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AMORIM, Eric Diego Turossi. Modulacdo cardiovascular e autondmica pelo
Nucleo Paraventricular do Hipotdlamo durante o "Head Down Tilt" em ratos
ndo anestesiados. 2015. 60f. Dissertacdo (Mestrado Multicéntrico em Ciéncias
Fisioldgicas) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

A exposicdo a microgravidade leva a disturbios autondmicos, vestibulares e
alteracdes no sistema cardiovascular. O nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN)
€ conhecido como um importante nucleo de integracdo de respostas autonémicas e
cardiovasculares. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes cardiovasculares
e autondmicas durante um protocolo agudo de head down tilt (HDT) e a participacdo
do PVN na regulacdo destes parametros em ratos ndo anestesiados. Ratos Wistar
foram anestesiados e submetidos a cirurgia para implante de canulas guia
direcionadas para o PVN e de 3 a 5 dias ap0s a recuperacao cirurgica, foi realizada
nova cirurgia para implante de cateteres de polietileno na artéria e veia femorais
para 0 registro da pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). O
registro dos parametros cardiovasculares e modulacdo autondmica durante o HDT
foi realizado 24 horas ap0s a cateterizacdo e 0os animais estavam sem o efeito de
anestésicos. Durante o HDT, houve um aumento da presséo arterial média (PAM=
13+t1 mmHg) e reducdo da frequéncia cardiaca (FC= -28+5 bpm). Ambas as
alteracdes foram impedidas pelo blogueio ganglionar e bloqueio muscarinico. A
analise espectral mostrou um aumento da modulacdo simpatica sobre a pressao
arterial sistolica (PAS), enquanto houve reducdo da modulacao simpética e aumento
da parassimpética do intervalo de pulso (IP). O bloqueio ganglionar atenuou o
aumento do componente simpatico da PAS, ja o bloqueio muscarinico impediu a
gueda do simpatico e o aumento do parassimpatico do IP. O bloqueio do PVN com
muscimol reverteu a bradicardia e bloqueou a reducdo do simpético, bem como o
aumento do parassimpatico do IP. Nossos resultados sugerem o sistema nervoso
autdbnomo participa das alteragOes cardiovasculares durante o HDT e que o PVN -
principalmente através da via gabaérgica - participa das compensacoes
cardiovasculares e autondmicas modulando especialmente as respostas cardiacas
ao HDT.

Palavras-chave: Pressdo arterial. Frequéncia cardiaca. Variabilidade.
Microgravidade. Hipotalamo.



AMORIM, Eric Diego Turossi. Cardiovascular and autonomic modulation by
Paraventricular Nucleus of Hypothalamus during the “Head Down Tilt” in
unanesthetized rats. 2015. 60p. Dissertation (Master Multicentric in Physiological
Science) - State University of Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

The exposure to microgravity induces autonomic and vestibular disorders as
alterations in cardiovascular function. The paraventricular nucleus of the
hypothalamus (PVN) is known as an important center for integrating autonomic and
cardiovascular responses as blood volume reflexes. The acute effects promoted by
microgravity and the PVN involvement in cardiovascular and autonomic parameters
were not evaluated yet. The aim of this study was to evaluate the cardiovascular and
autonomic changes during an acute protocol of head down tilt (HDT) and the
participation of the PVN in the regulation of these parameters in unanesthetized rats.
Male wistar rats were anesthetized to guide cannulae implantation to PVN. After 3 to
5 days of surgical recovery, femoral artery and vein catheters were implanted for
direct recording of blood pressure (BP) and heart rate (HR) in conscious animals to
evaluate cardiovascular and autonomic changes in an acute protocol of HDT in non-
anesthetized rats. During HDT, there was an increase in mean arterial pressure
(MAP) (13£1 mmHg) and decrease in heart rate (HR) (-28£5 bpm). Both changes
were prevented by the ganglionic and muscarinic blockade. Spectral analysis of
systolic arterial pressure (SAP) showed an increase in low frequency (LF)
component. In addition, HDT induced a reduction in the LF and increase in high
frequency (HF) component of the pulse interval (Pl). The ganglionic blockade
attenuated the increase of the sympathetic component of the SAP whereas the
muscarinic blockade prevented the fall of the sympathetic and the parasympathetic
increase in the PIl. PVN inhibition with muscimol reversed bradycardia and blocked
the reduction of the LF and HF increases in Pl during HDT. Our results suggest that
PVN participates in the cardiovascular compensation during HDT, especially
modulating the cardiac responses.

Keywords: Arterial pressure. Heart rate. Variability. Microgravity. Hypothalamus.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTROLE DO SISTEMA CARDIOVASCULAR

Os valores da pressédo arterial (PA) variam consideravelmente momento a
momento e especialmente durante a execucdo de comportamentos. Entretanto,
gracas ao sistema baroreflexo de controle da circulacdo através das aferéncias
oriundas dos barorreceptores arteriais, a PA é mantida dentro de estreitos valores
(Guyenet, 2006). Um dos principais papéis desse sistema em humanos é a
manutencdo dos niveis de PA apds um desafio ortostatico (Cooper e Hainsworth,
2002; Kamiya et al., 2014).

O Sistema Nervoso Autbnomo (SNA) desempenha um papel fundamental na
manutencdo da homeostase do organismo em condi¢cdes normais ou de estresse
agudo ou crénico (Kenney et al., 2003) e atua de modo a compensar as alteracdes
de pressdo sanguinea que ocorrem durante uma mudanca postural (Ten Harkel et
al., 1994, Bleasdale-Barr e Mathias, 1998; lwase et al., 2014).

O tdnus cardiaco, gerado pelo sistema nervoso simpatico (SNS) é gerado por
descargas originadas em &areas especificas do tronco encefalico. Alguns dos
grupamentos neuronais localizados nesta regido do Sistema Nervoso Central (SNC),
denominados neur6nios pré-motores simpaticos, enviam projecdes diretas para 0s
neurbnios pré-ganglionares simpaticos da coluna intermédio lateral da medula
espinhal (IML) (Dampney, 1994). O SNS atua principalmente através dos receptores
adrenérgicos B1 aumentando o automatismo do nodo sinusal e a conducao através
do nodo atrioventricular, a excitabilidade do sistema His-Purkinje, a forca de
contracdo durante a sistole e a velocidade de relaxamento das células musculares

cardiacas durante a sistole (Stoebner et al., 2012). Por outro lado, a ativagdo do
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sistema nervoso autbnomo parassimpatico (SNP) mediado pelos receptores
muscarinicos via neurdnios colinérgicos no ganglio cardiaco, origina-se também de
nacleos bulbares, e leva a reducdo da atividade marca-passo do nodo sinusal e
consequentemente reduz a frequéncia cardiaca (FC). Além disso, reduz a conducao
no nodo atrioventricular e a excitabilidade do sistema His-Purkinje (Mighiu e
Heximer, 2012).

Diversas regides do SNC participam da regulacdo da resisténcia vascular
periférica (RVP), entre elas a éarea rostroventrolateral do bulbo (RVLM), area
ventrolateral caudal (CVLM) e o ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVN)
(Swanson e Kuypers, 1980; Dampney, 1994; Badoer, 2001). O estimulo do RVLM
provoca vasoconstricdo (Dampney et al., 1985), enquanto o estimulo de é&reas
caudais e ventromediais do bulbo reduz a constricAo dos vasos sanguineos
(Blessing e Li, 1989). As regides centrais vasoconstritoras sdo ativas tonicamente e
o estimulo dos terminais neurais libera norepinefrina que exerce efeito vasoconstritor
através dos receptores a-adrenérgicos em vasos de resisténcia. Diferente do tdbnus
cardiaco, a regulacdo neural da circulacao periférica € mantida exclusivamente pelos
impulsos nervosos simpaticos para os vasos periféricos, sendo que o parassimpatico
possui atividade somente em um pequeno numero de vasos sanguineos (Berne e
Levy, 1998).

O controle da PA ocorre instantaneamente a partir da deteccdo das
alteracbes de pressdo sanguinea atraves dos barorreceptores arteriais. Os
barorreceptores arteriais estdo localizados no arco adrtico e no seio carotideo e
gquando estimulados por alteracbes de tensdo, transformam estas informacdes
pressoricas em potenciais de acdo, que chegam até o bulbo através de aferéncias

dos nervos vago e glossofaringeo. A ativacao do reflexo barorreceptor pelos sinais
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aferentes dos baroceptores carotideos, aédrticos e do reflexo cardiopulmonar, é
integrada no SNC, resultando na resposta eferente ao coracdo e vasos sanguineos
por acdo do SNA (Dampney, 1994).

Os testes de ortostatismo em humanos - como a prancha de inclinacao -
promovem decréscimos no volume sanguineo central e no débito cardiaco (DC),
causando aumentos reflexos na FC e na RVP através da ativacdo das vias
baroreflexas arteriais e cardiopulmonares, permitindo a manutencao da PA durante o
desafio ortostatico. Respostas autonémicas devido a ortostase parecem envolver um
equilibrio da atividade vagal cardiaca eferente e da atividade simpatica para o
coracdo e vasos sanguineos (balanco simpato-vagal) (Bahjaoui-Bouhaddi et al.,
2000; Jones et al., 2003). Assim, o aumento da FC com o "tilt" envolve a diminuicéo

da atividade parassimpatica e 0 aumento da atividade simpética para o coracao.

1.2 NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO

Os neurdnios parvocelulares estdo localizados na regido medial do PVN.
Estes neurdnios controlam a secre¢édo do hormoénio liberador de corticotrofina (CRF)
no sangue porta hipofisario (Swanson e Sawchenko, 1983; Hamamura et al., 1986),
um importante horménio regulador do estresse. A regido parvocelular do PVN é
composta de diversos neurotransmissores com multiplas funcbes, sendo que 0s
neurdnios localizados na regido dorsal e ventral do nucleo parvocelular projetam-se
para outras regides do SNC que participam do controle das fungdes autonémicas,
como a RVLM e a coluna IML, onde estédo localizados os neurdnios motores pré-
ganglionares (Swanson e Kuypers, 1980; Blair et al., 1996; Badoer, 2001). Estas
conexdes podem desencadear alteracdes reflexas na atividade simpatica que estéo

envolvidas na regulacédo cardiocirculatoria (Dampney, 1994; Badoer, 2001) e por
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isso o PVN foi denominado nucleo pré-motor simpatico (Strack et al., 1989;
Dampney, 1994). O RVLM contém neurdnios que se projetam diretamente para 0s
neurénios pré-ganglionares simpaticos na medula espinhal téraco-lombar. Esta
regido bulbar & extremamente importante para a regulacdo tbnica da atividade
simpatica e para os reflexos cardiovasculares simpaticos (Dampney, 1994).

Estudos mostram que o PVN parece ser capaz de regular os componentes
autonébmicos a partir de neurbnios onde impulsos para 0 sistema neurosecretor
magnocelular facilmente afetam outros grupos celulares e, desta maneira,
influenciam as respostas autonémicas e adenohipofisarias que agem de modo a
liberar hormdnios que produzem respostas viscerais integradas (Kuypers e Maisky,
1975; Swanson e Kuypers, 1980; Swanson e Sawchenko, 1983).

O PVN esta envolvido também no controle central neurovegetativo e é a
principal regido de integracdo da funcdo autonédmica na manutencédo da homeostase
(Dampney, 1994; Badoer, 2001; Mueller et al., 2003) e também no controle da PA
(Martins-Pinge et al., 2012). O PVN encontra-se localizado bilateralmente ao terceiro
ventriculo e pode ser dividido em duas regides principais compostas por neurénios
magnocelulares e neurdnios parvocelulares (Swanson e Sawchenko, 1983; Badoer,
2001). Os neurdnios magnocelulares localizados nas porc¢des laterais do PVN séo
responsaveis pela sintese e secrecdo de hormodnios como a vasopressina (ADH) e
ocitocina (OT), que sdo transportados através de axonios até a hipofise posterior,
para entdo serem liberados na circulacdo. Através destes hormonios, se da a
participacdo do PVN no controle neuroendoécrino (Swanson e Sawchenko, 1983;
Blair et al., 1996; Badoer, 2001). Além disso, estes hormbnios também atuam

regulando a funcao do sistema cardiovascular (Busnardo et al., 2009).
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Grande parte dos neurotransmissores presentes no SNC € encontrada no
PVN, sendo o acido gama-aminobutirico (GABA) (Zhang e Patel, 1998; Allen, 2002)
e oOxido nitrico (NO), mediadores inibitérios que influenciam respostas
cardiovasculares, e o glutamato (GLU) (Bains e Ferguson, 1997) sendo um dos
principais mediadores excitatorios da atividade simpética (Herman et al., 2004;
Mueller, Foley, et al., 2006). Outro importante neurotransmissor que atua no PVN é a
angiotensina Il (Ang Il), que exerce efeito excitatdrio sobre os neurdnios desta regido

(Ambuhl et al., 1992; Ferguson et al., 2001).

1.3 ALTERAGOES CARDIOVASCULARES OCASIONADAS PELA EXPOSIGAO A
MICROGRAVIDADE

Os organismos vivos, incluindo os humanos, sdo adaptados ao ambiente
gravitacional da Terra (1g) (Hu et al., 2014). Segundo Isaac Newton, gravidade € a
atracdo entre duas massas, ou seja, é a forca responsavel por manter objetos na
superficie da terra (Newton, 1756). Desta forma, a gravidade possui um papel
fundamental na manutencéo das func¢des fisiolégicas em humanos (Hu et al., 2014).
Por outro lado, a microgravidade é a reducao da gravidade normal (1g) para valores
proximos de zero, também chamada de gravidade zero (Seedhouse, 2013).

A exposicdo a microgravidade durante voos espaciais ocasiona desordens
autonOmicas e vestibulares, assim como altera¢des no sistema cardiovascular. Estas
reacoes sdo atribuidas as mudancas nas informacdes dos propriorreceptores, 0rgao
vestibular e mecanorreceptores (barorreceptores e receptores de volume) que
normalmente trabalham na manutengéo do controle postural (Katafuchi et al., 1984).

As caracteristicas observadas pela exposi¢do a microgravidade incluem perda

da pressao gravitacional e baixa pressdo venosa, perda de volume sanguineo,
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intolerancia ortostatica e reduzida capacidade de exercicio. Muitas respostas de
curto prazo a microgravidade se prolongam durante a exposicao de longa duracéo e
podem ser explicadas pela PA e pressao tecidual alterada. Os tecidos da parte
inferior do corpo, por exemplo, sdo bem adaptados ao aumento de pressao local,
enquanto tecidos superiores ndo se adaptam tdo bem (Hargens e Watenpaugh,
1996).

A exposicdo a microgravidade remove os gradientes de PA que estdo
associadas a postura ereta, reduzindo a PA média (PAM) dos pés de cerca de 200
mmHg para 100 mmHg, o mesmo valor existente na aorta. Além disso, a pressao
sanguinea das artérias intracranianas aumenta de 70 mmHg na postura ereta para
aproximadamente 100 mmHg no ambiente microgravitacional (Hargens e
Watenpaugh, 1996). Dessa forma, as alteracBes posturais ortostaticas e
antiortostaticas produzem ajustes cardiovasculares completamente diferentes.

Efeitos semelhantes aos encontrados durante a exposicdo a microgravidade
podem ser observados em pacientes que permanecem longos periodos acamados
(Traon et al., 1998; Traon et al., 2007; Dyckman et al., 2012; Arzeno et al., 2013).
Portanto, o estudo dos mecanismos adaptativos durante a microgravidade é
bastante importante para tentarmos impedir ou tratar os efeitos patolégicos
observados apés o retorno a gravidade normal.

Pesquisa realizada em humanos onde os individuos estudados
permaneceram por 24 horas em “head down tilt” (HDT) (-5°), mostrou que houve
uma significante elevacdo da pressado venosa central, com aumento do volume no
ventriculo esquerdo, mas sem alteracbes no DC ou PA. Além disso, houve
alteracdes hemodinamicas, as quais retornaram ao seu estado basal em até 6 horas

(Blomqvist et al., 1980). Outro trabalho realizado com humanos em HDT (-90°)
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mostrou alteracdes da PAM em relacdo a posicao supina (PAM= +22 mmHg), mas
sem alteracOes significantes na FC. Neste mesmo estudo, durante o HDT houve
reducdo do componente LF (baixa frequéncia) e do componente VLF (frequéncia
muito baixa) (Geinas et al., 2012). Em outro estudo foi mostrado que durante o HDT
(-90°) em humanos, ha aumento do volume diastdlico final do ventriculo esquerdo
em 16% e reducéo de 12% do volume sistdlico (Bundgaard-Nielsen et al., 2009).

A alteracdo postural em HDT tem como caracteristica 0 aumento do volume
sanguineo para extremidades superiores, ocasionando aumento da pré-carga
cardiaca. Também ocorre aumento da resisténcia vascular dos vasos cerebrais,
indicando uma auto-regulacéo cerebral efetiva para compensar o aumento da PAM
associado ao HDT (90°) (Geinas et al., 2012).

A maioria dos protocolos que simulam a microgravidade tem sido realizados
em humanos durante exposicdo prolongada (Hargens e Watenpaugh, 1996) e
poucos estudos foram realizados com modelos animais nédo anestesiados
submetidos a microgravidade aguda (Katafuchi et al., 1984), além disso, nenhum
avaliou os aspectos cardiovasculares e autonémicos observando o envolvimento do
PVN durante o HDT. No entanto, de acordo com um estudo prévio (Katafuchi et al.,
1987), durante a microgravidade é possivel que o PVN module a fun¢do autondmica

e a liberacédo de ADH durante a suspenséo corporal.

1.4 ALTERACOES HIPOTALAMICAS DURANTE A MICROGRAVIDADE SIMULADA

O protocolo de suspensao corporal (HDT) é bastante usado como modelo
experimental para simulagdo do ambiente de microgravidade (Katafuchi et al., 1984,
Katafuchi et al., 1987). Katafuchi e colaboradores registraram a atividade neuronal

do PVN de ratos durante o HDT agudo de 45° em ratos ndo anestesiados,
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mostrando que durante o HDT, 38% dos neurdnios do PVN tiveram a atividade
alterada, sendo que 85% estavam com atividade diminuida e 15% aumentada,
mostrando que a diminuicdo da atividade neuronal do PVN pode ser causada pela
informacéo vinda dos barorreceptores, ja que o HDT induz ao aumento do volume
sanguineo central e estimula os receptores de volume atriais e a atividade
barorreflexa (Katafuchi et al., 1987).

ProjecOes sinapticas originadas da area hipotalamica lateral (LHA) chegam
aos neurbnios pré-ganglionares autonémicos, nucleo motor dorsal do nervo vago e
IML (Saper et al., 1976). No trabalho de Katafuchi e cols. foi estudada a atividade de
44 neurdnios da LHA durante o HDT em ratos, dentre estes, 21 neurdnios alteraram
a frequéncia de disparo e 7 apresentaram atividade aumentada. Alteracbes na
atividade da LHA provocadas pelo HDT, provavelmente sdo atribuidas as alterac6es
nos sinais dos proprioceptores, por exemplo, receptores musculares e receptores
articulares. Também € possivel que a LHA receba influéncias de nucleos
autonémicos e module os reflexos autondmicos envolvidos no reflexo vestibulo-
autondmico, contribuindo para o desequilibrio autondmico na microgravidade
(Katafuchi et al., 1984).

Estudos da atividade autondmica sdo normalmente realizados atraveés do
registro dos parametros cardiovasculares durante o repouso seguido de um periodo
de manobra ortostatica ou antiortostatica, sendo de suma importancia a descoberta
sobre a capacidade do sistema cardiovascular em responder a modulacdo
auton6mica durante a exposicado a microgravidade (Fortrat et al., 1998), pois desta
forma poderiam ser explicados os possiveis mecanismos pelos quais ocorrem as
alteracbes apoOs o retorno a gravidade normal, como intolerAncia ortostatica e

hipotenséao.
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De acordo com De Andrade e colaboradores (2012) o bloqueio da
neurotransmissao sinaptica do PVN com cloreto de cobalto inibiu 0 aumento na PAM
durante o "head up tilt" ocasionando relevante diminuicdo na PAM e sugerindo que o
PVN parece ser essencial para compensar a diminuicdo da PA durante o desafio
ortostatico (De Andrade et al., 2012), assim como a modulacdo autondmica (De
Andrade et al., 2014). No entanto, ainda ndo foi demonstrado que o PVN esteja
envolvido nas alteracfes cardiovasculares e autondmicas durante protocolos de

microgravidade simulada, como o HDT.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a participagcdo do PVN durante
as alteracbes cardiovasculares e autondmicas em um protocolo agudo de HDT em

ratos ndo anestesiados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Padronizar uma metodologia para estudar os efeitos cardiovasculares
em manobra antiortostatica.

2- Caracterizar a participacdo do SNA nos ajustes cardiovasculares em
animais nao anestesiados submetidos ao HDT.

3- Demonstrar a participacdo do PVN durante a modulacao cardiovascular
e autondmica provocada pela mudanca antiortostatica pela inibicdo pos-sinaptica
com muscimol.

4- Comprovar a participagdo do PVN durante a modulacao cardiovascular
e autondmica provocada pela mudanca antiortostatica pelo bloqueio pré-sinaptico

com cloreto de cobalto.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (CIF) do
Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e
todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal (CEEA) da Universidade Estadual de Londrina com registro no CEEA sob o

n°17114.2013.64.

ESTUDO 1: MECANISMO DE AGAO CARDIOVASCULAR DURANTE O HDT

3.1 ANIMAIS

Para este estudo foram utilizados ratos Wistar pesando 300 + 20 gramas,
provenientes do biotério central da Universidade Estadual de Londrina. Os animais
foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais: Salina, Hexametonio
ou Atropina e mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas em
gaiolas coletivas (maximo de 5 animais) a temperatura de 21°C + 2, com ciclo
claro/escuro de 12h. Agua e ragdo comum para animais de laboratério foram

fornecidos “ad libitum”.

3.2 CATETERIZACAO DA ARTERIA E VEIA FEMORAIS

Vinte e quatro horas antes do registro dos parametros cardiovasculares, 0s
animais foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (100 mg/kg) e Cloridrato de
Xylasina (20 mg/kg) IP e submetidos & uma cirurgia para cateterizagao cronica da
artéria (para monitorizacdo dos parametros cardiovasculares) e veia femorais (para

administracao de drogas).
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Uma incisdo de 1,0 cm foi realizada na fossa iliaca direita do animal e a
artéria femoral foi dissecada. Uma linha de sutura foi utilizada para isolar a regiao
distal da artéria femoral e uma pinca hemostatica foi inserida a fim de obstruir
temporariamente o fluxo arterial. Em seguida, um pequeno corte foi feito na artéria
femoral e a canula introduzida e cuidadosamente fixada na artéria. O mesmo
procedimento foi realizado para a veia femoral. Apos esse procedimento, as canulas
foram exteriorizadas na regido dorsal do animal através de um trocater por via
subcuténea e fixadas a pele por sutura cirdrgica. As canulas foram fechadas com
oclusores.

As canulas foram confeccionadas a partir de 3 cm de polietileno PE-10
conectado a um segmento de 17 cm de PE-50. ApGs o retorno da anestesia, cada
rato foi colocado em uma gaiola individual com agua e racao, onde permaneceu até

o0 momento do experimento no dia seguinte.

3.3 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E DA FREQUENCIA CARDIACA

Apbs 24 horas da cateterizacdo, os animais foram submetidos ao registro
basal da PA, seguido do protocolo experimental. O registro direto da PAM e FC foi
realizado através de uma canula previamente implantada na artéria femoral. O
registro foi feito com os animais acordados e com livre movimentagéo de acordo com
trabalhos prévios (Martin e Haywood, 1992; Martins-Pinge et al., 2005).

A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressao (Powerlab
modelo MLT0380) conectado a um sistema de registro computadorizado
(Powerlab/ADInstruments), obtendo-se assim a pressdo arterial pulsatil (PAP). A
PAM e a FC eram registradas em um segundo e terceiro canal respectivamente,

sendo obtidas da PAP.



26

Durante o periodo de registro os animais foram mantidos dentro de caixas
individuais em ambiente silencioso e desprovido de estimulos estressantes.
Experimentos pilotos ja evidenciaram que os procedimentos utilizados neste trabalho
nao causam reacdes dolorosas ou outro tipo de comportamento que interfira no
registro cardiovascular ou que nao seja previsivel pela administracdo de certas
substancias no PVN. Caso isso ocorresse, 0S animais eram imediatamente

eutanasiados e descartados como sujeitos experimentais.

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
ApoOs o registro basal da PA (+ 30 minutos) era realizado um dos protocolos

experimentais descritos abaixo:

3.4.1 Grupo Controle
No grupo controle, apds o registro basal da PA foi administrado através de
cateter da veia femoral a injecéo intravenosa em bolus de solucéo salina fisiolégica

(NaCl 0,9%) (1ml/Kg).

3.4.2 Blogueio Ganglionar

Em um grupo experimental, apds o registro da PA basal, foi administrado por
meio do cateter da veia femoral a injecdo em bolus de Hexametdnio (bloqueador
ganglionar autonémico) (Sigma CO, St. Louis, MO, USA) (25mg/Kg), que tinha por
objetivo analisar o envolvimento do SNA nas alteracdes cardiovasculares durante o

estresse ortostatico.
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3.4.3 Blogqueio Muscarinico
Em outro grupo experimental, apés o registro da PA basal, os animais
receberam injecdo intravenosa (IV) em bolus do anticolinérgico atropina (2mg/kg),

com o objetivo de avaliar a participacdo do SNP durante a antiortostase.

3.5 MANOBRA ANTIORTOSTATICA

ApoOs o tratamento farmacolégico os animais foram colocados em um
compartimento cilindrico de aproximadamente 30 cm, descrito como contensor, para
registro da PAM e FC por aproximadamente 10 minutos, 0 contensor por sua vez,
estava fixado em uma plataforma mével na posicdo horizontal. Em seguida, 0s
animais eram submetidos ao teste de antiortostase, que consistia em elevar a
plataforma pelo lado onde estava posicionada a cauda do animal a uma posicdo de
inclinacdo de -75°.

Os ratos conectados ao sistema de registro cardiovascular foram mantidos
nessa posicao por 15 minutos. Apds esse periodo, 0s animais retornaram a posicao
horizontal (em 1 segundo) e permaneceram por mais 15 minutos (periodo de
recuperacdo). Apdés a conclusdo do protocolo experimental, os animais foram

eutanasiados com sobredose de Cetamina e Xylasina.

ESTUDO 2: ENVOLVIMENTO DO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO NAS
RESPOSTAS CARDIOVASCULARES E AUTONOMICAS AO HDT

3.6 ANIMAIS

Para este estudo foram utilizados ratos Wistar, pesando 300 + 20 gramas,

provenientes do biotério central da Universidade Estadual de Londrina. Os animais
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foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais: Salina, Cloreto de

Cobalto ou Muscimol.

3.7 IMPLANTE DE CANULAS-GUIA DIRECIONADAS AO PVN

Este procedimento foi realizado de acordo com (Badoer et al., 2002).
Inicialmente os ratos foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (100 mg/kg) e
Cloridrato de Xylasina (20 mg/kg) IP e postos em decubito ventral em um aparelho
estereotaxico (Insight). A barra incisiva foi posicionada 5,0 mm abaixo da linha
interaural. Em seguida, foi realizada a tricotomia da cabeca seguida de abertura da
pele no sentido rostro-caudal, deixando em evidéncia a sutura bregma. Em seguida,
foram produzidos dois forames bilaterais e equidistantes da linha média para o
implante das canulas-guia, cujas coordenadas estereotaxicas (Paxinos and Watson,
1998) utilizaram como referéncia a sutura bregma (AP= -1,4 mm, L= 0,5 mm; DV=
6,5 mm). A torre foi posicionada sem inclinacdo (0 grau). Para dar suporte as
canulas-guia, foi utilizada uma peca (“‘pé de pato”) com encaixes para as canulas-
guia separados por uma distancia de 1 mm. Foram colocados dois parafusos
pequenos, um em cada extremidade da abertura no sentido rostro-caudal, com o
objetivo de reforcar a fixacdo das canulas-guia pelo acrilico. Essas canulas foram
fixadas no cranio com resina acrilica. Apés a completa fixacdo da cénula, a torre do
estereotaxico foi removida e com o objetivo de ndo obstruir as canulas-guia até a
realizacdo dos experimentos, foram introduzidos oclusores nas mesmas. Em
seguida, o animal foi retirado do aparelho estereotaxico e como medida profilatica,
apos a cirurgia cerebral foi administrada penicilina (30.000 Ul) IM. Em seguida, o

animal retornou ao biotério, onde permaneceu de 3 a 5 dias para recuperacao pos-
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cirdrgica. ApOGs a recuperacdo, os animais foram submetidos a cirurgia de

cateterizacao da artéria e veia femoral, conforme descrito no item 3.2.

3.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Apoés o registro basal da PA (+ 30 minutos) foi realizado um dos protocolos

experimentais descritos abaixo:

3.8.1 Tratamento Farmacoldgico do PVN.

Em cada grupo experimental foi realizada a microinjegdo de uma das
seguintes drogas bilateralmente no PVN: Salina fisiologica (grupo controle, 100 nl),
Cloreto de Cobalto (bloqueador sinaptico, 1 mM/100 nL) ou Muscimol (agonista dos
receptores GABA-A, 15mM/100nL). Uma canula microinjetora com comprimento de
21 mm, conectada a um tubo de polietileno (PE-10) e este a uma seringa Hamilton
(701), foi colocada no interior da canula guia, injetando-se manualmente 100 nl de
cada droga. O volume injetado foi verificado pelo deslocamento de bolhas de ar.As
concentracfes das substancias microinjetadas foram baseadas em trabalhos prévios
(Zhang e Patel, 1998; Schlenker et al., 2001; De Andrade et al., 2012).

O registro dos parametros cardiovasculares e a manobra antiortostatica foram

realizados conforme descrito nos itens 3.3 e 3.5.

3.9 MARCACAO FUNCIONAL DO PVN

Todos 0s animais que passaram por cirurgia estereotaxica (exceto o grupo
gue recebeu muscimol, que ndo responderd a bicuculina, jA que compartilham o
mesmo receptor) ao final do protocolo experimental receberam centralmente a

administragao bilateral de bicuculina (1ImM/100nL) no PVN, afim de obter-se a
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marcacao funcional do PVN, que consta de aumento da PAM e FC, acompanhado

de comportamento de autolimpeza (Matrtin et al., 1991).

3.10 MARCAGAO E HISTOLOGIA DO CEREBRO

Apoés o término do protocolo experimental e eutanasia dos animais, 0s sitios
de microinjecdo foram marcados com uma solucdo de Azul de Evans 2%, num
volume de 100 nL. Em seguida, o animal teve seu cérebro retirado e colocado em
formalina 10% para posterior corte histoldgico e andlise das laminas.

Os cérebros foram seccionados em microtomo de congelamento através de
cortes de 40 um da regido do PVN. Os cortes obtidos foram posicionados e fixados
em laminas de vidro e corados pela técnica de vermelho neutro 1%. Estes cortes
foram analisados ao microscépio éptico e comparados ao Atlas cerebral de ratos
(Paxinos e Watson, 1998). Somente 0s animais que tiveram os sitios marcados na

area do PVN foram considerados como animais experimentais.

3.11 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE DA PAS E DA FC
A andlise da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da presséo arterial
sistélica (PAS) no dominio da frequéncia foi realizada utilizando-se o software

computacional CardioSeries v2.4 (http://www.danielpenteado.com) (Tezini et al.,

2013). Uma vez que o programa computacional n&do realiza aquisicdo de dados,
registros de PA basal e durante a manobra ortostatica (Tilt) de pelo menos 15
minutos de duragéo, foram processados pelo programa computacional LabChart 7.0
(ADinstruments, Bella Vista, Australia), o qual é capaz de detectar pontos de inflexéo
nos pulsos de pressao e gerar séries, batimento-a-batimento, com valores de IP e

PAS para cada ciclo cardiaco.


http://www.danielpenteado.com/
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As séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP e PAS foram
reamostradas em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolagdo cubica do tipo
spline, para regularizacdo do intervalo de tempo entre batimentos. As séries com
valores interpolados de IP e PAS foram divididas em segmentos com 512 valores
cada, com sobreposicdo de 50% (Protocolo de Welch). A estacionaridade dos
valores de IP e PAS de cada segmento foi examinada visualmente e os segmentos
com artefatos ou transientes foram excluidos.

ApoOs a inspecdao visual dos segmentos com valores interpolados de IP e PAS
e da inspecdo dos espectros, os segmentos considerados adequados foram
integrados em bandas de baixa frequéncia (LF: 0,20 — 0,75 Hz) e alta frequéncia
(HF: 0,75 — 3,00 Hz), e os resultados foram expressos em unidades absolutas (ms2
ou mmHg?) e normalizadas (un). Os valores normalizados foram obtidos por meio de
calculos da poténcia relativa das bandas de LF e HF levando em consideracdo a
poténcia total de espectro menos a poténcia de banda de muito baixa frequéncia
(VLF: < 0,20 Hz). Para avaliar o balan¢co simpatovagal cardiaco, calculou-se a razdo

entre a poténcia das bandas de LF e HF (LF/HF) do espectro do IP.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa
estatistico “Prism” (GraphPad, San Diego, CA). As comparagdes foram feitas por
Andlise de Variancia (One-way ANOVA) seguido do poOs test de Bonferroni. As
comparacoes realizadas dentro dos mesmos grupos (antes e durante o HDT) foram
analisadas pelo teste t-Student pareado, considerando as diferengas significantes

para um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

Estupo 1

4.1 VALORES BASAIS DE PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA CARDIACA DOS
GRUPOS EXPERIMENTAIS.

Os valores basais da PAM e da FC antes e ap0s 5 minutos do tratamento
farmacoldgico sdo apresentados na Tabela 1. A administracdo endovenosa de salina
nao alterou os parametros cardiovasculares. No entanto, ap0s administracdo de
hexameténio houve reducdo da PAM e aumento da FC, enquanto a administracao

de atropina promoveu aumento da FC.

Tabela 1 - Valores de presséo arterial média (PAM - mmHg) e frequéncia cardiaca
(FC - bpm) dos grupos experimentais nos momentos pré e pos-droga. Valores
expressos como média £ EPM. *p<0,05 comparado ao basal. (teste t pareado)

Basal Pré-Droga Basal P6s-Droga

PAM FC PAM FC
Salina (n=8) 10143 364+7 104+3 37718
Hexametonio (n=6) 10042 33245 7614%* 362+9*

Atropina (n=7) 107+2  346%11 109+3 454+18*
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4.2 EFEITOS CARDIOVASCULARES E AUTONOMICOS APOS ADMINISTRACAO
INTRAVENOSA DE SALINA DURANTE O HDT.

O HDT promoveu aumento da PAM e reducédo da FC (Figura 1).

A modulacdo pelo SNA avaliada pela andlise espectral da PAS mostrou que
durante o estresse ortostatico ocorre um aumento da variancia e do componente LF
em unidades absolutas (Figura 2).

Em relacdo a andlise espectral do IP ocorreu o aumento da variancia durante
0 HDT e uma reducgdo da razdo LF/HF. Durante o HDT ocorreu um aumento do
componente HF em valores absolutos sem alteracdo para o componente LF, os
quais apés a normalizagdo mostraram uma reducdo do componente LF e aumento

do componente HF (Figura 3).

150+

100+

50

PAM (mmHg)

Contensor Salina HDT Salina Contensor Salina HDT Salina

Figura 1 - Variacdo da Pressédo Arterial Média (PAM) e da Frequéncia Cardiaca (FC)
durante o HDT em animais acordados (n=8). *p<0,05 comparado ao basal (teste t
pareado).
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Figura 2 - Par@metros espectrais da variancia e da pressao arterial sistélica (PAS)
ap6s administragdo intravenosa (IV) de salina em ratos acordados e submetidos ao
HDT. LF: faixa de baixa frequéncia absoluta *p<0,05 comparado ao basal. (teste t

pareado).
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Figura 3 - Parametros espectrais do intervalo de pulso (IP) apds administracao
intravenosa (IV) de salina em ratos acordados e submetidos ao HDT. LF: faixa
de baixa frequéncia absoluta; HF: faixa de alta frequéncia absoluta; LFun: faixa
de baixa frequéncia normalizada; HFun: faixa de alta frequéncia normalizada;
LF/HF: razdo entre LF e HF. *p<0,05 comparado ao basal (teste t pareado).
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4.3 EFEITOS SOBRE A PAM E FC APOS ADMINISTRAGAO INTRAVENOSA DE
HEXAMETONIO OU ATROPINA.
Ambos tratamentos com hexametdnio ou atropina inibiram o aumento da PAM

e a bradicardia durante o HDT observados no grupo salina (Figura 4).
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Figura 4 - Variacbes de PAM e FC no grupo tratado com hexamet6nio ou atropina
comparado ao grupo salina durante o HDT. *p<0,05 comparado ao contensor (test t

pareado). #p<0,05 comparado ao salina (One-Way Anova)
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4.4 EFEITOS SOBRE A VARIABILIDADE CARDIOVASCULAR APOS ADMINISTRACAO
INTRAVENOSA DE HEXAMETONIO OU ATROPINA.

4.4.1 Modulacdo Autonémica da Presséao Arterial Sistélica

A andlise espectral da PAS mostra que a administracdo de hexameténio nao
alterou o0 aumento da variancia, mas atenuou o aumento do componente simpatico
observado no grupo salina durante o HDT. J& a administracdo de atropina
exacerbou o aumento da variancia sem alterar o aumento do componente simpatico

notado no grupo salina durante o HDT (Figura 5).
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Figura 5 - Parametros espectrais de pressao arterial sistolica (PAS) do grupo tratado
com Hexametdnio ou Atropina em comparagao ao grupo salina no momento final do
contensor e durante o pico do HDT. LF: faixa de baixa frequéncia absoluta. *p<0,05
comparado ao controle (One-Way Anova).
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4.4.2 Modulacao Autondémica do Intervalo de Pulso

A andlise espectral do IP mostrou que o bloqueio ganglionar atenuou o
aumento da variancia que ocorreu no grupo salina e inibiu a queda da razdo LF/HF.
N&o houve diferenca dos valores do LF absoluto entre o basal e HDT entre todos os
grupos, no entanto, o HF absoluto teve seu aumento atenuado tanto pela
administracdo de hexametonio quanto de atropina. A normalizacdo dos parametros
espectrais mostra que o hexametonio inibiu a queda do LF e o aumento do HF
observados no grupo salina (Figura 6).

O tratamento com atropina atenuou o aumento da variancia, impediu a queda
da razédo LF/HF e bloqueou o aumento do componente HF observados no grupo
salina. A normalizacdo dos dados mostra que a atropina inibiu a reducdo do

componente LF e o aumento do componente HF (Figura 6).
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Figura 6 - Parametros espectrais do intervalo de pulso (IP) no grupo tratado
com Hexametdnio ou Atropina em comparacdo ao grupo salina no momento
final do contensor e durante o pico do HDT. LF: faixa de baixa frequéncia
absoluta; HF: faixa de alta frequéncia absoluta; LFun: faixa de baixa frequéncia
normalizada; HFun: faixa de alta frequéncia normalizada; LF/HF: razéo entre os
componentes LF e HF. *p<0,05 comparado ao contensor (teste t pareado.
#p<0,05 comparado ao controle (One-Way Anova).
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4.5 CONFIRMACAO HISTOLOGICA DOS SITIOS DE MICROINJECAO NO PVN.
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A confirmacdo dos sitios de microinjecao bilateral no PVN foi realizada

através da visualizac&o de corte histolégico corado pela técnica do vermelho neutro

e com auxilio do Atlas Paxinos & Watson (Paxinos e Watson, 1998). Somente os

ratos com marcacdo da microinjecdo na area do PVN foram considerados para

analise (Figura 7).
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Figura 7 - Confirmacéo histolégica evidenciando os sitios de microinjecéo bilateral
no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN). A: Representacdo esquematica dos
sitios de microinje¢cdo no PVN: Microinjecdo na regido rostral (1,4 mm) a caudal
(2,12 mm) da regidao do PVN. ( ) Distancia posteri® ao bregma é mostrado para
cada seccéo de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1988). B: Fotomicrografia
de uma lamina histolégica do PVN. Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo; AH,

hipotalamo anterior.
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4.6 VALORES BASAIS DE PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA CARDIACA DOS
GRUPOS EXPERIMENTAIS.

Os valores basais da PAM e da FC antes e ap0s 5 minutos do tratamento
farmacoldgico sdo apresentados na Tabela 1. Nao foram observadas alteracfes

entre 0s grupos para ambos os parametros nos periodos pré e pds-droga.

Tabela 2 - Valores de presséo arterial média (PAM - mmHg) e frequéncia cardiaca
(FC - bpm) dos grupos experimentais antes e ap0s a administracdo dos tratamentos
centrais. Valores expressos como média + EPM.

Basal Pré-Droga Basal Pds-Droga

PAM FC PAM FC
Salina (n=8) 99+2 34947 10143 360+18
Cloreto de Cobalto (n=8) 10343 3694 10412 376+13

Muscimol (n=9) 100+3 3606 1044 35719
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4.7 EFEITOS SOBRE A PAM E FC APOS MICROINJECAO DE CLORETO DE COBALTO OU
MuscimoL NO PVN DURANTE o0 HDT.

O bloqueio da neurotransmisséao sinaptica do PVN através do tratamento com
o cloreto de cobalto promoveu respostas de PAM e FC durante o HDT similares ao
grupo salina, portanto, ndo alterou o0 aumento da pressao e a bradicardia observada
no grupo salina. Ja o tratamento com o0 agonista gabaérgico muscimol nao
promoveu alteracdes na PAM, mas reverteu a bradicardia em taquicardia durante o

pico do HDT (Figura 8).
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Figura 8 - Valores de Pressao Arterial Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) no
grupo tratado com Cloreto de Cobalto ou Muscimol em compara¢do ao grupo salina
no momento final no contensor e durante o HDT em animais ndo anestesiados.
*p<0,05 comparado ao contensor (teste t pareado). #p<0,05 comparado ao controle
(One-Way Anova).
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4.8 EFEITOS SOBRE A VARIABILIDADE CARDIOVASCULAR APOS MICROINJEGAO DE

SALINA, CLORETO DE COBALTO OU MusciMoL NO PVN DURANTE 0 HDT.

4.8.1 Modulacdo Autonémica da Presséao Arterial Sistélica pelo PVN.

A anadlise espectral da PAS mostrou que durante o HDT, o bloqueio com
cloreto de cobalto ndo inibiu 0 aumento da variancia e o aumento do LF absoluto
gue ocorreu no grupo salina. No entanto, a ativacdo da via gabaérgica através da
microinjecdo de muscimol no PVN atenuou o aumento da variancia, embora nao
tenha afetado o aumento do componente LF da PAS que ocorreu no grupo salina

(Figura 9).
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Figura 9 - Parametros espectrais de pressao arterial sistolica (PAS) do grupo tratado
com Salina, Cloreto de Cobalto ou Muscimol em comparagdo ao grupo salina em
ratos ndo anestesiados. LF: faixa de baixa frequéncia absoluta. *p<0,05 comparado
ao controle (One-Way Anova).
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4.8.2 Modulag&o Autonémica do Intervalo de Pulso pelo PVN.

A analise espectral do IP mostrou que o bloqueio sinaptico no PVN com
cloreto de cobalto promoveu a inibicdo do aumento na variancia que ocorreu no
grupo salina, mas a razédo LF/HF néo foi alterada. N&o houve diferenca dos valores
de LF absoluto entre o contensor e HDT entre todos os grupos. Apos a normalizacdo
dos componentes espectrais, 0 grupo que recebeu cloreto de cobalto apresenta
valores de LF e HF similares ao grupo salina (Figura 10).

A ativacdo dos receptores gabaérgicos no PVN com muscimol, levando a uma
inibicdo poés-sinptica, também bloqueou o aumento da variancia do IP, todavia, o
muscimol impediu a queda da razdo LF/HF observada durante o HDT no grupo
salina. A normalizagdo dos componentes espectrais do IP mostra que o tratamento
com muscimol bloqueou a queda do componente LF exibida pelo grupo salina e
diferente do cobalto, a microinjecdo de muscimol no PVN inibiu o aumento do

componente HF, tanto absoluto quanto normalizado (Figura 10).
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Figura 10 - Parametros espectrais do intervalo de pulso (IP) no grupo tratado com
Cloreto de Cobalto ou Muscimol em comparagdo com o grupo salina em ratos nao
anestesiados. LF: faixa de baixa frequéncia absoluta; HF: faixa de alta frequéncia
absoluta; LFun: faixa de baixa frequéncia normalizada; HFun: faixa de alta
frequéncia normalizada; LF/HF: balanco simpato-vagal. *p<0,05 comparado ao
contensor. #p<0,05 comparado ao controle (One-Way Anova).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou as alteragGes cardiovasculares e a modulacao
autonébmica em ratos submetidos ao HDT através do bloqueio ganglionar com
hexametdnio e do bloqueio dos receptores muscarinicos com atropina. Além disso,
foi avaliado o envolvimento do PVN através da inibicdo da neurotransmissdo com
cloreto de cobalto e da inibicdo pds-sinaptica com muscimol. Durante o HDT ocorreu
um aumento da PAM e queda da FC. Nossos resultados estdo de acordo com
trabalhos ja publicados na literatura, mostrando que o HDT agudo promove aumento
da PAM (Musacchia et al., 1992; Raffai et al., 2006; Bundgaard-Nielsen et al., 2009;
Geinas et al., 2012) e reducdo da FC (Terai et al.,, 1995; Heckmann et al., 1999;
Galanis et al., 2013).

Para evidenciar o papel da modulacdo autonémica no controle dos
parametros cardiovasculares durante o HDT, foi realizado o tratamento com
hexametdnio e atropina em grupos distintos. O hexameténio € um bloqueador
ganglionar que atua como antagonista dos receptores nicotinicos (principalmente os
receptores Nn) localizados nos ganglios simpaticos e parassimpaticos (Ascher et al.,
1979), enquanto a atropina € um antagonista competitivo dos receptores
muscarinicos (Hardman, 2001). Tanto o bloqueio ganglionar quanto o bloqueio
muscarinico impediram o aumento da PAM e a reducdo da FC durante o HDT.
Deste modo, sugerimos que o aumento pressorico promovido pelo HDT ocorreu por
aumento da modulacdo simpatica e a resposta bradicardica ocorreu tanto pela
reducdo da modulacdo simpatica quanto pelo aumento da modulagao

parassimpatica sobre o IP.
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A analise espectral da variabilidade dos parametros cardiovasculares é
utilizada para averiguar a modulacdo autonémica utilizando os componentes LF e
HF como representantes da modulacdo do SNS e SNP respectivamente (Rubini et
al., 1993). Em nosso estudo, observamos que durante o HDT a variancia, assim
como a modulacdo simpatica da PAS estdo aumentadas. O aumento do
componente simpatico da PAS foi atenuado pelo bloqueio ganglionar, mas nao pelo
bloqueio muscarinico. Deste modo, nossos resultados sugerem que a resposta
hipertensiva durante o HDT foi devido ao aumento da modulacdo autonémica
simpatica para 0s vasos sanguineos, aumentando a RVP. Resultado semelhante foi
encontrado em outros trabalhos da literatura, que sugerem que o aumento da PAM
gue ocorre durante o HDT é devido ao aumento da atividade simpatica que aumenta
a RVP (Noresson et al., 1977; Raffai et al., 2006).

Durante o HDT observou-se no IP o aumento da variancia, acompanhado por
reducdo da modulacdo simpatica e aumento da modulacéo parassimpética. Ambos
0os bloqueios - ganglionar e muscarinico - atenuaram o0 aumento da variancia
observado no grupo salina, além disso, conseguiram impedir a reducdo do
componente simpético e o aumento do componente parassimpatico do IP. Estudos
ja publicados mostram resultados semelhantes, como o trabalho de Weise e
colaboradores que mostra que durante o HDT ocorre reducdo do componente
simpatico sobre a FC (Weise et al., 1995), além de uma ativacdo aguda da
modulacdo nervosa parassimpatica para o coracao detectada pela reducéo da FC e
pela distribuicdo espectral da VFC (Diedrich et al., 1994). Durante a simulagéo da
microgravidade em voos parabodlicos também observa-se a reducdo da atividade
simpética (Seps et al., 2002) e aumento da modulagdo parassimpatica em humanos

(Seps et al., 2002; Beckers et al.,, 2003). Através do blogueio da atividade
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autonémica conseguimos bloquear as alteracdes cardiovasculares e autondémicas
observadas no grupo salina, sugerindo que o aumento da PAM observada no HDT
tenha ocorrido devido ao aumento da modulacdo simpéatica vascular, além disso,
acreditamos que a bradicardia promovida pelo HDT € mediada tanto pela reducéo
da modulacdo simpética quanto pelo aumento da modulacdo parassimpatica
cardiaca.

Embora j4 sejam conhecidas as alteragdes cardiovasculares (Musacchia et
al., 1992; Heckmann et al., 1999; Raffai et al.,, 2006; Galanis et al., 2013) e
auton6micas (Noresson et al., 1977; Diedrich et al., 1994; Weise et al., 1995; Seps et
al., 2002; Beckers et al., 2003; Raffai et al., 2006) que ocorrem durante a exposi¢cao
a microgravidade ou durante protocolos que simulam a microgravidade, nenhum
estudo até o momento havia analisado a participacdo do PVN sobre os efeitos
cardiovasculares e autonémicos durante o HDT.

Para avaliarmos a participacdo do PVN durante o HDT, realizamos a inibicao
farmacoldgica, que € uma ferramenta bastante utilizada para investigar possiveis
envolvimentos de areas especificas do cérebro em vias neurais. A técnica €
baseada na administracdo por meio de microinjecdo de drogas que bloqueiam a
atividade neural. Microinjecfes de cloreto de cobalto em areas do cérebro tém sido
utilizadas para inativacdo funcional (Kretz, 1984), pois previne a liberacdo de
neurotransmissores sinapticos pelo bloqueio dos canais de céalcio na membrana pre-
sinaptica (Hagiwara e Byerly, 1981). A inibicdo do SNC pelo cloreto de cobalto é
mais efetiva do que a administracdo de anestésicos locais ou agonistas de
receptores especificos, pois bloqueia a transmissao sinaptica, enquanto a lidocaina

blogueia tanto a transmissao sinaptica quanto a propagacédo de potenciais de acao
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pelas fibras de passagem (Sandkuhler et al., 1987) e o muscimol inibe seletivamente
0S neurdnios que expressam os receptores GABAa (Martin e Ghez, 1999).

O blogueio sinaptico do PVN com cloreto de cobalto ndo inibiu as alteractes
cardiovasculares e autonémicas durante o HDT. Por outro lado, a inibicdo do PVN
com muscimol reverteu a bradicardia em taquicardia. O blogueio com muscimol ndo
afetou a modulacdo simpética sobre a PAS, no entanto, impediu a queda na
modulacdo simpatica e inibiu o aumento da modulacdo parassimpatica do IP que
ocorreu durante o HDT. Dessa forma, nossos dados sugerem que as alteracdes
cardiovasculares decorrentes do antiortostatismo pelo HDT s&o devido as alteracdes
autonébmicas e o PVN participa modulando a FC através dos dois componentes
autonémicos (simpéatico e parassimpatico).

A mudanca postural pelo HDT induz o deslocamento do volume sanguineo
em direcdo ao cérebro e coracdo, aumentando a pré-carga cardiaca (Nelson et al.,
2011). Um aumento do volume diastdlico final do ventriculo esquerdo resulta em
maior volume sistélico e aumento do fluxo sanguineo cerebral (Katz, 2002), evitando
uma possivel sincope. Esses ajustes sdo controlados por mecanismos centrais
ativados pelo sistema barorreceptor e envolve a participacdo de conhecidas areas
de controle bulbar e hipotalamico, onde o PVN possui envolvimento relevante
(Dampney, 1994; Badoer, 2001).

Alguns trabalhos relatam a importancia do PVN em protocolos de HDT
(Katafuchi et al., 1987; Oomura e Katafuchi, 1987) e também nas alteragbes
cardiovasculares que ocorrem ap0s longos periodos de antiortostatismo (Mueller et
al., 2003; Mueller, Sullivan, et al.,, 2006; Schrage, 2008). Dados da literatura

sugerem que aumentos na neurotransmissao nitrérgica no PVN contribuem para as
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alteracdes autonémicas e humorais que ocorrem ap0s a microgravidade simulada
pela suspensao corporal em ratos (Mueller, Foley, et al., 2006).

O bloqueio do PVN pela microinjecdo de muscimol reverteu o efeito
bradicardico provocado pelo HDT, inibindo a queda da modulacdo simpatica e o
aumento da modulacdo parassimpatica mostrando que a modulacdo do SNA pelo
PVN teve importante participacdo na bradicardia ocasionada pelo HDT. Ja é
conhecido que o PVN modula a atividade nervosa simpética sobre a PA (Badoer,
2001; Busnardo et al., 2010) e a FC (Martin e Haywood, 1992) e nossos resultados
reforcam que o PVN participa do controle barorreflexo dos parametros

cardiovasculares.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados mostram que o SNA possui um importante papel na
compensacao das alteracdes cardiovasculares durante o HDT, pois o bloqueio
ganglionar, assim como o bloqueio muscarinico, impediram as respostas pressoéricas
e de FC durante o HDT. Além disso, nosso estudo comprova a participacao do PVN
nessas compensacdes cardiovasculares, modulando especialmente as respostas
cardiacas ao HDT. Dessa forma, acreditamos que esta metodologia € valida para
estudar altera¢gBes antiortostaticas e que posteriormente, utilizando outros farmacos
seletivos para outros neurotransmissores ja encontrados no PVN serd possivel
caracterizar os mediadores envolvidos nesse reflexo. Além disso, esta metodologia
podera ser utilizada em modelos animais de doencas em que problemas ortostaticos

de origem central estejam envolvidos.
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