimulagéo
realizada direto na raiz ventral, e ndo no nervo tibial (nervo misto).

Esses fatores podem ter corroborado com a néo ocorréncia de uma resposta
exacerbada nos ratos hipertensos. Mesmo assim, foi observada uma diminui¢édo
bastante notavel na variacdo de PAM antes e apo6s o bloqueio do RVLM com o KYN,
e uma tendéncia a também haver essa diminuicdo na resposta taquicardica, o que
possivelmente é algo explicado pela mesma via dos ratos normotensos: uma
diminuicdo da ANS durante a CME pela EENT.

Nos ratos SHR, ndo observamos diferencas no FSR e CVR durante a CME

pela EENT. Apos o bloqueio, também n&o observamos diferenga de fluxo ou
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condutancia na artéria renal, fato que também pode ser interpretado devido a outras
vias de ativacdo nervosa simpatica que independem do RVLM. E possivel também
gue tenha havido alteracdes no controle da ANS dos animais hipertensos devido ao
estado anestesiado, da mesma forma que ndo houve uma exacerbacdo de
resultados pressoricos e taquicardicos.

As respostas de fluxo sanguineo e condutancia vascular aértica em SHR
ndo sao conclusivas. Durante a EENT, existe uma tendéncia a aumento de FSA,
apesar dos resultados ndo demonstrarem diferenca estatistica. A CVA se mantém,
provavelmente pelo fato da PAM se elevar juntamente ao FSA no momento da
estimulacdo. Apés a inativacdo do RVLM direito, o padréo de resposta de FSA e
CVA se mantém proximo aos valores basais, ndo demonstrando alteracoes.

Um dos motivos que podem ter corroborado para a manutencdo dos valores
do fluxo e condutdncia, apesar do RPE estar sendo evocado, seria por
particularidades teciduais dos individuos hipertensos, como disfun¢des endoteliais
na producdo de agentes vasodilatadores, como o NO (Smith et.al., 2015. Berenviova
et.al.2018).

O NO é uma importante e potente substancia vasodilatadora, presente no
endotélio da musculatura lisa dos vasos, entre outros locais (Wang et.al.,2011.
Wang et.al., 2015). Na hipertensdo essencial ou neurogénica, observa-se disfuncdes
endoteliais, envolvendo a sintese de NO, entre outras, além da alteracdo de outros
mecanismos fisiol6gicos, como da simpatélise funcional. Nossa hipétese foi que
esses dois principais fatores estariam dificultando o relaxamento adrtico que
proporciona o aumento de FS nos membros, no RPE. Pensando nisso, realizamos
entdo o tratamento de 2 semanas com SHRs com o farmaco Cloridrato de Nebivolol,

um Beta-bloqueador de 32 classe que auxilia na disponibilizacdo de ON endotelial.

5.3 Tratamento de Ratos hipertensos-SHRs com o Cloridrato de Nebivolol

O NBL é um bloqueador seletivo betal-adrenérgico, que diferentemente de
outros Beta blogueadores seletivos, como Atenolol, Metoprolol, Esmolol, ou nao
seletivos, como Propanolol, age ndo somente nos receptores do coragdo, mas

também atua no sistema cardiovascular periférico, atuando como um doador de
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NOaos vasos, aumentando sua vasodilatacado (Wang et.al., 2009. Wang et.al., 2011.
Wang et.al., 2015).

Partindo do principio da disfuncdo endotelial dos animais hipertensos,
submetemos os animais (N=7) a um tratamento de gavagem por 15 dias. Os
resultados de variacdo de FS e CV nesses animais ndo foram conclusivos, uma vez
que ndo foi observada diferenca entre a vasodilatacdo adrtica e CVA nos animais
tratados e controle (n=5) no RPE induzido pela EENT.

Apesar da dose ser a mesma utilizada em outros trabalhos da literatura
(10mg/kg), o tempo de tratamento ndo pareceu ser suficiente para evocar respostas
do farmaco no endotélio dos animais. Trabalhos mostram a acdo do NBL em artérias
de resisténcia e condutancia, comprovando sua acdo vasodilatadora in vivo ou em
anéis isolados (Wang et.al., 2009. Wang et.al., 2011. Wang et.al., 2015. Rozec
et.al.,2006). Entretanto, 15 dias de tratamento pareceram ser insuficientes para a
verificagdo de resposta vasodilatadora, apesar de ser notavel a acdo Beta-
bloqueadora seletiva, ja que ndo observamos respostas taquicardicas evocadas pelo
RPE.
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6 CONCLUSAO

Esse trabalho trouxe a caracterizacdo pela primeira vez, nesse modelo de
estimulacdo do RPE, as respostas de FSA, FSR, CVA e CVR em ratos normotensos
e espontaneamente hipertensos.

Em animais WISTAR, o RPE evocado pela EENT causa um padrdo de
vasodilatacdo aortica e vasoconstricdo renal. Através do blogueio contralateral do
RVLM nos animais, podemos concluir que esse ndcleo tem participacdo nessas
respostasocasionadas pelo RPE, mas nao participacao total, tendo o seu bloqueio
contribuido apenas na reducédo das respostas PAM, FC, FSA e CVA.

Em animais SHR, apesar de observarmos uma leve vasoconstricao renal,
ndo observou-se vasodilatagdo aortica, evocada no RPE pela EENT. O RVLM
mostrou ter participacdo parcial das respostas evocadas pelo RPE, uma vez que o
bloqueio contralateral foi capaz de reduzir as respostas de PAM e FC em animais
hipertensos, mas ndo promoveram nenhum tipo de alteracdo nos FS ou CV
avaliados.

Além disso, podemos concluir que a tentativa de melhorar a CVA em
animais hipertensoscom o tratamento de 15 dias em SHR com o doador de NO e
Beta-bloqueador seletivo Cloridrato de Nebivolol (10mg/kg) néo foi suficiente, pois
ndo promoveu alteracdes de FS ou CV no leito aértico, durante o RPE pela EENT.
Possivelmente, o tratamento foi curto para promover mudangas no metabolismo
endotelial desses animais. Um tratamento mais longo seria mais adequado para

tirarmos melhores conclusdes.
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