Universidade
Estadual de LondRrina

OZAHYR DE ANDRADE

PARTICIPACAO DO OXIDO NIiTRICO NO NUCLEO
PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO (PVN) DURANTE
OS AJUSTES CARDIOVASCULARES EM MODELOS DE
ESTRESSE ORTOSTATICO EM RATOS ACORDADOS

Londrina
2015



OZAHYR DE ANDRADE

PARTICIPACAO DO OXIDO NIiTRICO NO NUCLEO
PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO (PVN) DURANTE
OS AJUSTES CARDIOVASCULARES EM MODELOS DE
ESTRESSE ORTOSTATICO EM RATOS ACORDADOS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
Multicéntrico de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Fisiolégicas da Universidade Estadual de
Londrina, para a obtenc¢ao do titulo de doutor.

Orientadora: Profa. Dra Marli Cardoso Martins
Pinge (UEL)

Londrina
2015



Catalogacao elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina.

Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacéo (CIP)

A553p  Andrade, Ozahyr de.
Participacdo do o6xido nitrico no Nucleo Paraventricular do Hipotalamo
(PVN) durante os ajustes cardiovasculares em modelos de estresse
ortostatico em ratos acordados / Ozahyr de Andrade. — Londrina, 2015.
179 1. ¢l

Orientador: Marli Cardoso Martins Pinge.

Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas, Programa Multicéntrico de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas, 2015.

Inclui bibliografia.

1. Sistema cardiovascular — Teses. 2. Hipotdlamo — Teses. 3. Oxido
nitrico — Teses. 4. Pressao arterial — Teses. 5. Rato como animal de
laboratério — Teses. |. Pinge, Marli Cardoso Martins. Il. Universidade
Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Fisioldgicas. Ill. Titulo.

CDU 612.1




OZAHYR DE ANDRADE

PARTICIPACAO DO OXIDO NiTRICO NO NUCLEO
PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO (PVN) DURANTE OS
AJUSTES CARDIOVASCULARES EM MODELOS DE ESTRESSE
ORTOSTATICO EM RATOS ACORDADOS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
Multicéntrico de Pds-Graduagao em Ciéncias
Fisiolégicas da Universidade Estadual de
Londrina, para a obtenc¢ao do titulo de doutor.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Marli Cardoso Martins
Pinge
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Rubens Fazan Junior Prof.
Universidade de Sao Paulo — USP

Dr. Hugo Celso Dutra de Souza
Universidade de Sao Paulo — USP

Profa. Dra. Karen Barros P. Fernandes
Universidade Norte do Parana — UNOPAR

Profa. Dra. Graziela Scalianti Ceravolo
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Londrina, 19 de fevereiro de 2015.



AGRADECIMENTOS

Agradeco imensamente a Deus por me dar forga, resignagdo, paciéncia,
compreensao, para me manter firme nesta longa trajetéria.

A minha mae Helena, pelo seu enorme carinho, amor e estimulo em toda minha
formagado pessoal e profissional e pelo seu incentivando para continuar firme em
meu caminho.

Aos meus irmaos queridos, Edna, Aurélio, Enezy e Johara pelo constante apoio e
carinho em nossos encontros, pelas conversas e trocas de experiéncias necessarias
que me auxiliaram a lidar com as adversidades.

Aos meus sobrinhos Mariana, Arthur e Henrique pelas alegrias proporcionadas nos
encontros em familia, onde é possivel sentir que “ser crianga € uma das melhores
partes da vida”.

A minha querida esposa Adriana, por depositar em mim a confianga e o amor
necessarios para permanecer ao meu lado em todos os momentos desta minha
escolha, e por tornar mais suave esta longa trajetoria.

A minha linda filha Isabela, que nasceu durante esse processo de aperfeicoamento
intelectual e que veio para me mostrar que a vida vai muito além disso.

Ao meu lindo filho Vinicius, que também chega durante a finalizagdo de mais uma
etapa deste projeto de vida, trazendo muita confiangca e vontade para esse pai
continuar.

A minha orientadora profa. Dra. Marli, por ter aberto as portas de seu laboratério, e
permitido que eu pudesse aprender a fazer pesquisa.

Aos meus colegas de laboratério os quais tive o prazer de conhecer, pelas
amizades que fizeram nosso trabalho ficar mais agradavel.

A todos os professores que me auxiliaram nesses longos anos nos corredores deste
departamento, pelas trocas de experiéncias e pelas dicas muito importantes.



Aos técnicos do departamento de Fisiologia da UEL pelo auxilio e pelas conversas
que deixavam nossos dias mais alegres.

Aos meus animais (ratos) que foram de suma importancia para o desenvolvimento
deste projeto e contribuiram para mais um achado cientifico em prol da
humanidade.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
suporte financeiro para a realizagdo das minhas pesquisas.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQ) pelo
suporte financeiro de parte das minhas pesquisas no exterior.



As coisas tangfveis
tornam-se insensivets
3 palma da mo.
Mas as cofsas findas
Muito mais que lindas

essas ficardo.

Carlos Drummond de Andrade



Nao sou obrigado a vencer, mas tenho o
dever de ser verdadeiro. Ndo sou obrigado
a ter sucesso, mas tenho o dever de

corresponder a luz que tenho.

Abraham Lincoln



ANDRADE, Ozahyr de. Participacdo do 6xido nitrico no Nucleo Paraventricular do
Hipotalamo (PVN) durante os ajustes cardiovasculares em modelos de estresse
ortostatico em ratos acordados. Tese de doutorado. Programa Multicéntrico de Pos-
Graduacgao em Ciéncias Fisiolégicas. Centro de Ciéncias Bioldgicas. Departamento de
Ciéncias Fisiologicas. Universidade Estadual de Londrina, 2015.

RESUMO

A manutengao da pressao arterial em niveis adequados € de extrema importancia para
a sobrevivéncia humana. Para isso o organismo langa mao de mecanismos reflexos que
realizam esse controle 0 momento a momento, mandando informagdes periféricas para
regides do sistema nervoso central. Areas como o nucleo do trato solitario, area rostral
ventrolateral do bulbo, area caudal ventrolateral do bulbo e nucleo ambiguos, sdo bem
conhecidas dentro da literatura como reguladoras do tonus da pressao arterial.
Atualmente, diversas evidéncias tem demonstrado que o nucleo paraventricular (PVN)
do hipotalamo esta envolvido nas respostas reflexas cardiovasculares relacionados com
0 volume sanguineo e que o Oxido nitrico (NO) é um importante neuromodulador da
funcéo cardiovascular e autondmica no PVN. Assim, o principal objetivo deste trabalho
foi avaliar a modulagao cardiovascular e autondmica exercida pelo NO no PVN durante
as situagdes agudas e crbnicas ocasionadas pelos modelos de estresse ortostatico. No
primeiro estudo foram utilizados ratos Wistar adultos, com canulas-guia direcionadas
para o PVN e com cateteres na arteria e veia femoral.Os animais foram submetidos ao
registro da pressédo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em estado
consciente. Depois de parametros basais serem registrados, foi realizada a
microinjeccao bilateral no PVN de solugéo salina ou de DEA-NONOato, ou Nw-propyl-L-
arginina ou 1400W antes da mudancga postural ou o head-up tilt (HUT) . Nesse estudo
os dados encontrados sugerem um envolvimento do éxido nitrico no PVN durante os
ajustes cardiovasculares solicitados na mudanga postural, principalmente durante a
inibicdo da iINOS que atenuou as variagdes da pressao arterial e a frequencia cardiaca,
assim como uma diminuigdo do componente simpatico durante a mudancga postural. Em
um segundo estudo, ratos Sprague-Dawley adultos foram suspensos pela cauda
durante 14 dias (hindlimb unloaded), canulas-guia direcionadas para o PVN e com
cateteres na arteria e veia femoral além de um eletrodo no nervo renal. Os animais
foram submetidos ao registro da pressao arterial média (PAM) e freqiéncia cardiaca
(FC) e do registro da atividade simpatica do nervo renal em estado consciente. Durante
a retomada das patas traseiras na caixa, foi realizada a microinjecdo bilateral de L-
NMMA no PVN. Nesse estudo, pudemos evidenciar um aumento do efeito tonico pelo
oxido nitrico no PVN na regulagéo cardiovascular e autonomica. Em um terceiro estudo,
utilizou-se ratos Wistar adultos, com artéria e veia femurais cateterizadas e com
canulas-guia direcionadas ao PVN para a microinjecdo de Nw-Propyl-L-Arginina ou
1400W bilateralmente em ratos conscientes para em seguida realizar o head-down tilt
(HDT).. Os dados encontrados nesse estudo sugerem a participagao da via neuronal do
oxido nitrico no PVN envolvido nas alteragdes de pressao arterial e autonédmicas durante
a manobra anti ortostatica. Dessa maneira nossos dados sugerem uma participagéo
diferenciada das isoformas da via nitrérgica no PVN durante as situagdes de mudanga
postural agudas e cronicas.

Palavras-chave: Nducleo paraventricular do Hipotalamo. Desafio postural agudo.
Descondicionamento cardiovascular. Anti ortostase. Modulacao
autondbmica. Sistema cardiovascular.
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ABSTRACT

The maintenance of blood pressure at appropriate levels is of paramount importance for
human survival. For this, organism makes use of reflex mechanisms that perform this
control moment by moment, sending information from peripheral regions to the central
nervous system. Areas such as the nucleus of the solitary tract, rostral ventrolateral
medulla, caudal ventrolateral medulla and nucleus ambiguus are well known in the
literature as the regulatory tonus of blood pressure. Recently, several evidences has
shown that the paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus is involved in
cardiovascular reflex responses related to blood volume and nitric oxide (NO) is an
important neuromodulator of autonomic cardiovascular function. Thus, the main objective
of this study was to evaluate the cardiovascular and autonomic modulation exerted by
NO in the PVN during acute and chronic models of postural challenge. In the first study
adult male Wistar rats were used, with guide cannulas directed to the PVN and catheters
in the femoral artery and vein were implanted to record mean arterial pressure (MAP)
and heart rate (HR) in conscious state. After baseline parameters recordings, bilateral
microinjection was performed into the PVN of saline or DEA-NONOate, or Nw-propyl-L-
arginine, or 1400W, or Carboxy-PTIO prior to postural change or head-up tilt (HUT).
Mean arterial pressure and heart rate spectral analysis of heart rate variability (HRV)
were evaluated at baseline and during HUT. In this study, the data suggest an
involvement of nitric oxide in the PVN during cardiovascular adjustments requested in
postural change, especially during iINOS inhibition attenuated that the variations in blood
pressure and heart frequency, as well as a decrease in the sympathetic component
during the postural change. In a second study, Sprague-Dawley rats were suspended by
the tail for 14 days (hindlimb unloaded), guide cannulas directed to the PVN and
catheters in the femoral artery and vein as well as an electrode in the renal nerve were
implanted to record mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) and the
sympathetic renal nerve activity (RSNA) in conscious state. Returning play with hind legs
the ground, bilateral microinjection of L-NMMA in the PVN was performed in conscious
rats. In this study, we observed a tonic increased effect by nitric oxide into the PVN in
cardiovascular and autonomic modulation. In a third study, we used adult male Wistar
rats and similar procedures were performed as in the first study. Bilateral microinjections
of Nw-Propyl-L-Arginine or 1400W were administered into the PVN. An anti orthostatic
maneuver was performed. Thus, this study suggests nNOS pathway into the PVN alters
blood pressure and autonomic drive during head-down tilt. Thus, our data suggest a
differential involvement of the nitrergic pathway in the PVN during acute and chronic
postural changes.

Key-words: Hypotalamic paraventricular nucleus. Short-term orthostatism.
Cardiovascular decoditioning. Anti orthostatism. Autonomic modulation.
Cardiovascular system.
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1. INTRODUCAO

1.1 Controle cardiovascular durante o ortostatismo

Para sobreviver na Terra, todas as espécies devem possuir a habilidade de
regular momento a momento as alteragdes dos parametros fisiolégicos, permitindo
que seu ambiente interno permanecga estavel apesar das mudangas bruscas no
ambiente externo. Nos seres humanos, esta homeostase é alcangada por reflexos
neurais e enddcrinos os quais sao coordenados pelo sistema nervoso central (SNC)

(VERHEYDEN, 2007).

A adocédo da postura ortostatica promove um grande desafio para o controle
da presséo arterial. A agado da gravidade afeta a distribuicdo de fluido circulante,
levando a um aumento do volume sanguineo nas regides mais inferiores do corpo,
cerca de 300 ml a 800 ml sdo represados na regido esplancnica, pélvica e na
vasculatura das pernas durante uma mudanca postural, levando a uma diminuigao

do retorno venoso e do débito cardiaco (ROWELL, 1993).

Um dos principais papéis do sistema nervoso autbnomo (SNA) em humanos,
principalmente o sistema nervoso simpatico (SNS), € a manutencao dos niveis de
pressao arterial apés um desafio ortostatico. A ativagdo do reflexo barorreceptor
pelos sinais aferentes dos baroceptores carotideos, adrticos e do reflexo
cardiopulmonar, é integrada no SNC, resultando na resposta eferente ao coracao e
aos vasos sanguineos. O resultado é manifestado como uma mudanga na

frequéncia cardiaca (FC), contratilidade do miocardio, capacitadncia venosa e
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resisténcia nas arteriolas. A manutengcao de uma pressao arterial em niveis normais
€ de fundamental importancia para manter a perfusdo de érgaos importantes como

0 cérebro e o proprio coragao, entre outros (ROWELL, 1993; VERHEYDEN, 2007).

1.2 Grupamentos dos neurdnios premotores simpaticos envolvidos no
controle da pressao arterial

O Sistema Nervoso Simpatico (SNS) desempenha um papel fundamental na
manuteng¢ao da homeostase do organismo sob condigdes normais ou sob condigdes
de estresse agudo ou crbénico (KENNEY et al., 2003). O ténus simpatico,
particularmente para o sistema cardiovascular, € gerado por descargas simpaticas
originadas em areas especificas do tronco encefalico. Alguns dos grupamentos
neuronais localizados nesta regido do Sistema Nervoso Central (SNC),
denominados neurdnios premotores simpaticos, enviam projec¢des diretas para os
neurdnios pré-ganglionares simpaticos da coluna intermédio lateral da medula (IML)

(DAMPNEY, 1994).

A coluna IML constitui uma das 4 regides dentro da coluna toracica e lombar
superior que contém os corpos celulares dos neurdnios pré-ganglionares
simpaticos, mediadores do tdbnus simpatico para o organismo (DAMPNEY, 1994;
KENNEY et al.,, 2003; DAMPNEY et al.,, 2003). Historicamente o estudo de
AMENDT et al. (1979) foi pioneiro em demonstrar a existéncia de grupamentos
neuronais que regulam o fluxo simpatico para a coluna IML e dai para os principais
ganglios simpaticos e medula adrenal em ratos. Estudos posteriores, utilizando a

técnica de tragador transneural retrogrado (JANSEN et al., 1995) possibilitaram a
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identificacdo de pelo menos 5 grupos de neurdnios premotores simpaticos conforme
pode ser observado na Figura 1. Fazem parte desses grupos a area
Rostroventrolateral do bulbo (RVLM), area Rostroventromedial (RVMM), Nucleo
Caudal da Rafe, Area A5 (A5) e o Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (PVN)
(DAMPNEY, 1994). Dentre estes, o PVN desempenha um importante papel na
manutengao do tbnus simpatico direcionado para o sistema cardiovascular, e por

ser foco deste estudo, sera descrito em detalhe.

Nucleo Paraventricular do Hipotalamo

Area A5

Bulbo Rostroventrolateral

—— Bulbo Rostroventromedial

': [ N * Nucleo Caudal da Rafe

L.

_.' \\_
IML ‘_J(“ _j\' ~  Neurénios Preganglionares Simpaticos
—

Figura 1- Esquema ilustrativo da localizagdo dos 5 principais grupos de
neurdnios premotores simpaticos do SNC e suas proje¢des para os neurbnios
preganglionares simpaticos da coluna IML. Adaptado de DAMPNEY,
Physiological Review vol. 74, n°2, April, 1994.
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1.3 O nucleo paraventricular do hipotalamo e a manutencdo do tdnus
simpético e da presséao arterial

O PVN localiza-se bilateralmente ao terceiro ventriculo, e pode ser dividido
em duas regides principais compostas por neurdnios magnocelulares e neurdnios
parvicelulares. Os neurdnios magnocelulares localizam-se nas porg¢des laterais do
PVN e sdo especializados na sintese de vasopressina (ADH) e ocitocina. Estes
horménios sao transportados através de projecdes axonais até a hipofise posterior,
onde sao liberados na circulagdo. Dessa forma o PVN participa do controle
neuroendocrino. Os neurbnios parvicelulares localizam-se medialmente e
constituem uma populacdo heterogénea de neurdnios, contendo multiplos
neurotransmissores destinados a realizacdo de diversas funcdes. Parte desses
neurdnios, especificamente aqueles localizados na porg¢ao dorsal e ventral da regido
parvocelular, projetam-se para outras regides do SNC envolvidas no controle das
fungbes autondmicas, como o RVLM e a coluna IML (BLAIR et al., 1996; BADOER,

2001).

Regiao
Parvicelular

Regiéao
Magnocelular

Figura 2- Desenho ilustrando a divisdo do PVN em duas regides distintas: regido
magnocelular e parvicelular. Adaptado de BLAIR et al., Clinical and Experimental
Pharmacology and Physiology 23: 161-165, 1996.
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Os neurdnios do PVN que enviam proje¢des para os neurénios da RVLM tém
sido alvo de muitos estudos, devido a importancia deste nucleo na regulagao
simpatica do sistema cardiovascular (DAMPNEY, 1994). A area RVLM é uma regiao
critica para a manutencéo do ténus simpatico e dos niveis basais de pressao arterial
(PA) (GUERTZENSTEIN & SILVER, 1974; DAMPNEY, 1994). Estudos com tragador
neuronal anterogrado, mostraram que as células da RVLM enviam projec¢des para
nucleos pré-motores simpaticos especificos e para os neurdnios pré-ganglionares
simpaticos em todos os niveis da coluna IML, podendo assim exercer um potente e

difuso controle do fluxo simpatico (DAMPNEY et al., 1987; ROSS et al., 1984).

Badoer (2001) demonstrou que a maioria dos neurénios de um dos lados do
PVN projeta-se para a RVLM ipsilateral, sendo que a maior concentracédo de
neurdnios relacionados a esta projecédo, encontram-se na porg¢ao rostro-dorsal do
PVN. Badoer (2001) observou ainda, que a distribuigdo dos neurénios do PVN que
enviam projegdes para a coluna IML foi bastante similar, possibilitando afirmar pela
primeira vez que existem neurénios do PVN que enviam proje¢des tanto para a area
RVLM quanto para neurdnios pré-ganglionares simpaticos da coluna IML, inclusive
aqueles que se projetam para o coragao, medula adrenal e rins (SAWCHENKO &

SWAMSON, 1983; STRACK et al., 1989).

Dessa forma, os neurdnios do PVN podem influenciar o tébnus simpatico
através de suas conexdes diretas com a coluna IML indiretamente, através de suas
conexdes com a area RVLM, que subsequentemente também inerva a coluna IML,
e ainda das duas formas simultaneamente (BADOER, 2001; BLAIR et al. 1996,

SWANSON & MCKELLAR, 1979; SWANSON & SAWCHENKO, 1980; TAILOR &
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WEAVER, 1992). Quanto as aferéncias, sabe-se que os neurénios do PVN recebem
projecbes de varias areas envolvidas na regulagdao do sistema cardiovascular

(DAMPNEY, 1994).

O nucleo do Trato Solitario (NTS), uma area envolvida com a regulagao
reflexa da PA, envia projegdes primariamente para neurénios da regido parvicelular,
enquanto que a RVLM envia projegbes tanto para os neurbnios da regiao
parvicelular quanto da magnocelular (CUNNINGHAM & SAWCHENKO, 1988;
CUNNINGHAM et al., 1990; SWANSON & SAWCHENKO, 1983). Estas conexdes
neuroanatdbmicas permitem que informacdes determinantes ao sistema
cardiovascular oriundas do NTS e RVLM, areas criticas envolvidas na regulagao
reflexa da PA, sejam provavelmente moduladas pelos neurénios do PVN (BLAIR et
al., 1996; DAMPNEY, 1994). O PVN recebe ainda aferéncias de outras areas
hipotalamicas importantes na regulagdo cardiovascular, como o Hipotalamo
Dorsomedial (DMH), um nucleo envolvido na resposta cardiovascular ao estresse

(DIMICCO e cols., 2002).

Além das inter-relagdes dos neurbnios do PVN com outras areas do SNC
envolvidas na regulagdao autondmica, o PVN tem sido implicado em fungdes
diversas como o controle da osmolaridade, temperatura, termogénese e secrecao
de horménios (MARTIN & HAYWOOD, 1992). Dessa forma o PVN pode ser
reconhecido como um local de integragdo de respostas autondmicas,
neuroenddcrinas, e comportamentais (SWANSON & SAWCHENKO, 1980; BLAIR et
al., 1996), exibindo um grande numero de neurotransmissores inibitorios e

excitatérios para a realizagao destas fungbes (SWANSON & SAWCHENKO, 1983).
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Numerosos estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar os efeitos de
diferentes neurotransmissores na regiao do PVN sobre os niveis de atividade

eferente simpatica e no controle cardiovascular (KENNEY et al., 2003).

A maioria dos neurotransmissores presentes no SNC sdo encontrados no
PVN. Entre estes, o acido gama-aminobutirico (GABA) (ZHANG & PATEL, 1998;
ZHANG et al, 2002; ALLEN, 2002) e o 6xido nitrico (NO) atuam como mediadores
inibitérios no PVN para influenciar respostas cardiovasculares, enquanto que o
glutamato (GLU) (BAINS & FERGUSON, 1997 a, b) e angiotensinas (Ang Il) (Li &
FERGUSON, 1996; PFISTER et al., 1997) exercem efeitos excitatorios sobre

reflexos cardiovasculares e atividade simpatica reflexa (MIYAWAKI et al., 1996).

Os mecanismos GABAérgicos quando alterados podem resultar em
modificagdes dos niveis de atividade simpatica. O bloqueio GABAérgico no PVN
promove elevagao acentuada de descargas simpaticas, indicando que existe uma
potente inibicdo tbnica simpatica, mediada por GABA nesta regido (LI & PATEL,
2003). Isto foi evidenciado através de estudos em que a desinibicdo do PVN através
da microinjegdo do antagonista do receptor GABAA, bicuculina, promoveu uma
elevacao acentuada de descarga simpatica e dos niveis de PA e FC (MARTIN et al.,
1991; KANNAN et al., 1988; CHEN & TONEY, 2003). Por outro lado, a inibigdo do
PVN com muscimol, um agonista do receptor GABAA, reduziu os niveis de atividade
simpatica e de PA em animais normotensos anestesiados (ALLEN, 2002). ALLEN
(2002) demonstrou inclusive, que sub-regides do PVN apresentam um efeito mais
pronunciado de redugéo destas variaveis quando inibidas por agonista de receptor

GABAA. Quanto mais proximas ou dentro do PVN forem as microinjecbes, mais
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acentuado é o efeito de inibicdo simpética e cardiovascular demonstrando que este
efeito deve-se a interagdo do muscimol com os receptores GABAa no PVN, e ndo

devido a um efeito inespecifico (ALLEN, 2002).

1.4 O nucleo paraventricular do hipotalamo e o 6xido nitrico

O NO é considerado como um neurotransmissor atipico conhecido por
desempenhar um importante papel no PVN em estudos in vivo e in vitro (HORN et
al, 1994; STERN et al., 2003 E MARTINS-PINGE et al., 2013), assim como o seu
envolvimento no controle da atividade simpatica (ZHANG et al., 1997;. ZHANG e
PATEL, 1998). Estudos descrevem a participacdo do NO no PVN e a sua relagao
com o sistema cardiovascular. Bains e Ferguson (1994) observaram que o NO age
no PVN inibindo a liberacdo de angiotensina e dessa forma atenuando a pressao
arterial, assim como Horn et al. (1994) observaram que o NO aumenta a liberacao
de determinados aminoacidos no PVN e levando a diminuigdo da pressao arterial.
Outros trabalhos demonstram que o sistema nitrérgico endégeno no PVN produz
diminuigdo da atividade nervosa simpatica renal ( ZHANG et al., 1997; LI et al.,
2003). Além disso, o NO no PVN exerce um importante papel modulando a
atividade nervosa simpatica renal, e na regulacdo da excrecdo de sédio e agua

durante o reflexo de volume (LI et al., 2003) .

Algumas evidéncias sugerem que o NO é um neurotransmissor inibitério no
PVN (BAINS e FERGUSON, 1997), alteracbes na sinalizagdo nitrérgica neste

nucleo podem contribuir para os estados patoldégicos como o descondicionamento
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cardiovascular (MUELLER et al., 2003), e evidéncias mais recentes mostraram a
contribuicdo da glia na liberacdo de NO e a sua diminui¢do contribuindo para o
mecanismo neurohumoral da insuficiencia cardiaca (BIANCARDI et al., 2011). Além
disso, tem-se sugerido que a intolerancia ortostatica possa ser influenciada por
alteragbes endoteliais da oOxido nitrico sintase, bem como a exposicédo a
microgravidade ou o repouso prolongado levariam a redugdo do 6xido nitrico nas
artérias sistémicas (VAZIRI et al., 2000), e niveis aumentados nas regides do
cérebro contribuindo para alteragdes nos ajustes cardiovasculares e autondmicos

quando retomada a posicao ortostatica (MUELLER et al., 2005)..

1.5 O PVN naregulacdo da volemia

Numerosos estudos demonstram que mudancgas na pressao arterial ocorrem
em resposta a ativacdo do PVN. Ele recebe uma variedade de aferéncias, e os
neurdnios parvocelulares que se projetam para a espinha dorsal respondem a
numerosos estimulos cardiovasculares. Estudos eletrofisiolégicos sugerem que os
neurdnios do PVN sao baro-sensiveis, e respondem a mudancgas do volume de
sangue (MUELLER et, al., 2003). Estudos realizados em ratos, usando proteinas
Fos para identificar neurdnios ativados no cérebro sugerem que os neurénios no
PVN com proje¢des para a coluna intermédio-lateral ou para a RVLM podem ser
ativados por quedas no volume sanguineo (BADOER et al., 1993). O PVN expressa
a proteina Fos em resposta a mudangas na pressao arterial (MUELLER, et, al.,
2003). Segundo estudos realizados por BADOER em 2001, uma hemorragia severa

em que 20-25% do volume de sangue foi retirado e a pressao arterial foi reduzida
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drasticamente, houve um aumento significativo na ativacdo de neurdnios do PVN

que expressam Fos.

Alguns trabalhos do nosso laboratério evidenciaram a participagéo do nucleo
paraventricular do hipotalamo nas respostas cardiovasculares as mudancas
posturais em ratos ndo anestesiados quando realizado o bloqueio deste nucleo
revelando uma continua queda da presséo arterial durante o desafio ortostatico (De
ANDRADE et al., 2012; 2014). Dessa forma, é provavel que neurdnios do PVN
participem das respostas compensatérias do sistema cardiovascular devido as
mudangas posturais, quando a pressao arterial e o volume de sangue ao nivel dos

corpos carotideos diminuem, como ocorre durante a manobra de “head up tilt”.

1.6 Modelos para avaliar os parametros cardiovasculares durante o estresse
ortostatico

1.6.1 “Head-up tilt”

Os testes de ortostatismo (tilt) em humanos, como a prancha de inclinagao,
promovem decréscimos no retorno venoso e no débito cardiaco que resultam em
aumentos reflexos na FC e na resisténcia vascular periférica (RVP) através das vias
barorreflexas arteriais e cardiopulmonares, permitindo a manutencao da pressao
arterial durante o desafio ortostatico. Respostas autonémicas normais devido a
ortostase parecem envolver um equilibrio entre a atividade vagal cardiaca eferente e
atividade simpatica para o coragdo e vasculatura (balango simpato-vagal)

(BAHJAOUI-BOUHADDI et al., 2000; PARKER-JONES et al., 2003). Dessa forma, o
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aumento reflexo da FC com o “ilf” envolve um decréscimo da atividade

parassimpatica e um aumento da atividade simpatica para o coracgao.

A maioria dos protocolos com animais usados nos estudos de ortostatismo
foram realizados com o animal em um estado anestesiado, que embora tenha a
vantagem de minimizar a variabilidade cardiovascular dos animais n&o
anestesiados, devido a interferéncia da anestesia, sdo conhecidos por alterar os
padrdes das respostas cardiovasculares reflexas (MAGGI & MELI, 1986). Até o
momento apenas poucos estudos foram conduzidos em modelos animais no estado
nado anestesiado. RAFFAI e colaboradores. (2005) observaram que a manobra
postural em animais (head-up tilt) promoveu um aumento do pico pressoérico o qual
foi atenuado com o tratamento com prazosin, € que em ratos conscientes
respondem a ortostase sustentada com aumento do pico pressorico provavelmente
como um resultado do aumento da atividade simpatica. Em outro trabalho (RAFFAI
et al., 2006) foi demonstrado que ratos n&o anestesiados respondem ao head-down
tit com uma elevagao sustentada da pressdo sanguinea independente da sintese
de NO. No trabalho de BEDETTE e colaboradores (2008), os autores mostraram
que ambos os tratamentos com losartan e telmisartan, antagonistas dos receptores

AT1, promovem uma significante resposta hipotensiva apds o tilt.
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1.6.2 “Hindlimb-Unloaded”

Individuos que permanecem muito tempo em missdes espaciais ou aqueles
que permanecem acamados por longos periodos de tempo, apresentam varias
alteragdes fisioldgicas, incluindo uma mudanga central nos fluidos corporais,
seguida por uma redugéo do volume de sangue e de plasma total e atrofia muscular
sdo bem conhecidos apds a exposi¢cdo prolongada a microgravidade ou repouso
acamado em humanos (CHOBANIAN et al., 1974; BUCKEY et al., 1996; FRITSCH-
YELLE 1994). Quando ocorre o retorno ao ambiente de 1G ou a atividade normal,
esses individuos podem exibir taquicardia de repouso, diminuicado da capacidade de
exercicio e aumento da incidéncia de intolerancia ortostatica (SHELLOCK et al.,

1985; OVERTON et al., 1989; OVERTON et al., 1990; MARTEL et al., 1996).

Os mecanismos que explicam essas mudangas ainda nao estao
solucionados, embora a atrofia cardiaca, reatividade vascular alterada, hipovolemia
e controle barorreflexo alterado de atividade nervosa simpatica tenham sido
sugeridos (COVERTINO et al., 1990; FORTNEY et al., 1996; PAWELCZYK et al.,
2001). O hindlimb unloaded (HU) em ratos € um modelo que apresenta varias
alteracbes observadas em humanos expostos a microgravidade ou repouso
prolongado, como: taquicardia de repouso, reducao da capacidade de exercicio e
intolerancia ortostatica. Alguns estudos mostraram que as alteragdes no sistema do
NO periférico e central podem contribuir de forma importante na regulacao

cardiovascular (MUELLER et al., 2003, 2005).
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1.6.3 “Head-down tilt”

Com o desenvolvimento da medicina espacial nas ultimas décadas, houve
grande interesse em investigar as adaptacbes fisiologicas que ocorrem em
individuos expostos a situagdes que mimetizam a microgravidade. Mudangas
organicas e sistemicas como cardiovasculares podem levar a intolerancia
ortostatica, e possivelmente essa alteragcdo seja devido a redugdo da resposta do

barorreflexo (COVERTINO, 1990; FRITSCH, 1992).

Quando um individuo assume a posicdo antiortostatica, ocorre uma
modificagdo nos fluidos corporais levando a aumento do retorno venoso e do
volume de ejecao, da mesma forma, ocorrendo aumento da presséao arterial sistdlica
imediatamente apdés assumir o head-down tilt (HDT) (RAFFAI et al.,, 2006), ao
mesmo tempo em que ocorre diminuicao da frequéncia cardiaca (BUTLER, 1990).
Embora os efeitos hemodindmicos e reflexos sejam bem conhecidos, possiveis
participagbes de areas do sistema nervoso central relacionadas com a volemia

ainda nao estdo bem esclarecidas durante situagdes anti ortostaticas a curto prazo.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora os mecanismos responsaveis pela ativagao do sistema nervoso
simpatico nas respostas compensatérias a mudanga postural estejam bem
compreendidos, o envolvimento de areas do sistema nervoso central e os possiveis
neurotransmissores envolvidos nessas respostas ainda ndo sao conhecidos
totalmente. Trabalhos anteriores do nosso laboratério mostraram a participagado do
nucleo paraventricular do hipotalamo na modulagcdo da PA e do SNS durante a
exposicao a um desafio ortostatico. No entanto, os possiveis neurotransmissores no
PVN envolvidos nesses ajustes, ainda ndo foram elucidados. Também é sabido que
o NO exerce uma importante modulagao sobre os neurdnios do PVN em situagdes
fisiolégicas e patoldgicas e parece possuir papeis diferentes dependendo da via pela
qual sua producéo foi ativada. Dessa forma, para este estudo pretendeu-se avaliar
os efeitos do bloqueio seletivo das vias do 6xido nitrico no PVN sobre os parametros
cardiovasculares e autondémicos em diferentes modelos de estresse ortostatico,
tanto em situagées agudas como crénicas. Tendo considerado a interferéncia da
anestesia sobre a fungcéo cardiovascular, este estudo avaliou todos os parametros

em animais nao anestesiados.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste estudo foi o de avaliar o envolvimento do 6xido
nitrico no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) durante as alteragbes
cardiovasculares e autondmicas em ratos ndo anestesiados submetidos a diferentes

modelos de mudanga postural.

3.2 Objetivos Especificos

1- Evidenciar a participacdo do oxido nitrico no PVN, através de inibidores da
oxido nitrico sintase nas compensacgdes cardiovasculares durante o head-up

tilt (HUT).

2- Avaliar a participagao do sistema nervoso autbnomo, através dos parametros
espectrais da variabilidade da PA e da FC, nos ajustes cardiovasculares nos

animais acordados e submetidos ao head-up tilt (HUT).

3- Evidenciar a participacdao do 6xido nitrico no PVN, através do inibidor nao
especifico da oxido nitrico sintase nas compensacdes cardiovasculares no
modelo crénico que mimetiza microgravidade em animais acordados (hindlimb

unloaded).
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4- Avaliar a participagdo do sistema nervoso autbnomo, através da atividade
simpatica do nervo renal, no modelo crénico que mimetiza microgravidade em

animais acordados, “hindlimb unloaded” (HU).

5- Evidenciar a participagdo do o6xido nitrico no PVN durante os ajustes
cardiovasculares na mudancga postural anti ortostatica pelo “head down tilt”

(HDT).

6- Avaliar a participagdo do sistema nervoso autdbnomo, através da analise
espectral, durante os ajustes cardiovasculares na mudanca postural anti

ortostatica pelo “head down tilt” (HDT).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudo | - Head-up tilt

O estudo | foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas (CIF) do
Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina (UEL)
no Brasil, e todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual de Londrina com registro

no CEEA sob o n°. 5519.2012.22.

4.1.2 Animais

Para o estudo | foi utilizado ratos Wistar, pesando entre 330 e 350gq,
provenientes do biotério central da Universidade Estadual de Londrina. Os animais
foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: Salina, DEA-NONOato,
1400w, Nw-Propyl-L-Arginina. Os ratos foram mantidos no biotério do Departamento
de Ciéncias Fisiologicas em gaiolas coletivas (maximo de 5 animais) a temperatura
de 21°C, com ciclo claro/escuro de 12h. Agua e racdo padrdo para animais de

laboratério foram fornecidos “ad libitum”.



Materiais e Métodos | 2015
36

4.1.3 Implante de canulas-guia direcionadas ao PVN

Este procedimento foi realizado em todos os animais de acordo com DE
ABREU e colaboradores (2009). Inicialmente os ratos foram anestesiados com
tribromoetanol (50 mg/kg i.p.), 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 cabecga 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 e
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 inclinagcao (0 grau). Para dar suporte
as canulas-guia, foi utilizada uma peca (“pé de pato”) com encaixe 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 reforgar a fixagdo das canulas-guia pelo acrilico. Essas canulas foram
fixadas no cranio com resina acrilica. Apés a completa fixagado da canula, a torre do
estereotaxico foi removida e com o objetivo de ndo obstruir as canulas-guia até a
realizacdo dos experimentos, foi introduzido nas mesmas um oclusor. Em seguida, o
animal foi retirado do aparelho estereotaxico e como medida profilatica, apos a
cirurgia cerebral foi administrada uma dose de penicilina por via intramuscular. Em
seguida, o animal retornou ao biotério e la permaneceu por 5 dias para recuperagao

da cirurgia.
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4.1.4 Cateterizacdo da artéria e veia femorais

Apos os 5 dias de recuperagdo (24 horas antes dos experimentos), os
animais foram submetidos a nova cirurgia sob anestesia de tribromoetanol (50
mg/kg i.p.) para cateterizagao cronica da artéria e veia femorais, com o objetivo de
monitorizacdo da pressao arterial e administracdo de drogas quando necessario,
respectivamente. As canulas foram confeccionadas a partir de 3 cm de polietileno

PE-10 conectado a um segmento de 17 cm de PE-50.

Uma incisao de 1,0 cm foi realizada na fossa iliaca direita do animal
e a artéria femoral foi dissecada. Uma linha de costura foi utilizada para isolar a
regido distal da artéria femoral e uma pinga hemostatica foi nela colocada,
obstruindo 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. Apds esse procedimento, as
canulas foram exteriorizadas na regido dorsal do animal através de um trocater por
via subcutanea e fixadas a pele por sutura cirurgica. As canulas foram preenchidas

com salina heparinizada e fechadas com um oclusor.

As canulas foram confeccionadas a partir de 3 cm de polietileno PE-10
conectado a um segmento de 17 cm de PE-50. Apds o retorno da anestesia, cada
animal era colocado em uma gaiola individual com agua e ragéo, e permanecendo

até a hora do experimento no dia seguinte.
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4.1.5 Registro da presséao arterial e da frequéncia cardiaca

Apods 24 horas da canulagéo, os animais foram submetidos ao registro basal
da presséo arterial, seguido do protocolo experimental. O registro direto da pressao
arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) foi realizado através de uma céanula
previamente implantada na artéria femoral. O registro foi feito com os animais
acordados e com livre movimentagcdo de acordo com trabalhos prévios do

laboratorio (MARTINS-PINGE et al., 2005, 2007).

A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressao
(Powerlab modelo MLTO0380) e conectado a um sistema de registro
computadorizado (Powerlab/ADInstruments), obtendo-se assim a presséo arterial
pulsatil (PAP). A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) eram
registradas em um segundo e terceiro canal respectivamente, sendo obtidas da

PAP.

Durante o periodo de registro os animais foram mantidos em caixas
individuais em ambiente silencioso e desprovidos de estimulos estressantes.
Experimentos pilotos ja evidenciaram que os procedimentos utilizados neste
trabalho ndo causam reagdes dolorosas ou outro tipo de comportamento que
interfira no registro cardiovascular ou que néo seja previsivel pela administragéo de

certas substancias no PVN.
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4.1.6 Protocolo experimental

Apos o registro basal da pressdo arterial (£ 30 minutos) era realizada a

microinje¢ao de drogas no PVN.

4.1.6.1 Tratamento Farmacol6gico do PVN

Em grupos experimentais diferentes foi realizada a microinjecdo de drogas
bilateralmente no PVN: grupo DEA-NONOato (doador de NO, 50 nmol/100 nL),
grupo Nw-Propyl-L-Arginina (inibidor seletivo da nNOS, 4 nmol/100 nL), grupo
1400W (inibidor reversivel da iNOS, 2 nmol/100 nL), ou grupo salina fisiologica
(grupo controle, 100 nL). Uma canula microinjetora com comprimento de 21 mm,
conectada em um tubo de polietileno (PE-10), e este a uma seringa Hamilton (701),
foi colocada no interior da canula guia, injetando-se 100 nanolitros (nL) de cada
droga. As concentragdes da droga foram baseadas em trabalho seguinte literatura:
Saline (Martins Pinge et al 2007); Nw-Propil-L-arginina (Busnardo et al., 2010); DEA-

NONOate (Yao et al., 2007); 1400W (Tabrizian et al., 2010).

4.1.6.2 Head-up Tilt

Apés o tratamento farmacoldégico, 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, o contensor por sua vez,

estava fixado em uma plataforma movel na posi¢cdo horizontal. Em seguida, os
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animais eram submetidos ao teste de estresse ortostatico de acordo com o descrito
por BEDETTE et al., 2008, que consistia em elevar a plataforma, pelo lado onde
estava posicionada a cabeca do animal de uma posi¢ao horizontal para uma
inclinacdo de 75°, em aproximadamente 1 segundo. Os ratos, conectados ao
sistema de registro cardiovascular, eram mantidos nessa posi¢do por 15 minutos.
ApOs esse periodo, os animais retornavam a posi¢ao horizontal (em 1 segundo) e
permaneceram por mais outro periodo de 15 minutos, até que os parametros
cardiovasculares se estabilizassem (periodo de recuperagéo). Apos a conclusédo do
protocolo experimental, os animais eram sacrificados com sobredose de

pentobarbital sddico.

4.1.7 Marcacao e histologia do cérebro

Apods o término do protocolo experimental e sacrificio dos animais, os sitios
de microinje¢cdo foram marcados com uma solugdo 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 histolégico e analise das laminas.

Os cérebros foram seccionados em microtomo de congelamento através de
cortes de 40 um para a regido do PVN. Os cortes obtidos foram posicionados e
fixados em laminas de vidro e corados pela técnica do vermelho neutro 1%. Estes
cortes foram analisados ao microscopio Optico e comparados ao Atlas Cerebral de
Ratos (PAXINOS E WATSON, 1998). Somente os animais que tiveram os sitios

marcados na area do PVN foram considerados como animais experimentais.
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4.1.8 Variabilidade da presséo arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC)

A analise da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da presséo arterial
sistolica (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&o realiza aquisigdo de dados,
registros de PA basal e durante a manobra ortostatica (Tilt) de pelo menos 15
minutos de duracédo, foram processados pelo programa computacional LabChart 7.0
(ADinstruments, Bella Vista, Australia), o qual € capaz de detectar pontos de
inflexdo nos pulsos de pressao e gerar séries, batimento-a-batimento, com valores

de IP e PAS para cada ciclo cardiaco.

As séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP e PAS foram
reamostradas em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolagcado 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 sobreposicao 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.

Apos a inspecéo visual dos segmentos com valores interpolados de IP e PAS
e da inspecao 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 (ms?

ou mmHg?) e normalizadas (un). Os valores normalizados foram obtidos por meio de


http://www.danielpenteado.com/
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calculos da poténcia relativa das bandas de LF e HF levando em consideragao a
poténcia total de espectro menos a poténcia de banda de muito baixa frequéncia
(VLF: < 0,20 Hz). Para avaliar o balango simpatovagal cardiaco, calculou-se a razao

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

4.1.9 Analise da sensibilidade do barorreflexo espontaneo

A sensibilidade barorreflexa (SBR) foi avaliada no dominio da frequéncia por
meio do Método da Sequéncia. Utilizando-se o programa computacional

CardioSeries v2.4 (http://www.danielpenteado.com), séries temporais batimento-a-

batimento com valores de IP e PAS foram utilizadas para analise da SBR. As séries
temporais foram analisadas em busca de sequéncias de quatro ou mais batimentos
nos quais aumentos progressivos da PAS foram acompanhados por aumentos
progressivos do IP, ou redugbes progressivas da PAS foram acompanhadas por
reducdes progressivas do IP. Para detecgédo das alteragdes da PAS e do IP foram
utilizados os limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente. Apds a detecgdo de uma
rampa de PAS (sequéncia de quatro ou mais batimentos, nos quais aumentos ou
reducdes progressivas da PAS foram acompanhados, ou ndo de aumentos ou
reducées do PI), o programa computacional buscava por alteragdes no IP sem
qualquer intervalo, ou seja, delay de zero batimento. Uma sequéncia barorreflexa s6
foi utilizada quando o coeficiente de correlagéo (r) entre os valores de PAS e IP for

maior ou igual a 0,8. A SBR foi determinada a partir da média de inclinagéo da reta
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da regressao linear entre os valores de PAS e IP de cada sequéncia barorreflexa

encontrada.

4.1.10 Anélise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa estatistico
‘INSTAT” (GraphPad, San Diego, CA). As comparacgdes feitas ao longo do tempo
foram analisadas por Analise de Variancia (two-way ANOVA) seguido do pods test
Bonferroni; e as comparagdes entre os grupos controles e experimentais foram
analisadas pelo teste t-Student, considerando as diferencgas significantes para um

valor de p<0,05.
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4.2 Estudo Il = “Hindlimb Unloaded”

O estudo |l foi realizado no Instituto John Dalton Cardiovascular Research
Center na Universidade de Columbia no Missouri nos Estados Unidos da América, e
todos os experimentos foram revisados e aprovados pelo Animal Care and Use
Comettee (ACUC) da mesma instituigho sob o protocolo 6573. E todos os
procedimentos foram realizados seguindo o guia estabelecido pelo Instituto Nacional

de Saude (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals).

4.2.1 Animais

No estudo Il foram utilizados ratos Spreague Dawley (Harlan Spreague
Dawley, Indianapolis, IN), pesando entre 220 e 250g. Os animais foram divididos
aleatoriamente em grupos experimentais: sem suspensao e com suspensao. Ragao
(Formulab Diet, 0.28% sodium; Purina, St. Louis, MO) e agua foram ofertadas a
vontade para todos os grupos de animais. Os animais foram mantidos no biotério

do Instituto com ciclo claro e escuro de 12h a uma temperatura de 21°C.

4.2.3 “Hindlimb unloaded”

Os ratos foram divididos aleatériamente em grupo controle e grupo “hindlimb
unloaded”, foram anestesiados com isoflurano para implantar o aparelho de
suspensao e colocar pequeno e leve gesso toracica (10g; Specialist plaster

bandages; Johnson & Johnson). O aparelho de suspensao é composto por dois fios
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de aco inoxidavel (0.029-mm diameter; Small Parts) passado através do quinto e
sétimo espaco intervertebral caudal e formado um circulo (4,5 cm de diametro) com
um pequeno anel isolante (0,5 cm de didmetro). Um periodo de 10 dias foi dado
para o animal se recuperar antes da aclimatacao a suspensao (HU). A aclimatacao
consiste na suspensao dos membros posteriores (30-35°) durante trés dias em um
periodo de 1 a 2 horas por dia. Apos o periodo de aclimatagéo, os animais eram
suspensos (HU) durante 14 dias. Os animais controle (CC) eram mantidos em
gaiolas individuais para um periodo de tempo semelhante. Ao término do periodo de
suspensdo, os animais eram retirados do aparelho de suspensao colocados em
uma caixa para o registro da pressao arterial, frequéncia cardiaca e atividade do
nervo renal. Apos o registro dos parametros basais, era realizado o tratamento
farmacologico. Apdés a conclusdo do protocolo experimental, os animais eram

sacrificados com sobredose de pentobarbital sédico.

4.2.4 Implante de canulas-guia direcionadas ao PVN

Este procedimento foi realizado em todos os animais de acordo com De
Abreu e colaboradores (2009). Inicialmente os ratos foram anestesiados com
isoflurano, 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 e WATSON, 1998) utilizaram como
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referéncia a sutura bregma (AP= -1,4 mm, L= 0,5 mm; DV= 6,5 mm). A torre foi
posicionada sem inclinagdo (0 grau). Para dar suporte as canulas-guia, foi utilizada
uma peca (“‘pé de pato”) com encaixe para as canulas-guia separados por uma
distdncia de 1 mm. Foram colocados dois parafusos pequenos, um em cada
extremidade da abertura no sentido rostro-caudal, com o objetivo de reforgcar a
fixagdo das canulas-guia pelo acrilico. Essas canulas foram fixadas no cranio com
resina acrilica. Apés a completa fixagdo da canula, a torre do estereotaxico foi
removida e com o objetivo de ndo obstruir as canulas-guia até a realizagdo dos
experimentos, foi introduzido nas mesmas um oclusor. Em seguida, o animal foi
retirado do aparelho estereotaxico e como medida profilatica, apdés a cirurgia
cerebral foi administrada uma dose de penicilina por via intramuscular. Em seguida,
o animal retornou ao biotério e 1&a permaneceu por 5 dias para recuperacdo da

cirurgia.

4.2.5 Cateterizacdo da artéria e veia femorais

Apds os 5 dias de recuperagdo (24 horas antes dos experimentos), os
animais foram submetidos a nova cirurgia sob anestesia isofluroano, para
cateterizagao crbnica da artéria e veia femorais, com o objetivo de monitorizagéo da

pressao arterial e administracdo de drogas quando necessario, respectivamente.

Uma incisao de 1,0 cm foi realizada na fossa iliaca direita do animal
e a artéria femoral foi dissecada. Uma linha de costura foi utilizada para isolar a

regido distal da artéria femoral e uma pinga hemostatica foi nela colocada,
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obstruindo 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. Apds esse procedimento, as
canulas foram exteriorizadas na regido dorsal do animal através de um trocater por
via subcutanea e fixadas a pele por sutura cirurgica. As canulas foram preenchidas

com salina heparinizada e fechadas com um oclusor.

As canulas foram confeccionadas a partir de 3 cm de polietileno PE-10
conectado a um segmento de 17 cm de PE-50. Apds o retorno da anestesia, cada
animal era colocado em uma gaiola individual com agua e ragdo, e permanecendo

até a hora do experimento no dia seguinte.

4.2.6 Implante de eletrodo no nervo renal

Apos a anestesia com isoflurano, era realizada uma incisdo na cavidade
retroperitoneal do lado esquerdo do animal para a identificacido do nervo renal. Com
o auxilio de afastadores, o nervo renal era dissecado e limpo de tecido conjuntivo e
um eletrodo era colocado. O eletrodo era composto de dois fios de prata e isolados
por Teflon (0,0005 de diametro). O isolamento de teflon era removido nas pontas do
eletrodo e as pontas eram dobradas até formarem pequenos ganchos para possivel
conexao com o nervo renal. Apos a colocacdo do eletrodo no nervo renal
esquerdo, tanto o nervo quanto o eletrodo foram recobertos com gel
polyyinylsiloxane que foi deixado endurecer antes da finalizagdo da cirurgia. Um fio

terra foi implantado na musculatura circunvizinha do dorso do animal. O fio do
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eletrodo foi exteriorizado juntamente com os cateteres da veia e da artéria femurais,
na regiao cervical dorsal do animal. Apos a recuperacédo da enestesia, 0s animais
eram devolvidos as suas gaiolas, com ou sem suspensao e eram levados ao

biotério para descancgar por 24 horas.

4.2.7 Registro da presséao arterial e da frequéncia cardiaca

Apos 24 horas da canulagéo, os animais foram submetidos ao registro basal
da presséo arterial, seguido do protocolo experimental. O registro direto da pressao
arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) foi realizado através de uma canula
previamente implantada na artéria femoral. O registro foi feito com os animais
acordados e com livre movimentacdo de acordo com trabalhos prévios do

laboratorio (MARTINS-PINGE et al., 2005, 2007).

A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressao
(Powerlab modelo MLTO0380) e conectado a um sistema de registro
computadorizado (Powerlab/ADInstruments), obtendo-se assim a pressao arterial
pulsatil (PAP). A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) eram
registradas em um segundo e terceiro canal respectivamente, sendo obtidas da

PAP.

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 ndo causam reagdes dolorosas ou outro tipo de comportamento que
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interfira no registro cardiovascular ou que nao seja previsivel pela administragao de
certas substancias no PVN. Caso isso acontecesse, os animais eram imediatamente

anestesiados e descartados como sujeitos experimentais.

4.2.8 Registro da atividade simpética do nervo renal

A atividade simpatica do nervo renal foi amplificada 1000 vezes, utilizando um
filtro (30 Hz-3 kHz). A atividade do nervo foi monitorada com o auxilio de um
osciloscopio (Tektronix) e um monitor de audio (Grass M8). A atividade do nervo foi
retificada e integrada usando um conversor (root-mean square) com uma constante
de tempo de 28 ms. O sinal foi entdo medido electronicamente e a média do sinal foi
usada como uma medida relativa da ativida simpatica nevosa renal (RSNA). O ruido
de fundo na gravacao do nervo simpatico foi determinado apds os ratos serem
sacrificados. Todas as experiéncias foram realizadas dentro de uma gaiola de
Faraday para diminuir o ruido eléctrico. Todos os dados foram registados em um
computador utilizando um software de aquisicdo de dados (PowerlLab; ADI

Instruments).

4.2.9 Protocolo experimental

Apds o registro basal da pressao arterial (+ 30 minutos) era realizada a

microinjecao de droga no PVN.
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4.2.9.1 Tratamento Farmacologico do PVN

Em grupos experimentais diferentes foi realizada a microinjecdo de drogas
bilateralmente no PVN: Grupo Controle ou Hindlimb Unloaded L-NMMA (inibidor ndo
seletivo das 6xido nitrico sintases, 2 Mm/100nL),ou grupo aCSF (100 nL) controle
ou Hindlimb Unloaded. Uma agulha microinjetora com comprimento de 21 mm,
conectada em um tubo de polietileno (PE-10), e este a uma seringa Hamilton (701),
foi colocada no interior da cénula guia, injetando-se 100 nanolitros (nL) de cada

droga bilateralmente.

4.2.9.2 Retorno a acéo da gravidade

Para mimetizar as condi¢cées de retorno para um ambiente de 1G ou a uma
postura erecta, foram realizados todos os experimentos com os ratos removidos do
aparelho de suspensdo e em uma posi¢cao horizontal. Os animais foram colocados
numa gaiola experimental preenchido serragem da sua gaiola de origem. A gaiola
experimental foi localizado em uma sala tranquila e com isolamento acustico. Para
registo da pressao sanguinea arterial, o cateter arterial foi ligado a um transdutor de
pressao. A pressao arterial média (PAM) foi obtida eletronicamente usando um filtro.
A FC foi determinada a partir do pulso de pressao arterial usando o PowerLab (ADI
Instruments). A Atividade simpatica do nervo renal foi amplificada 1000 vezes,
utilizando um filtro (30 Hz, 3-kHz). Todos os dados foram registados utilizando um
sistema baseado em computador de aquisicdo de dados (PowerLab; ADI

Instruments). Todos os experimentos comegaram com um periodo de estabilizagdo
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de ~ 30 min, durante o qual foram registrados os paradmetros hemodindmicos
basais. No final deste periodo de micro-injecgdes bilaterais no PVN com Fluido
artificial Cérebro Espinhal (ACSF) (100nL) ou NG-monometil-L-arginina (L-NMMA)
(um inibidor ndo especifica de todas as NO sintases, 2 mM, 100nL). No final dos
experimentos, os ratos foram sacrificados com uma sobredose de anestésico
através do cateter venoso (Beuthanasia, 0,2 ml). Os musculos so6leo e plantar

musculos e também as glandulas adrenais foram removidos e pesados.

4.2.10 Marcagéao e histologia do cérebro

Apds o término do protocolo experimental e sacrificio dos animais, os sitios
de microinje¢cdo foram marcados com uma solugdo de Azul de Evans 2%, num
volume de 100 nL. Em seguida, o animal teve seu cérebro retirado e colocado em
formalina 10 % contendo sacarose para posterior corte histologico e analise das

laminas.

Os cérebros foram seccionados em micrétomo através de cortes de 40 um
para a regidao do PVN. Os cortes obtidos foram posicionados e fixados em laminas
de vidro. Estes cortes foram analisados ao microscopio 6ptico e comparados ao
Atlas Cerebral de Ratos (PAXINOS E WATSON, 1998). Somente os animais que
tiveram os sitios marcados na area do PVN foram considerados como animais

experimentais.
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4.2.11 Analise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média £ erro padrdo da média. Os
pesos corporais, dos musculo dos membros posteriores e das glandulas supra-
renais foram analisados utilizando o teste t de Student para grupos independentes.
Os pesos corporais foram examinadas utilizando analise de variancia de duas vias
(ANOVA) com o grupo (controle vs HU) e do tempo (dias 1 e 14) como fatores. Nos
também utilizamos o teste t Student n&o pareado para comparar a resposta entre os
grupos CC e grupos HU apo6s o tratamento aCSF ou L-NMMA. P < 0,05 foi

considerado para indicar a significancia estatistica.
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4.3 Estudo Il — Head-down tilt

O estudo Il foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas (CIF) do
Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina (UEL)
no Brasil, e todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual de Londrina com registro

no CEEA n°: 17114.2013.64.

4.3.1 Animais

Para o estudo Ill foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 330 e 350q,
provenientes do biotério central da Universidade Estadual de Londrina. Nos dois
estudos, os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos experimentais:
Salina, 1400w, Nw-Propyl-L-Arginina. Os ratos foram mantidos no biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas em gaiolas coletivas (maximo de 5 animais)
a temperatura de 21°C, com ciclo claro/escuro de 12h. Agua e racdo comum para

animais de laboratério foram fornecidos “ad libitum”.
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4.3.2 Implante de canulas-guia direcionadas ao PVN

Este procedimento foi realizado em todos os animais de acordo com De
Abreu e colaboradores (2009). Inicialmente os ratos foram anestesiados com
Cloridrato de Cetamina (100mg/kg) e Cloridrato de Xylasina (20mg/kg)
intraperitoneal, 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 e 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 inclinagao (0 grau). Para dar suporte as canulas-guia, foi utilizada
uma peca (“‘pé de pato”) com encaixe para as canulas-guia separados por uma
distdncia de 1 mm. Foram colocados dois parafusos pequenos, um em cada
extremidade da abertura no sentido rostro-caudal, com o objetivo de reforgcar a
fixagdo das canulas-guia pelo acrilico. Essas canulas foram fixadas no cranio com
resina acrilica. Apés a completa fixagcdo da canula, a torre do estereotaxico foi
removida e com o objetivo de ndo obstruir as canulas-guia até a realizacdo dos
experimentos, foi introduzido nas mesmas um oclusor. Em seguida, o animal foi
retirado do aparelho estereotaxico e como medida profilatica, apés a cirurgia
cerebral foi administrada uma dose de penicilina por via intramuscular. Em seguida,
o animal retornou ao biotério e |a permaneceu por 5 dias para recuperagao da

cirurgia.
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4.3.3 Cateterizacdo da artéria e veia femorais

Apos os 5 dias de recuperagdo (24 horas antes dos experimentos), os
animais foram submetidos a nova cirurgia sob anestesia de Cloridrato de Cetamina
(100mg/kg) e Cloridrato de Xylasina (20mg/kg) intraperitoneal, para cateterizagao
cronica da artéria e veia femorais, com o objetivo de monitorizagdo da pressao

arterial e administragéo de drogas quando necessario, respectivamente.

Uma incisao de 1,0 cm foi realizada na fossa iliaca direita do animal
e a artéria femoral foi dissecada. Uma linha de costura foi utilizada para isolar a
regiao distal da artéria femoral e uma pinga hemostatica foi nela colocada,
obstruindo 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. Apds esse procedimento, as
canulas foram exteriorizadas na regidao dorsal do animal através de um trocater por
via subcutanea e fixadas a pele por sutura cirurgica. As canulas foram preenchidas

com salina heparinizada e fechadas com um oclusor.

As canulas foram confeccionadas a partir de 3 cm de polietileno PE-10
conectado a um segmento de 17 cm de PE-50. Apos o retorno da anestesia, cada
animal era colocado em uma gaiola individual com agua e ragao, e permanecendo

até a hora do experimento no dia seguinte.
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4.3.4 Registro da presséao arterial e da frequéncia cardiaca

Apoés 24 horas da canulagéo, os animais foram submetidos ao registro basal
da presséo arterial, seguido do protocolo experimental. O registro direto da pressao
arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) foi realizado através de uma céanula
previamente implantada na artéria femoral. O registro foi feito com os animais
acordados e com livre movimentacdo de acordo com trabalhos prévios do

laboratério (MARTINS-PINGE et al., 2005, 2007).

A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressao
(Powerlab modelo MLTO0380) e conectado a um sistema de registro
computadorizado (Powerlab/ADInstruments), obtendo-se assim a pressao arterial
pulsatil (PAP). A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) eram
registradas em um segundo e terceiro canal respectivamente, sendo obtidas da

PAP.

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 ndo causam reagdes dolorosas ou outro tipo de comportamento que
interfira no registro cardiovascular ou que nao seja previsivel pela administragcao de
certas substancias no PVN. Caso isso acontecesse, 0os animais eram imediatamente

anestesiados e descartados como sujeitos experimentais.
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4.3.5 Protocolo experimental

ApOs o registro basal da pressdo arterial (£ 30 minutos) era realizada a

microinje¢ao de droga no PVN.

4.3.5.1 Tratamento Farmacologico do PVN

Em grupos experimentais diferentes foi realizada a microinjecdo de drogas
bilateralmente no PVN: Grupo Nw-Propyl-L-Arginina (inibidor seletivo da nNOS, 4
nmol/100 nL), grupo 1400W (inibidor reversivel da iNOS, 2 nmol/100 nL), ou grupo
salina fisiologica (grupo controle, 100 nL). Uma canula microinjetora com
comprimento de 21 mm, conectada em um tubo de polietileno (PE-10), e este a uma
seringa Hamilton (701), foi colocada no interior da canula guia, injetando-se 100
nanolitros (nL) de cada droga. As concentragbes das drogas foram baseadas nos
seguintes trabalhos da literatura: Saline (Martins Pinge et al 2007.); Nw-Propil-L-

arginina (Busnardo et al., 2010); 1400W (Tabrizian et al., 2010).

4.3.5.2 Head-down Tilt

Da mesma forma que o head-up tilt, o head-down tilt realizou o mesmo
protocolo, a unica diferenca consistiu em elevar a plataforma pelo lado onde estava
posicionada a cauda do animal, ou seja, deixando o rato de cabecga para baixo.
Partindo de uma posicdo horizontal para uma inclinacdo de 75° em
aproximadamente 1 segundo. Os ratos, conectados ao sistema de registro

cardiovascular, eram mantidos nessa posig¢ao por 15 minutos. Apds esse periodo,
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0s animais retornavam a posig¢ao horizontal (em 1 segundo) e permaneceram por
mais outro periodo de 15 minutos, até que os parametros cardiovasculares se
estabilizassem (periodo de recuperacdo). Apds a conclusdo do protocolo

experimental, os animais eram sacrificados com sobredose de pentobarbital sddico.

4.3.6 Marcacao e histologia do cérebro

Apos o término do protocolo experimental e sacrificio dos animais, os sitios
de microinje¢gdo foram marcados com uma solugdo 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 histolégico e analise das laminas.

Os cérebros foram seccionados em microtomo de congelamento através de
cortes de 40 um para a regido do PVN. Os cortes obtidos foram posicionados e
fixados em laminas de vidro e corados pela técnica do vermelho neutro 1%. Estes
cortes foram analisados ao microscopio optico e comparados ao Atlas Cerebral de
Ratos (PAXINOS E WATSON, 1998). Somente os animais que tiveram os sitios

marcados na area do PVN foram considerados como animais experimentais.
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4.3.7 Variabilidade da presséo arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC)

A analise da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da presséo arterial
sistolica (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&o realiza aquisicdo de dados,
registros de PA basal e durante a manobra ortostatica (Tilt) de pelo menos 15
minutos de duracédo, foram processados pelo programa computacional LabChart 7.0
(ADinstruments, Bella Vista, Australia), o qual € capaz de detectar pontos de
inflexdo nos pulsos de pressao e gerar séries, batimento-a-batimento, com valores

de IP e PAS para cada ciclo cardiaco.

As séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP e PAS foram
reamostradas em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolacdo 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 sobreposi¢cdo 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.

Apos a inspecéo visual dos segmentos com valores interpolados de IP e PAS
e da inspecao 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 (ms?

ou mmHg?) e normalizadas (un). Os valores normalizados foram obtidos por meio de


http://www.danielpenteado.com/

Materiais e Métodos | 2015
60

calculos da poténcia relativa das bandas de LF e HF levando em consideragao a
poténcia total de espectro menos a poténcia de banda de muito baixa frequéncia
(VLF: < 0,20 Hz). Para avaliar o balango simpatovagal cardiaco, calculou-se a razao

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

4.3.8 Analise da sensibilidade do barorreflexo espontaneo

A sensibilidade barorreflexa (SBR) foi avaliada no dominio da frequéncia por
meio do Método da Sequéncia. Utilizando-se o programa computacional

CardioSeries v2.4 (http://www.danielpenteado.com), séries temporais batimento-a-

batimento com valores de IP e PAS foram utilizadas para analise da SBR. As séries
temporais foram analisadas em busca de sequéncias de quatro ou mais batimentos
nos quais aumentos progressivos da PAS foram acompanhados por aumentos
progressivos do IP, ou redugbes progressivas da PAS foram acompanhadas por
reducdes progressivas do IP. Para detecgédo das alteragdes da PAS e do IP foram
utilizados os limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente. Apos a detecgao de uma
rampa de PAS (sequéncia de quatro ou mais batimentos, nos quais aumentos ou
reducdes progressivas da PAS foram acompanhados, ou ndo de aumentos ou
reducées do PI), o programa computacional buscava por alteragées no IP sem
qualquer intervalo, ou seja, delay de zero batimento. Uma sequéncia barorreflexa s6
foi utilizada quando o coeficiente de correlagéo (r) entre os valores de PAS e IP for

maior ou igual a 0,8. A SBR foi determinada a partir da média de inclinagao da reta
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da regressao linear entre os valores de PAS e IP de cada sequéncia barorreflexa

encontrada.

4.3.9 Andlise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa
estatistico “INSTAT” (GraphPad, San Diego, CA). As comparagdes feitas ao longo
do tempo foram analisadas por Analise de Variancia (two-way ANOVA) seguido do
pos test Bonferroni; e as comparagdes entre 0os grupos controles e experimentais
foram analisadas pelo teste t-Student, considerando as diferengas significantes para

um valor de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Estudo | — Head-Up Tilt

5.1.1 Confirmacdao histologica dos sitios de microinjecao

A analise histologica permitiu demonstrar que os efeitos sobre os niveis de
PAM e FC, em resposta a microinjegao das drogas utilizadas nos diferentes grupos
experimentais, foram evidentes para os experimentos em que os sitios de
microinje¢cao marcados pelo corante Vermelho Neutro encontravam-se no PVN ou
nas bordas deste nucleo. A extensdo do PVN considerada para a confirmagao
histolégica foi de -1,40 e -2,12 posterior ao Bregma, de acordo com o Atlas de
Paxinos e Watson (1986). Nao foi possivel distinguir a localizagdo precisa na regiao
magnocelular ou parvocelular dos grupos de neurbnios atingidos pelas
microinje¢cdes. A figura 1 mostra a confirmagcdo histolégica dos sitios de

microinjecao.
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Figura 1 - Histologia do tecido cerebral, evidenciando os sitios de microinjegao
bilateral no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN). A: fotomicrografia de uma
ldmina histolégica do PVN e B: representacdo esquematica dos locais de
microinjecao em secgdes rostral (1,4 mm) a caudal (2,12 mm) da regido do PVN. As
marcagdes em preto representam os pontos centrais de microinjecdo no PVN. Os
numeros indicam a distancia posterior ao bregma para cada sec¢ao de acordo com
o Atlas de Paxinos e Watson (1986). Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo; AH,
hipotalamo anterior.
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5.1.2 Presséao arterial média e frequéncia cardiaca basal

A tabela 1 mostra que a pressao arterial média e a frequéncia cardiaca dos
animais controle (salina) e os animais nos quais seria realizada a microinjegdo de

drogas nao teve diferenga durante o estado basal.

Tabela 1 — Valores basais de pressao arterial média (PAM mmHg) e frequéncia

cardiaca (FC bpm) de todos os grupos experimentais antes e apds-tratamento
farmacologico. Valores expressos como média + EPM.

Salina DEA-nonoate NV\KS&?XL'L' 1400w
(n=7) (n =6) (n = 6) (n =6)
BASAL
PAM mmHg 1114 116 £2 124 £ 5 114 +£2

FC bpm 370 £ 13 365+9 356 £ 19 360 + 6
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5.1.3 Efeitos cardiovasculares ap6s microinjecao de salina e Dea-NONOato no

PVN durante o estresse ortostatico

O protocolo de restrigho em ratos conscientes no grupo controle
(microinjecao de salina no PVN) promoveu um aumento na variagcdo da pressao
arterial média (AMAP HUT = 14 £ 2 mmHg), e na frequéncia cardiaca (AFC HUT =
50 + 10 bpm) comparado com os valores basais. O estresse ortostatico induziu
também a um aumento na variacdo da pressao arterial média (AMAP HUT =14 £ 2
mmHg), e um aumento ainda maior na frequéncia cardiaca (AFC HUT = 77 + 14
bpm). Quando comparado com o grupo que foi realizado a microinjegcdo de DEA-
NONOato, ndo houve nenhuma diferenca significativa na curva de variagao ao longo

do tempo como mostrado na figura 2.
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Figura 2 - Variagdes de pressao arterial média (PAM) e de frequéncia cardiaca (FC)
no grupo tratado com DEA-NONOato quando comparado com o grupo controle.
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5.1.4 Efeitos cardiovasculares ap6s microinjecdo de salina e Nw-Propyl-L-

Arginina no PVN durante a restricdo e a mudanca postural

A microinjegdo de Nw-Propyl-L-Arginina nao promoveu alteragao
cardiovascular durante o estresse de restricdo, assim como durante a mudanga

postural quando comparado com o grupo controle, como mostrado na figura 3.
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Figura 3 - Variagdes de pressao arterial média (PAM) e de frequéncia cardiaca (FC)

no grupo tratado com Nw-Propyl-L-Arginina quando comparado com o grupo
controle.
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5.1.5 Efeitos cardiovasculares ap0s microinjecado de salina e 1400W no PVN

durante arestricdo e a mudanca postural

A figura 4 mostra a variagdo da pressdo arterial média e da frequéncia
cardiaca ao longo do tempo nos grupos controle e com microinjegdo de 1400W.
Apos a inibicdo da INOS com 1400W ocorreu uma atenuacdo do pico pressoérico
ocasionada pela mudanga postural do grupo controle (controle AMAP HUT = 14 +
2mmHg, 1400W AMAP HUT = 2 + 1 mmHg, P<0,05). Na frequéncia cardiaca nao

houve nenhuma modificagado em comparagao ao grupo salina.
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Figura 4 - Variagdes de pressao arterial média (PAM) e de frequéncia cardiaca (FC)
no grupo tratado com 1400w quando comparado com o grupo controle. *p<0,05
comparado ao controle. ( two- way ANOVA).
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5.1.6 Variacdo da pressédo arterial média e da frequéncia durante a mudanca

postural

A figura 5 mostra o pico de resposta da pressao arterial média e da
frequéncia cardiaca durante a mudanca postural. A inibicdo da via indutiva do 6xido
nitrico com a microinjecdo de 1400W promoveu uma hipotensdo da variagao
pressao arterial média (controle AMAP HUT = 15 £ 2 mmHg vs 1400W AMAP HUT =
- 2 £+ 0.5 mmHg, P<0,05) assim como uma atenuacédo da frequéncia cardiaca
durante a mudanca postural (controle AFC HUT= 62 + 7 bpm; 1400W AFC HUT = 26
+ 5 bpm, P<0,05). A inibigdo da via neuronal do Oxido nitrico ndo promoveu

nenhuma alteracdo quando comparado ao grupo salina.
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Figura 5 - Efeito da microinjecao de salina (n = 7) ou 1400W (2 nmol, n = 6) ou Nw-
Propil (4nmol, n=6) no PVN sobre mudancgas da pressao arterial média (MAP) e da
frequéncia cardiaca (FC) durante o HUT (pico de resposta do HUT menos o ultimo
minuto de contensado). Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo da
média (SEM). Observou-se uma diferenga significativa entre o grupo 1400W com o
grupo salina (vehicle) nas respostas de PAM e FC (# e * p <0,05, two-way ANOVA).
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5.1.7 Analise espectral da pressdo arterial sistolica e do intervalo de pulso

durante a mudanca postural

A figura 6 mostra um aumento da varidncia na analise espectral da presséo
sistélica no grupo controle (basal = 132 + 4mmHg? HUT= 148 £ 4 mmHg?, P<0,05)
e um aumento do componente LF (basal = 9 + 2 mmHg* HUT = 20 + 4 mmHg?,
P<0,05) durante a mudancga postural. A microinjegdo de ambos inibidores da NOS e

do doador de NO nao promoveu modificagdes nesses efeitos.

A figura 7 mostra uma atenuagé&o no parametro espectral da variancia nos
animais que tiveram microinje¢des de 1400W ou do doador de NO no PVN durante
a mudancga postural em comparagao ao grupo controle no intervalo de pulso (HUT
controle = 166 + 7ms?, HUT 1400W = 129 + 2 ms?, P<0,05) e (HUT controle = 166 +
7 ms?;, HUT Dea = 124 + 3 ms?, P<0,05). O componente LF absoluto dos animais
que receberam 1400W foi atenuado (LF controle HUT = 16 £ 3 ms? 1400W HUT = 1
+ 0.4 ms?, P<0,05) assim como para os valores normalizados em comparagao ao
grupo controle (LF controle HU nu = 49 + 4 ms? 1400w HUT nu = 30 + 6 ms?
P<0,05). No grupo controle, o componente HF apresentou diminui¢do durante o
estresse postural (HF controle basal = 70 £ 4 nu; controle HUT =47 + 3 nu, P<0,05),
que foi revertido com a microinjecdo de DEA, Nw-Propyl e 1400W em valores
normalizados (controle HUT = 47 + 3 nu, DEAHUT 64 £ 1 nu, P<0,05), (controle
HUT = 47 £ 3 nu, Nw-Propyl HUT 66 *+ 3 nu, P<0,05), (controle HUT = 47 £ 3 nu,

Nw-Propyl HUT 69 + 6 nu, P<0,05) respectivamente.
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Figura 6 - Parametros espectrais de pressao arterial sistolica dos grupos tratado
com DEA-nonoato, Nw-Propyl e 1400w em comparagao com o grupo controle. LF:
faixa de baixa frequéncia absoluta; HF: faixa de alta frequéncia absoluta; *p<0,05
comparado ao controle. (two-way ANOVA).
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Figura 7 - Parametros espectrais de intervalo de pulso dos grupos tratado com
DEA-nonoato, Nw-Propyl e 1400w em comparagdo com o grupo controle. LF: faixa
de baixa frequéncia absoluta; LFun: faixa de baixa frequéncia normalizada; HF: faixa
de alta frequéncia absoluta; HFun: faixa de alta frequéncia normalizada; *p<0,05
comparado ao controle, # p<0,05 comparado com o controle tilt. (two-way ANOVA).
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5.1.8 Andlise da sensibilidade do barorreflexo espontaneo

Os resultados mostraram que houve um aumento no indice de efetividade do
barorreflexo espontdneo apds a microinjecdo das drogas no PVN em comparagao
ao grupo salina (controle basal = 0.11 £ 0.01; Dea-NONOato = 0.29 + 0.03, P<0,05),
(controle basal = 0.11 £ 0.01; Nw-Propyl = 0.28 £+ 0.03, P<0,05), (controle basal =
0.11 £ 0.01; 1400W = 0.29 = 0.05, P<0,05) e apenas os animais que receberam
1400W tiveram uma reversao desse aumento durante a mudanga postural (1400W
basal = 0.29 + 0.05; 1400W HUT = 0.12 + 0.02, P<0,05). No caso do ganho
barorreflexo apenas o grupo Dea-NONOato apresentou um aumento durante a
mudanga postural (Dea-NONOato basal = 1.03 = 0.12 ms/mmHg; Dea-NONOato

HUT = 2.41 £ 0.66 ms/mmHg, P<0,05).
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Figura 8 — Efeito do tratamento com salina, DEA-nonoato, 1400W e Nw-propil-L-
Arginina no PVN de ratos nas flutuagdes espontaneas de reflexo barorreceptor
durante o periodo basal e o head-up tilt (HUT). Grafico mostra o indice de
efetividade do barorreflexo (BEI), ganho total do barorreflexo, up gain e down gain.*
p <0,05 em comparagao com o basal; #P <0,05 comparado com o veiculo, two-way
ANOVA.
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5.2 Estudo Il = Hindlimb Unloaded

5.2.1 Confirmacéo histologica dos sitios de microinjecéo

A figura 9 mostra a confirmacéao histolégica dos sitios de microinje¢cdo. Nao
foi possivel distinguir a localizagdo precisa na regido magnocelular ou parvocelular

dos grupos de neurdnios atingidos pelas microinjecoes.
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Figura 9 — Fotomicrografia representativa dos sitios de microinjecdo bilateral no
nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo de um rato individual. 100 nL de corante
azul de Evans (2%) foi injetado na conclusao de todos os experimentos.
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5.2.2 Andlise dos parametros corporais e cardiovasculares do modelo

Hindlimb unloaded (HU)

Na tabela 2 os resultados mostram que houve uma diferenga estatistica entre
o grupo controle e o grupo HU no peso corporal apds os 14 dias de suspensao.
Houve também uma diminui¢do do peso dos musculos soleo e plantaris, porém, néo
houve diferenga significativa no peso das adrenais. Em relagdo a presséao arterial
meédia ndo houve diferenga significativa entre os grupos, no entanto os animais HU

apresentaram uma taquicardia de repouso.
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Tabela 2 — Peso corporal, musculos, glandula adrenal, valores de PAM e FC em
repouso. Os valores sdo médias + erro padrdo da média. O peso corporal (BW) foi
medido antes da suspensao no dia 1 (D1) e apos a remogao da suspensédo, que
normalmente era no dia 14 (D14). Os pesos dos musculos soleos, plantares e da

glandula adrenal foram verificados no D14. * P < 0,05.

Peso, g Séleo So6leo Wt/ Plantaris  Plantaris  Adrenal, PAM, FC,
Wt, mg peso Wit, mg Wt/ peso mg mmHg bpm
n Dia 1 Dia 14
Controle 5 261+10 3155 1157 0.36+0.01 30714 0.95+0.01 3014 119+6 37015
Hindlimb 7 253+10 282+7* 55+2* 0.20+0.02* 248+3* 0.65+0.01* 303 122+5  41046*

Unloaded
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5.2.3 Tracado tipico de um animal controle apds a microinjecao de L-NMMA

bilateralmente no PVN

A figura 10 mostra o tragado tipico da pressdo arterial pulsatil, pressao
arterial média e da frequéncia cardiaca apdés a microinjecdo de um inibidor ndo
seletivo da NOS e onde se pode observar um leve aumento da frequéncia cardiaca

nesse animal.
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Figura 10 — Tracados tipicos de presséo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial
meédia (PAM), frequéncia cardiaca (FC) em um exemplo de um registro original do
grupo experimental. Grupo controle L-NMMA. As setas indicam o momento da
microinjeccao PVN.
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5.2.4 Registro da atividade nervosa simpatica renal

A figura 11 mostra a atividade nervosa simpatica renal de um animal controle
sem suspensao. Apds a microinje¢cao de L-NMMA n&o ocorre nenhuma modificagéo

nos spikes.

40 ]

20 7
RSNA 0 1
(raw)
-20 7
-40 °
0.4 7
0.3 7
Integrated 0.2 1
RSNA(mV) |
0.1

0.0 Baseline L-NMMA

Figura 11 — Tagados tipicos de um curto periodo (2 min) do registro de atividade
nervosa simpatica renal cru e integrada de um registro original do grupo
experimental. Grupo controle L-NMMA. Um unico rato antes e depois da
microinjecao bilateral de L-NMMA no nucleo paraventricular.
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5.2.5 Tracado tipico de um animal Hindlimb Unloaded apds a microinjecéo de

L-NMMA bilateralmente no PVN

A figura 12 mostra o tragcado tipico da pressdo arterial pulsatil, presséo
arterial média e da frequéncia cardiaca apdés a microinje¢do de um inibidor nao
seletivo da NOS e onde se pode observar um aumento mais pronunciado da
pressao arterial pulsatil, pressdo arterial média e na frequéncia cardiaca desse

animal.
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Figura 12 — Tracados tipicos de presséo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial
meédia (PAM), frequéncia cardiaca (FC) em um exemplo de um registro original do
grupo experimental. Grupo Hindlimb Unloaded L-NMMA. As setas indicam o
momento da microinjec¢gao PVN.
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5.2.5 Registro da atividade nervosa simpatica renal
A figura 13 mostra a atividade nervosa simpatica renal de um animal hindlimb

unloaded. Apos a microinjecdo de L-NMMA ocorre um aumento na atividade dos

spikes.

40

20
RSNA
(raw) 0
-20

-40

0.4
0.3

|

ntegrated 0.2

RSNA(mV) l| ( l'l ||I I | | | I "
0.1

Baseline L-NMMA

Figura 13 — Tagados tipicos de um curto periodo (2 min) do registro de atividade
nervosa simpatica renal cru e integrada de um registro original do grupo
experimental. Grupo hindlimb unloaded L-NMMA. Um unico rato antes e depois da
microinjecao bilateral de L-NMMA no nucleo paraventricular.
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5.2.6 Variacdo da pressdao arterial média, da frequéncia cardiaca e da atividade

nervosa simpatica renal de animais controle e hindlimb unloaded

A figura 14 mostra que ndo houve diferenga significativa nos parametros de
pressao arterial, frequéncia cardiaca e atividade simpatica renal entre os animais
HU quando comparados com os animais controle apds a microinjegdo de aCSF. No
entanto, apés a microinjegdo de L-NMMA ocorre um aumento significativo da
pressao arterial média, frequéncia cardiaca e da atividade nervosa renal nos
animais controle, sendo exacerbado nos animais HU ( figura 15), com exce¢ao da

frequéncia cardiaca.
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Figura 14 — Efeitos da microinjegao bilateral de aCSF no nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) na pressao arterial média (MAP), frequéncia cardiaca (HR) e
atividade nervosa simpatica renal (RSNA) em ratos conscientes. Animais controle
(CC=5) e animais hindlimb unloaded (HU=7).
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Figura 15 — Efeitos do bloqueio bilateral com L-NMMA do nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) na pressao arterial média (MAP), frequéncia cardiaca (HR) e
atividade nervosa simpatica renal (RSNA) em ratos conscientes. Animais controle
(CC=5) e animais hindlimb unloaded (HU=7). Microinjecao bilateral de L-NMMA
aumentou significativamente a MAP (CC: 13 £ 1 vs. HU: 20 £ 2 mmHg) e RSNA
(CC: 155 + 34 vs. HU: 309 £ 49%) HR foi semelhante entre os grupos. (* P < 0,05).



Discussdo | 2015
91

5.3 Estudo Ill = Head-Down Tilt

5.3.1 Confirmacéo histologica dos sitios de microinjecao

A analise histologica demonstrou que os efeitos sobre os niveis de PAM e
FC, em resposta a microinjegdo das drogas utilizadas nos diferentes grupos
experimentais, foram evidentes para os experimentos em que os sitios de
microinjecdo marcados pelo corante Vermelho Neutro encontravam-se no PVN ou
nas bordas deste nucleo. A extensdao do PVN considerada para a confirmacao
histologica foi de -1,40 e -2,12 posterior ao Bregma, de acordo com o Atlas de
Paxinos e Watson (1986). Nao foi possivel distinguir a localizagao precisa na regiao
magnocelular ou parvocelular dos grupos de neurbnios atingidos pelas

microinjegdes.

Figura 16 —Fotomicrografia de uma lamina histolégica evidenciando os sitios de
microinjec¢ao bilateral no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), de um animal
experimental.



Discussao | 2015
92

5.3.2 Presséao arterial média e frequéncia cardiaca basal dos 4 grupos.

A tabela 3 mostra que a pressao arterial média e a frequéncia cardiaca dos
animais controle e os animais nos quais foi realizada a microinje¢do de drogas nao

apresenta-se diferente durante o estado basal.

Tabela 3 — Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia
cardiaca (FC, bpm) de todos os grupos experimentais antes e apds-tratamento
farmacoldgico. Valores expressos como média £+ EPM.*p< 0,05 comparado com os
valores pré-droga.

Vehicle Qr‘é'izzggy"" 1400w
(h=1) =6 (n=6)
BASELINE
MAP (mmHg) 102 £ 4 100 £ 3 1013

HR (bpm) 350 £ 10 347 9 3489
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5.3.3 Efeitos cardiovasculares ap6s a microinjecdo de salina e NW-Propyl-L-

Arginina no PVN durante a restricdo e o head down tilt (HDT)

A figura 17 mostra que o estresse de restricdo induziu a um aumento de
pressao arterial e de frequéncia cardiaca e que a microinjecdo de Nw-Propyl elevou
ainda mais o pico da variacdo da pressao arterial média quando comparado ao
grupo controle. (Controle AMAP = 9 £ 3 mmHg ; Nw-propyl AMAP = 21 + 3 mmHg,
P<0,05). A manobra anti ortostatica (HDT) induziu a um aumento da pressao arterial
media e o tratamento com Nw-Propyl elevou ainda mais esse aumento quando
comparado ao grupo controle (Controle AMAP = 11 £ 1 mmHg; Nw-propyl AMAP =
18 £+ 3 mmHg, P<0,05). A frequéncia cardiaca do grupo controle embora tenha
apresentado uma queda na variagao tanto na restricdo (Controle AFC HUT = 24 +
20 bpm Nw-Propyl AFC HUT = 64 + 14 bpm) quanto da mudanca postural (Controle
AFC HUT = 38 £ 34 bpm; Nw-Propyl AFC HUT = 93 £ 15 bpm) n&o houve diferenga

estatistica em comparacéo ao grupo Nw-Propyl-L-Arginina.
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Figura 17 — Variagdes de pressao arterial média (PAM) e de frequéncia cardiaca
(FC) ao longo do tempo no grupo tratado com Nw-Propyl-L-Arginina quando

comparado com o grupo controle. *p<0,05 comparado ao controle. (two- way
ANOVA).
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5.3.4 Efeitos cardiovasculares ap0s microinjecdo de salina e 1400W no PVN

durante o head down tilt.

A figura 18 mostra a variagdo da pressao arterial média e da frequéncia
cardiaca ao longo do tempo nos animais que foram submetidos a microinje¢cado de
1400W em comparagéo ao grupo controle. Pode-se observar que apods a inibicdo da
via induzivel do éxido nitrico ndo houve nenhuma alteragdo comparada ao grupo

salina.
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Figura 18 — Variagdes de pressao arterial média (PAM) e de frequéncia cardiaca
(FC) ao longo do tempo no grupo tratado com 1400W quando comparado com o
grupo controle. *p<0,05 comparado ao controle. (two- way ANOVA).
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5.3.5 Variacdo da pressao arterial média e da frequéncia cardiaca durante o

head down tilt (HDT)

A figura 19 mostra o pico de resposta da pressdo arterial média e da
frequéncia cardiaca durante a manobra anti ortostatica. Houve um aumento do pico
de variagdo na pressao arterial nos 3 grupos quando comparado ao basal sem
alteracao entre eles. Porém, o grupo que teve a inibicdo da via neuronal do éxido
nitrico no PVN, apresentou um aumento maior no pico de variagdo da frequéncia
cardiaca (Controle AFC HDT = 9 + 3 bpm; Nw-Propyl AFC HDT = 47 + 17 bpm,

P<0,05).
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Figura 19 — Efeito da microinjec¢ao de salina (n = 7) ou 1400W (2 nmol, n = 6) ou
NW-Propyl (4 nmol, n = 6) no PVN nos paradmetros cardiovasculares de pressao
arterial média (PAM) e de freqiéncia cardiaca (FC) durante o HDT (ultimo minuto de
contengdo em relagdo ao pico de resposta do HUT).Os resultados sao expressos
como média * erro padrdao da média (SEM). Uma diferenga significativa foi
observada entre o grupo salina em comparagdo com o grupo Nw-Propyl-L-Arginina
na resposta de frequencia cardiaca. (*p <0,05 comparagdo com o basal, # p <0,05

comparagao com o controle).
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5.3.6 Analise espectral do intervalo de pulso e da pressao arterial sistolica

durante o head down tilt (HDT)

Nos parametros espectrais da presséo arterial sistolica (PAS) a figura 20
mostra um aumento do componente espectral da varidncia durante o HDT no grupo
controle (basal = 128 £+ 2 mmHg? HDT= 145 + 3 mmHg?, P<0,05) assim como um
aumento do componente LF (basal = 5 + 0.6 mmHg?* HDT = 13 + 1 mmHg?
P<0,05). O grupo Nw-Propyl apresentou um aumento no componente da variancia
(HDT controle = 145 + 3 mmHg?* HDT Nw-Propyl = 151 £+ 5 mmHg?, P<0,05) e LF
(HDT controle = 13 £ 1 mmHg?% HDT Nw-Propyl = 21 + 2 mmHg?, P<0,05) durante a

manobra anti ortostatica.

Durante a mudanca anti ortostatica ocorreu uma diminuigdo da variancia no
grupo controle no parametro espectral do intervalo de pulso (basal = 153 £ 4 ms?
HDT = 125 £ 3 ms?, P<0,05) e um aumento do componente HF (basal =5 + 0.7 ms?;
HDT = 15 = 2 ms? P<0,05). Apenas a microinje¢cdao de Nw-Propyl promoveu
alteragbes nos componentes LF e HF tanto absolutos quanto normalizados: um
aumento no LF absoluto (HDT controle = 3 + 0.8 ms?, HDT Nw-Propyl = 10 £ 1 ms?,
P<0,05) e normalizado (HDT controle = 28 + 5 ms? nu; HDT Nw-Propyl = 56 + 3 ms?
nu, P<0,05), e uma atenuagdo no componente HF tanto absoluto (HDT controle =
HDT =15 £ 2 ms? HDT Nw-Propyl = 6 + 0.6 ms?, P<0,05) quanto normalizado (HDT
controle = 79 £ 2 ms? nu; HDT Nw-Propyl = 55 £ 4 ms? nu, P<0,05) como mostrado

na figura 21.
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Figura 20 — Parametros espectrais de pressao arterial sistélica dos grupos tratado
com Nw-Propyl e 1400w em comparagdo com o grupo controle. LF: faixa de baixa
frequéncia absoluta; HF: faixa de alta frequéncia absoluta; *p<0,05 comparado ao
baseline, #p<0,05 comparado ao controle. (two-way ANOVA).
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Figura 21 — Parametros espectrais de intervalo de pulso dos grupos tratado com
Nw-Propyl e 1400w em comparagdo com o grupo controle. LF: faixa de baixa
frequéncia absoluta; Lfun: faixa de baixa frequéncia normalizada; HF: faixa de alta
frequéncia absoluta; Hfun: faixa de alta frequéncia normalizada; *p<0,05 comparado
ao baseline, # p<0,05 comparado com o controle. (two-way ANOVA).
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5.3.7 Andlise da sensibilidade do barorreflexo espontaneo

A figura 22 mostra o indice de efetividade do barorreflexo que esta diminuido
em todos os grupos apds a mudanca anti ortostatica. No entanto o ganho

barorreflexo total ndo se mostrou diferente entre o periodo basal e o head down tilt.
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Figura 22 - Efeito do tratamento com salina, 1400W e Nw-propil-L-Arginina no PVN
de ratos sobre as flutuagdes espontdneas do reflexo barorreceptor durante o
periodo basal e o head-down tilt (HUT). Grafico mostra o indice de efetividade do
barorreflexo (BEI) e o ganho total do barorreflexo.* p <0,05 em comparagdo com o
basal, two-way ANOVA.
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6. DISCUSSAO

6.1 Estudo | — Head-Up Tilt

No presente estudo, nés pudemos observar que a adicdo de NO no PVN
(microinjegdo do doador de NO) ndo promoveu alteragbes nos parametros
cardiovasculares durante o HUT. Da mesma forma a inibicdo da nNOS também nao
promoveu diferengas nos parametros cardiovasculares em comparagdo com o
grupo salina durante o HUT. Por outro lado, apds a inibigdo da iNOS observamos
uma atenuagao da pressao arterial durante o HUT. Os dados sugerem que a fonte
de NO a partir de INOS e ndo da nNOS no PVN parece participar dos efeitos
cardiovasculares induzidos pelo HUT.

A literatura demonstra que a atividade simpatica elevada esta fortemente
associada com o aparecimento de doenca cardiovascular e esses efeitos sdo, em
parte, gerados a partir dos neurbnios simpaticos do PVN (ZHANG et al., 2002 e
FLORAS, 2009), onde com a reducdo da atividade dos neurbénios do PVN em
produzir NO podem levar a uma aumento da atividade simpatica do nervo renal (LI
et al.,, 2002). Nesse sentido, a anadlise espectral da pressao arterial sistélica e
variabilidade da frequéncia cardiaca no nosso estudo mostrou que o aumento da
concentragdo de oxido nitrico, adicionando um doador de NO no PVN, promoveu
uma diminuicdo da modulagdo simpatica do intervalo de pulso mostrando um papel
inibitorio do NO no PVN através da modulagcado autonémica cardiaca durante o HUT,

que esta de acordo com a literatura (PATEL et al., 2001 e MASTELARI et al., 2011).
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No entanto, os parametros espectrais da SAP nao apresentaram nenhuma
diferenca assim como as mudancas na MAP foram mantidas em valores
semelhantes em comparagao com o grupo controle durante o HUT apds a adigcao de
DEA-NONOate. Embora varios investigadores demonstraram a fungao inibidora de
NO na PAM e na atividade do nervo simpatico renal (HASHIGUCHI et al, 1997;
ZHANG et al, 1997 e LI et al, 2001), evidéncias recentes tém sugerido um efeito
excitatério mediado por um sistema guanilato ciclase-NO local no PVN
(BUSNARDO et al., 2010b). Além disso, os efeitos excitatorios e inibitorios do NO
foram demonstrados em outras areas cardiovasculares (HIROOKA e DAMPNEY,
1996; MARTINS-PINGE et al, 1997 e PATEL et al., 2001.). Estas diferencas tém
sido discutidas como sendo devido a diferencas nas concentragdes dos farmacos
utilizados, espécies utilizadas ou estado consciente do animal (MORIMOTO et al.,
2000), ou devido as diferentes vias ativadas pelo NO (MARTINS-PINGE et al.,
2007).

A ativagao do PVN durante o HUT poderia resultar no controle diferencial de
fluxo simpatico, como evidenciado na RVLM que é capaz de produzir diferentes
padrdes de ativacdo simpatica em ratos (MUELLER et al., 2011).
Em nosso estudo o aumento dos niveis de NO no PVN nao produziu qualquer efeito
durante alteragdes posturais agudas, em situagdes fisioldgicas, embora o aumento
do nivel NO no PVN parece estar relacionado com alteragbes ortostaticas cronicas,
como o descondicionamento cardiovascular que ocorre durante os voos espaciais
(MUELLER et al., 2003) .

Os nossos dados sugerem que o NO no PVN pode influenciar os ajustes

cardiovasculares encontrados durante o HUT dependendo da via de ativagcdo do
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NO, sendo que, enquanto nNOS parece nao estar envolvida, a via da iINOS parece
contribuir para efeitos excitatdrios. Os nossos resultados estdo em conformidade
com o conceito de que o NO produzido a partir da nNOS tem efeitos inibitérios no
PVN (PATEL et ai, 2001;. STERN et al, 2003 e MARTINS-PINGE et al, 2013). Ja o
NO produzido pela ativagdo da via iINOS, assim como de citocinas inflamatérias,
esta relacionado com os efeitos simpatoexcitatorios dos neurbnios do PVN
(YAMAGUCHI et al, 2010;. 2009 e GUGGILAM et al., 2008).

Ha uma notavel capacidade do sistema cardiovascular para manter a pressao
arterial estavel quando imposta forcas que constantemente mudam e redistribuem o
volume de sangue circulante. Ajustes rapidos de curto prazo ao estresse postural
sdo mediados exclusivamente por vias neuronais do sistema nervoso autbnomo. O
sistema nervoso simpatico € essencial para a manutengdo do fluxo sanguineo
durante o desafio ortostatico e alteracbes nestes mecanismos fisiologicos podem
levar a intolerancia ortostatica (MUELLER et al., 2003). A modulagdo cardiovascular
e autondmica durante HUT assim como o envolvimento do PVN foi demonstrado em
estudos anteriores do nosso grupo (DE ANDRADE et al. 2012 e 2014). Quando a
transmissao sinaptica no PVN foi bloqueada utilizando-se cloreto de cobalto, a
hipertensdo observada durante o HUT foi revertida para uma consideravel reducao
na PAM (DE ANDRADE et al., 2012), sugerindo um papel importante do PVN
durante as compensacdes cardiovasculares ao HUT.

Atualmente sabe-se que o estresse contribui para o surgimento de varias
doencas humanas, principalmente de disturbios cardiovasculares e € um dos fatores
importantes para ativar o sistema nervoso simpatico. O PVN tem sido considerado

como um nucleo responsavel pela integracdo de respostas autondmicas,
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neuroenddcrinas e comportamentais ao estresse agudo de contengcado (BUSNARDO
et al., 2010a). Por outro lado, estudos utilizando protocolo de estresse por jato de ar
observaram um aumento da atividade neuronal no nucleo hipotaléamico dorsomedial
(DMH) e ndo no PVN, na geragcdo das alteragbes cardiovasculares (STOTZ-
POTTER et al., 1996 e DIMICCO et al., 2002) e também, o DMH parece responder
na coordenagao das respostas neuroenddcrinas, autonémicas e comportamentais
ao estresse emocional (FONTES et al., 2011).

Recentemente, o baroreflexo espontdneo vem sendo amplamente utilizado
para verificar a efetividade e sensibilidade do baroreflexo por meio de técnicas
simples, em que as pequenas flutuagcdes espontédneas de pressao arterial geram
alteragdes no intervalo RR (Schwartz et al., 2013). Previamente, um trabalho de
nosso laboratério forneceu dados demonstrando que o PVN pode modular
tonicamente o barorreflexo, mas durante o estresse ortostatico sua efetividade n&o
parece ser necessaria (De Andrade et al., 2014). Neste estudo, nés fornecemos
evidéncias de que o NO também esta envolvido no ganho do barorreflexo durante o
HUT, enquanto apdés a inibicdo da nNOS ndo haja diferengas no barorreflexo
expontaneo, quando ocorre a oferta de NO ou a inibicdo da via da iNOS,

observamos alteracdoes nesse parametro.

Em nosso estudo, a contencdo evidenciou um aumento na variancia total no
parametro da SAP do grupo controle e, depois do tratamento com doador de 6xido
nitrico, apenas a variancia total dos valores dos parametros do IP foi diminuida. A
mesma resposta ocorre apds o tratamento com os inibidores da nNOS e iINOS

evidenciando a contribuicdio do PVN na modulacdo autondmica durante a
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contencdo. Entendemos que tanto o nucleo hipotalamico dorsomedial e o nucleo
paraventricular do hipotalamo tém sido implicados no controle neural da resposta ao
estresse cardiovascular dada a proximidade e as ligagbes entre estes nucleos
neuronais.

Em resumo, nossos dados sugerem um envolvimento NO no PVN durante o
HUT em adaptacgdes cardiovasculares e autondmicas. A inibicado da iNOS atenuou a
pressao arterial elevada durante o HUT, enquanto que o aumento de NO ou a
inibicako da nNOS ndo promoveu nenhuma alteracdo nos parametros
cardiovasculares observados. A inibicdo da iINOS promoveu uma alteracdo na
maioria dos componentes espectrais, principalmente promovendo uma diminuicéo
do componente simpatico durante o HUT. Mais estudos sdo necessarios para
entender este complexo sistema e determinar de que maneira o NO interage com
outros neurotransmissores no PVN no controle das respostas cardiovasculares e

autondmicas durante desafios posturais.
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6.2 Estudo II- Hindlimb Unloaded

As principais conclusbes deste estudo foram que as respostas
cardiovasculares e de atividade simpatica renal apds a inibicdo da NOS no PVN
estdo aumentadas apds 14 dias de suspensdao de membros posteriores pela cauda
em ratos em comparagdo aos animais controle que nao foram suspensos. Estas
respostas estdo atenuadas na condigéo controle. A simulagdo de microgravidade ou
de repouso prolongado leva a um aumento do NO no PVN (MUELLER, 2003;
MUELLER et al., 2006), e esse aumento pode ser responsavel pelas alteragdes
cardiovasculares e autondmicas observadas. Os animais suspensos pela cauda em
nosso estudo apresentaram um maior aumento da PAM e da RSNA apds a
microinjecao bilateral de L-NMMA no PVN em animais conscientes, evidenciando
um maior efeito tbénico inibitério pelo NO. Estes dados sugerem que a
microgravidade simulada ou repouso prolongados, levam a inibicdo aumentada do

PVN mediada por um aumento de NO.

Os ratos suspensos pela cauda por um periodo prolongado exibiram algumas
das mesmas mudancas que ocorrem nos seres humanos depois da exposicdo a
microgravidade ou ao repouso prolongado, como: atrofia muscular e taquicardia de
repouso (HASSER e MOFFITT, 2001; MOREY-HOLTON e GLOBUS, 2002).
Estudos prévios indicam que a atividade de aferentes dos barorreceptores, em
resposta a alteragdes na pressdo arterial estdo inalteradas em ratos HU. No
entanto, o aumento da atividade nervosa simpatica eferente esta prejudicada

nesses animais, que apresentam uma grande redugdo na resposta barorreflexa
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apo6s o HU. Embora a informacgao aferente permaneca intacta, os estudos sugerem
que ocorram mudangas no processamento de informacbes eferentes no SNC
(MOFFITT et al., 1999, FOLEY et al., 2005). Nesse sentido, os ratos suspensos por
um periodo prolongado, quando foram retirados da suspenséao e retornam a posi¢ao
normal apresentaram um maior aumento da pressao arterial média e da atividade
simpatica do nervo renal apds a inibicao da NOS no PVN em comparagao com o

grupo controle, portanto, nossos dados estado de acordo com estudos anteriores.

Varios estudos tém mostrado que o PVN €& um nucleo do cérebro altamente
integrador de varias fungdes, e esta principalmente envolvido na fungao
cardiovascular. Had um crescente numero de evidéncias na literatura que sugerem
que o bloqueio da enzima éxido nitrico sintase (NOS) no PVN produz um aumento
na pressao arterial e uma simpatoexcitacdo (BREDT DS et al.,, 1990; KRUKOFF e
KHALILI, 1997; LI et al., 2002; PATEL e ZHANG, 1996; VINCENT e KIMURA, 1992;
ZHANG e PATEL, 1998). Uma interacdo entre NO e GABA parece estar envolvido
na inibigdo tbnica da atividade simpatica basal (COOTE, 2004) e evidéncias da
literatura sugerem um efeito NO mediado pelo GABA no PVN sobre a atividade

simpatica renal (ZHANG e PATEL, 1998).

O NO parece colaborar para os efeitos do treinamento fisico em promover
alteragcdes na neurotransmissao pelo PVN e isso pode contribuir para o aumento da
ativacdo parassimpatica e diminuicdo da modulagdo simpatica em condigao
fisiolégica (MASTELARI et al., 2011). Da mesma forma, a inibigdo do NO dentro do
PVN anulou a atividade simpatica do nervo renal em ratos com insuficiéncia

cardiaca (ZHANG et al., 2001) e o treinamento fisico melhorou e alterou
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mecanismos mediados pelo NO dentro do PVN, modificando a atividade nervosa
simpatica renal de ratos (ZHENG et al., 2005), e sugerindo uma modulagdo mediada

pelo NO dentro do PVN apds exercicio em condicdes fisiopatologicas.

Em resumo, nossos dados mostram que 14 dias de suspensao pela cauda
produziu um aumento do efeito tébnico mediado pelo 6xido nitrico no PVN na
regulagdo cardiovascular e simpatica. Estes efeitos podem ser importantes para
restaurar o volume e as alteragdes cardiovasculares impostas pela auséncia de

gravidade.
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6.3 Estudo Il —= Head-Down Tilt

Neste presente estudo, nos pudemos observar que a inibicdo da via neuronal
do oxido nitrico no PVN utilizando um inibidor seletivo da iNOS (1400W) n&o
promoveu nenhuma alteragao cardiovascular ou autondmica diferente do controle
em animais submetidos a manobra postural anti ortostatica em um curto periodo de
tempo. De maneira diferente, a inibicdo da via neuronal do 6xido nitrico no PVN
utilizando um inibidor seletivo (Nw-Propyl-L-Arginina) promoveu um aumento nos
parametros cardiovasculares assim como nos componentes autonémicos,
principalmente no componente LF relacionado ao sistema autonémico simpatico,
tanto da pressdo arterial sistdlica quanto do intervalo de pulso em animais

acordados e submetidos ao a mudancga postural anti ortostatica.

O desenvolvimento de técnicas médicas que garantissem um melhor
entendimento dos aspectos fisioldgicos que ocorrem durante as mudancgas posturais
cresceu consistentemente nas ultimas décadas e contribuiu imensamente para uma
melhor compreensdo de possiveis mecanismos que podem levar ao
comprometimento desse sistema de adaptacgao. Alguns estudos mostraram que ao
assumir a postura anti ortostatica (Head Down Tilt, HDT), imediatamente ocorrem
adaptacoes fisioldgicas cardiovasculares como: um aumento do retorno venoso e do
débito cardiaco e simultaneamente uma reducdo da frequéncia cardiaca como
observado em humanos (BUTLER et al., 1990; GALANIS et al., 2012) assim como

em modelos animais (RAFFAI et al., 2006).
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Em nosso trabalho a analise da variabilidade da presséao arterial sistolica e da
frequéncia cardiaca pode evidenciar que nos animais controle submetidos ao head
down tilt houve um aumento da varidncia e do componente LF no parametro
espectral relacionado a presséao arterial sistolica e aumentos também da variancia e
do componente LF tanto em valores absolutos quanto normalizados e queda do
componente HF tanto de valores absolutos quanto normalizados no parametro
espectral relacionado a frequéncia cardiaca. Ocorrendo assim, um aumento na
pressao arterial média, embora a frequéncia cardiaca nao tenha mostrado nenhuma
alteracdo. Esses dados corroboram com as informagdes encontradas na literatura

(BUTLER et al., 1990; RAFFAI et al., 2006; KALPANA et al., 2013;).

No estudo de Kalpana et al., (2013), foi evidenciada a queda da frequéncia
cardiaca durante o head down tilt (HDT), sendo linearmente proporcional ao angulo
de inclinagdo adotado 30°, 60°, 80°. Em nosso estudo, utilizamos a inclinagao de 75°
no HDT que causou queda da frequéncia cardiaca através do aumento do
componente parassimpatico quando analisamos a variabilidade da frequéncia
cardiaca. E possivel que mudancas nos fatores hormonais possam contribuir
também para essa diminuicdo. Alguns trabalhos mostraram que em um curto
espaco de tempo ocorre uma diminuicdo na atividade plasmatica da renina e de
aldosterona durante o HDT (GHARIB et al., 1988; HUGHSON et al., 1995; KOSKA

et al., 2003).

Apesar de ocorrer consideraveis mudangas no volume sanguineo durante o
HDT, estudos demonstraram que tanto o fluxo quanto a perfusdo sanguinea

cerebral permanece bem estabilizada durante severas mudancgas posturais
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(GELINAS et al., 2012 ), embora ocorra um aumento da pressao intracraniana logo
apos o inicio da mudanga postural (TATEBAYASHI et al., 2003). Esses achados
contribuem de forma relevante para o nosso estudo, assegurando que o fluxo e a
perfusdo do cérebro permanecem inalterados durante a posicao antiortostatica e
Nnao seriam a causa para as alteragcdes ocorridas no nucleo paraventricular do

hipotalamo.

Trabalhos na literatura tém evidenciado que regides do sistema nervoso
central como a RVLM respondem de forma diferenciada quando da inibigcdo das vias
do NO (CHAN et al.,, 2001). Assim como o NO derivado da iNOS diminui a a
resposta glutamatérgica na RVLM, a nNOS aumentaria essa neurotransmissao
mediada pelo glutamato (MARTINS-PINGE et al., 2006). Além disso, trabalhos
como de Stern et al., (2003) mostrou que neurdnios pré-autonémicos do PVN que
se projetam para a RVLM sao modulados pelo NO. Nesse mesmo sentido, varios
trabalhos tem mostrado as vias de produgdo do NO, pela iINOS e pela nNOS no
PVN também podem alterar de forma distinta parametros cardiovasculares em
situagdes fisiologicas (YAMAGUCHI et al., 2009; 2010) como em situagdes

fisiopatolégicas (ROSSI et al., 2010; SHARMA et al., 2011)

Em nosso estudo pudemos observar que o bloqueio da via indutiva do 6xido
nitrico durante o HDT nao resultou em nenhuma alteragao cardiovascular diferente
do controle, enquanto que o bloqueio da via neuronal do 6xido nitrico exacerbou o
aumento na pressao arterial média e na frequéncia cardiaca desses animais
submetidos a mudanga postural. Além disso, foi observado um aumento da

atividade simpatica determinada pela analise espectral tanto da pressao arterial
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quanto da frequéncia cardiaca e uma diminuicdo consistente do ténus

parassimpatico na frequéncia cardiaca.

Em um trabalho no qual foi utilizado um antisense para nNOS no PVN em
ratos sham e com insuficiéncia cardiaca, foi evidenciado que em ambos ocorreu um
aumento da pressao arterial por mais de 7 horas e também da frequéncia cardiaca,
via ativagao do sistema nervoso simpatico. (WANG et al., 2005). Entretanto, a nNOS
também pode exercer um efeito oposto em situagdes fisiopatoldogicas como na
hipertensdo, onde a interferéncia crénica da nNOS na geragdo de NO dentro do
PVN potencializa o aumento da pressao arterial (ROSSI et al.,, 2010). Dessa
maneira, uma regulagdo para baixo (down regulation) na expressdo da nNOS no
PVN parece desencadear um efeito de simpatoexcitagdo e uma regulagdo para
cima (up regulation) parece exercer o efeito oposto, ou simpatoinibicdo. Esses
dados encontrados, juntamente com 0s nossos resultados mostram uma importante
participagdo tonica da via neuronal do 6xido nitrico, assim como uma participagao
fasica na regulagdo cardiovascular pelo PVN, contribuindo para o controle

cardiovascular e autondmico tanto em situagdes fisiolégicas como patoldgicas.

Quando analisamos a sensibilidade do barorreflexo espontaneo, observamos
que ocorre uma diminuigao da efetividade do barorreflexo nos animais controle sem
apresentarem nenhuma alteracdo quando ocorre a inibicdo das vias tanto neuronal
quanto indutiva do oxido nitrico, assim como nenhuma alteragdo na sensibilidade do
barorreflexo. Esses resultados sugerem que a mudanca postural anti ortostatica

promove uma menor eficiéncia do barorreflexo, promovendo assim os ajustes
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cardiovasculares necessarios para a mudanga postural, e que a participagado das

vias do éxido nitrico ndo parece estar envolvida nesse controle.

Em resumo, nossos dados mostraram que a inibicdo da via neuronal do 6xido
nitico no PVN durante o HDT promove modificagcdes cardiovasculares e
autondmicas, enquanto que a inibigdo da via indutiva do NO nao promoveu
nenhuma alteragdo. Os resultados sugerem uma importante participagdo do NO da
via neuronal no controle cardiovascular durante o HDT, e que sua participagao

parece envolver mecanismos especificos.
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7. CONCLUSAO GERAL

Nossos resultados nos permitem concluir que a via indutiva de producao do
oxido nitrico no nucleo paraventricular do hipotalamo durante uma mudancga postural
em curto espacgo de tempo (HUT) participa das alteragées na presséo arterial e da
frequéncia cardiaca. De forma contraria, durante a mudanca postural anti ortostatica
(HDT), a via neuronal de producao do 6xido nitrico no PVN possui uma participagao
mais relevante sobre as compensacbes cardiovasculares. Além disso, pudemos
evidenciar funcionalmente que o NO no PVN durante a retomada da postura
ortostatica apdés um periodo crbénico de exposigdo a microgravidade possui um
aumentado tdnus cardiovascular e de atividade simpatica renal. Dessa forma, os
estudos aqui apresentados sao evidéncias do envolvimento deste mediador na
regido do PVN em alteragbes posturais agudas e crdénicas e mostram que o mesmo
pode modular o aumento na pressao arterial média e na atividade simpatica nervosa
renal. Assim, possiveis terapias farmacoldgicas visando o NO no PVN podem ser
uma ferramenta para auxiliar nos processos fisiopatolégicos relacionados ao

ortostatismo.
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ANEXOS

9.1 Artigo | - Differential source of nitric oxide in the paraventricular nucleus (PVN)
contributes to dual effects in cardiovascular and sympathetic modulations during

head-up tilt in unanesthetized rats.

9.2 Artigo Il - Functional evidence for nitric oxide involvement in the cardiovascular

and autonomic modulation by the PVN in conscious hindlimb unloaded rats.
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Abstract

Evidences have shown that the paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus is
involved in cardiovascular reflex responses related to blood volume, and nitric oxide (NO) is
an important modulator of cardiovascular and autonomic function in the PVN. So, we aim to
evaluate the cardiovascular and autonomic modulation by NO in PVN during a head-up tilt
(HUT) protocol. Adult male Wistar rats, instrumented with guide cannulas to the PVN and
femoral artery and vein catheters were submitted to mean arterial pressure (MAP) and heart
rate (HR) recordings in conscious state. After baseline parameters the rats were pretreated
with INOS and nNOS inhibitors and submitted to HUT. We performed bilateral PVN
microinjection of saline or Nw-Propyl-L-arginine or 1400W prior to the head-up tilt,
respectively. The iNOS inhibition promotes attenuation in the variation of MAP and HR
during HUT, but nNOS did not. Previous microinjection of 1400w in the PVN promoted
decreases in total variance (166,42+7,4 to 124,16+2,7ms?) and increase in high-frequency
oscillations (HF; 47£3,2 to 69,5+6,4nu) of pulse interval (PI). Bilateral microinjection of Nw-
Propyl-L-Arginine did not change the sympathetic increases during postural challenge, but
increased high frequency oscillations of PI in absolute units (HF; 4,6+0,8 to 18,4+3,3) and
normalized units (HF; 47+3,2 to 66,4+3,2nu) during HUT. The spectral analysis of systolic
arterial pressure did not present differences between groups. Our data suggest that
sympathetic drive to cardiovascular and autonomic adjustments due to HUT are modulated
by NO deferentially from iNOS and nNOS source in the PVN.

Keywords: Arterial pressure; Blood Volume; Heart Rate Variability; NO-synthase;
Orthostatic Stress; Sympathetic activity.

Abbreviations: Paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN), head-up tilt (HUT),
mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR), heart rate variability (HRV), systolic arterial
pressure (SAP), pulse interval (P1), low-frequency (LF), high-frequency (HF), normalized
units (nu)
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1. Introduction

The response to rapid changes in arterial pressure and central blood volume is achieved
through barorreflex, quimioreflex and cardiopulmonary reflex and converge in the central
nervous system (CNS) (Dampney, 1994). Cardiovascular adjustments moment-to-moment
during physiological and environmental challenges are required, and the central neural
circuits related to the information processing are classically understood. It is well known the
medullary brain areas involved with arterial pressure control as the nucleus of the solitary
tract (NTS), dorsal motor nucleus of the vagus nerve (DMNYV), caudal ventrolateral medulla
(CVLM) and rostral ventrolateral medulla (RVLM) (Dampney, 1994 and Guyenet, 2006).
Another brain area such as the Hypothalamus has been suggested as another important
component in cardiovascular modulation (McDowall et al., 2006), where the paraventricular
nucleus of the hypothalamus (PVN) seems to play a fundamental role (Coote, 2005; Martins-

Pinge, 2013 and Pyner, 2009).

The PVN is an important brain nucleus considered a neuroendocrine, behavioral and
autonomic integrative center (Badoer, 2001; Sawchenko and Swanson, 1983), and a cardiac
arm of the volume reflex (Badoer, 2001; Coote, 1995 and Guyenet, 2006). The activity of
autonomic neurons in PVN seems to be regulated by variation of blood volume and plasma
osmolality (Badoer, 2001). A previous study from our laboratory showed the involvement of
the PVN in cardiovascular alterations during an orthostatic challenge, using a head-up tilt
model (HUT) in rats (De Andrade et al., 2012). We also demonstrate that during HUT the
PVN is activated, increasing sympathetic modulation of blood pressure and heart rate (De

Andrade et al., 2014).
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Several studies of literature have highlighted the role of nitric oxide in the
paraventricular nucleus of the hypothalamus and its relation in the cardiovascular system, in
vivo and in vitro studies (Bains and Ferguson, 1994; Horn et al., 1994; Martins-Pinge et al.,
2013 and Stern et al., 2003), as well as, its involvement in the control of sympathetic outflow
(Zhang et al., 1997; Zhang and Patel, 1998). Evidences have suggested that nitric oxide is an
inhibitory neurotransmitter in the PVN (Bains and Ferguson, 1997), and nitrergic signaling
alterations in this nucleus may contribute in pathological states as cardiovascular
deconditioning (Mueller et al., 2003). In addition, orthostatic intolerance is suggested to be
influenced by endothelial nitric oxide synthase alterations, even as, exposure to microgravity
or bed rest leading to NO reductions in systemic arteries and increased levels in brain regions
(Mueller et al., 2005 and Vaziri et al., 2000), therefore contributing to altered adjustments

when resumption orthostatic position.

The spectral analysis is a non-invasive rising methodological approach to investigate
autonomic modulation in physiological or pathophysiological conditions. Our analysis was
based on more comprehensive characterizations where the low-frequency band (LF) reflects
combined influences of both sympathetic and parasympathetic tone, and high-frequency (HF)
band is mainly dependent on the parasympathetic tone component (Rubini et al., 1993 and

Task Force, 1996).

The purpose of the present study was to evaluate the role of the NO pathways in
cardiovascular adjustments by PVN during head-up tilt (HUT) in conscious rats, a
methodology already used by our laboratory (De Andrade et al., 2012, 2014) for inducing

orthostatic stress. We hypothesized that upright posture requires a sympathetic autonomic
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modulation influenced by NO in the PVN. To test this hypothesis, we examined mean arterial
pressure (MAP), heart rate (HR) responses, to both inducible or neuronal nitric oxide
synthase inhibition. Spectral analysis of systolic arterial pressure and heart rate variability

were evaluated at baseline and during HUT conditions.

2. Results

2.1. Histological confirmation

All animals presented in this study had confirmation of the bilateral paraventricular nucleus

(PVN) microinjection sites with 100 nl of dye Evans Blue microinjected at the conclusion of

the experiments (Fig. 1).

2.2. Cardiovascular and spectral parameters during HUT

In the table 1 are the baseline values of MAP and HR of each group. In the vehicle group, the
cardiovascular effects observed during HUT are characterized by an increase in MAP and HR
during postural change and it was statistically significant (p<0.05). And during HUT we
observed an increase in LF band and a decrease in HF band of Pl, and also, an increase in LF

component of SAP (p<0.05). Those effects are presented in the figures 3 and 4.

2.3. Treatment with nNOS inhibitor
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There was no significant difference observed between saline compared with Nw-Propyl-L-
Arginine in the PVN on changes in MAP and HR (Fig. 2). The HUT did not induce any
difference in SAP parameters between groups, and spectral analysis during HUT after nNOS
inhibition we observed in the Pl an increase in the LF oscillation in absolute units (p < 0.05),
and an increase in HF band in absolute units (p < 0.05) and in normalized units (p < 0.05)

when compared to saline group. (Figs 3 and 4).

2.4. Treatment with iINOS inhibitor

After iINOS inhibition with 1400W microinjected inside the PVN during HUT we observed
attenuation on changes in MAP and HR compared to saline group. The components of Pl
showed during HUT a decrease in total variance (p < 0.05), a decrease in LF in absolute units
(p < 0.05) and in normalized units (p < 0.05), and an increase in HF oscillations (p < 0.05)
only in normalized units when compared to control group. The HUT did not induce any

difference in SAP parameters between groups (Figs. 5 and 6).

2.5. Baroreflex gain

The analysis of spontaneous baroreflex showed that in the saline treated group we did not
observe differences between baseline and tilt, in baroreflex effectivity as in baroreflex gain.
The treatment with Nw-propyl and 1400W increased baroreflex effectivity but not baroreflex
gain during baseline. However, during tilt, only the 1400W group was altered when

compared with baseline. (Fig. 5).
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3. Discussion

The data of the present study show that nNOS inhibition did not produce any
difference in cardiovascular parameters compared with saline group during head-up tilt, while
INOS inhibition produces a significant attenuation in MAP and HR during postural
challenge, in unanesthetized rats. Therefore, suggesting an involvement for PVN iNOS
pathway in the phasic modulation of the autonomic activity to cardiovascular system. The
cardiovascular effect of the PVN in arterial pressure during orthostatism was shown by our
laboratory (De Andrade et al., 2012), in with cobalt chloride, a synaptic blocker was
microinjected into the PVN and affected MAP during HUT. However, the neurotransmitters

related to these compensations remains unclear.

Accordingly, studies by Pyner (2009), the PVN has different neurochemical substrates
to produce an appropriate differential sympathetic output and the inhibitory input originate
from PVN is dependent upon nitric oxide, with in turn, potentiates GABAergic synaptic
inputs in the PVN. And the literature suggests a concept that NO produced from nNOS has
inhibitory effects in the PVN (Martins-Pinge et al., 2013; Patel et al., 2001 and Stern et al.,
2003). And several investigators have shown the inhibitory role of NO in MAP and renal
sympathetic nerve activity (Hashiguchi et al., 1997; Li et al., 2001 and Zhang et al., 1997).
However, recent evidences have suggested an excitatory effect mediated by a local NO-
guanylate cyclase system in the PVN (Busnardo et al., 2010). Also, excitatory and inhibitory
effects of NO have been demonstrated in other cardiovascular areas (Hirooka et al, 1996;
Martins-Pinge et al., 1997 and Patel et al., 2001). Those divergences have been discussed to

be due to differences in concentrations of the drugs used, species utilized or conscious state
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of the animal (Morimoto et al., 2000), or due to different NOS pathway activated (Martins-
Pinge et al., 2007). The PVN activation during HUT could result in differential control of
sympathetic outflow, as evidenced in RVLM who is capable of producing varying patterns of

sympathetic activation in rats (Mueller et al., 2011).

Localizations of neuronal populations that possess neuronal nitric oxide synthase
(nNOS) were achieved by histochemical staining using NADPH-diaforase and
immunohistochemistry (Bredt et al. 1990 and Dawson et al., 1991). Moreover, an increased
nNOS by an adnovirus in the PVN generated a high level of NOS and that expressed nNOS
is functional in inhibiting renal sympathetic nerve activity by the PVN (Li et al., 2002). The
data of the present study indicate that the sympathoexcitatory effect imposed by upright
posture adoption is not affected by nNOS pathway inhibition, once the cardiovascular and

autonomic parameter were not different from the control group.

Although the literature suggested iNOS levels inside the central nervous system are
low and iINOS may be induced inside astrocytes or microglial cells following events such as
inflammation, viral infection or trauma (Bredt et al., 1990 and Calabrese et al., 2006). Our
study has evidenced, bilateral microinjections of iNOS inhibitor into the PVN producing a
significant decreased in the MAP and HR, suggesting an iNOS involvement in cardiovascular
compensations during head-up tilt as well sympathetic drive diminished as represented by
Variance, LF absolute and normalized units and ratio LF/HF component of spectral
parameters, indicating an autonomic modulation by iNOS pathway. And these results are in
accordance with recent findings in the literature that showed the PVN iNOS neurons

projecting to the intermediolateral cell column, affecting the sympathetic activity
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(Yamaguchi et al., 2009, 2010 and Guggilam et al., 2008). However, during a postural
change the arterial pressure presents an increase and the microinjection of iNOS inhibitor did
not present any effect when analyze the spectral parameters of systolic pressure. To explain
this no effect of iINOS microininjection into the PVN in spectral parameter of arterial
pressure, we must consider a previous study suggesting that during orthostatism an increased
level in plasma vasopressin occurs minutes later generating a vasoactive hormone response

(Geelen et al., 2002).

The spontaneous baroreflex has been used to verify the baroreflex gain and effectivity
through simple techniques in which small and spontaneous fluctuations of arterial pressure
generate changes in R-R interval (Schwartz et al., 2013). In a recent work from our lab we
provided data that demonstrate that PVN can modulate tonically the baroreflex, but under
orthostatic challenges its effectivity is not required (De Andrade et al., 2014). In the present
study, we provided evidence that NO is also involved in baroreflex gain during tilt, although
when one of NOS (nNOS or iNOS) is inhibited we did not observe any detrimental in
baroreflex gain. It is possible that one of the sources of NO in the PVN can keep the role in

baroreflex.

In conclusion, our findings provide that iNOS inhibition attenuates arterial pressure
increases during HUT, but nNOS did not interfere. In addition, spectral analysis demonstrates
that iINOS inhibition produces an inhibitory action in the autonomic modulation of heart rate
during HUT and nNOS did not produce any effect. We also observed that iNOS in the PVN
is involved in the baroreflex gain during tilt producing a decrease in the baroreflex

effectiveness index, but any difference was found in baroreflex sensitivity index. Further
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studies are necessary to understand this complex system and understand the NO interactions
with other neurotransmitters in the PVN in the control of cardiovascular and autonomic

responses during postural challenges.

4. Materials and methods

4.1. Animal care. For this study, we utilized conscious, freely moving, adult male Wistar rats
supplied by the central animal house of the State University of Londrina in Brazil. The
animals were housed individually in Perspex cages in a room with a 12:12-hour light/dark
cycle. Food and water were freely available, except during the experiments. The ethics
committee for animal experiments of the State University of Londrina, Brazil, approved all
experimental procedures involved in this study (CEEA Protocol 17/2010). Procedures were
conducted in conformity with the Brazilian Society of Neuroscience and Behavior guidelines
for the care and use of laboratory animals, and conformed to the National Institutes of Health
(NIH) Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication 80-23,
revised in 1996). All efforts were made to minimize animal suffering and the number of

animals used.

4.2. Surgical proceedings. Initially, the rats were anesthetized with sodium pentobarbital (50
mg kg 2, ip) and placed prone in a stereotaxic apparatus (David Kopf Instruments) with the
incisor bar 5 mm below the interaural line. The animals were implanted with 2 guide-
cannulas directed to the PVN (1.8 mm posterior to bregma, 0.5 mm lateral to midline and 7.6
mm below the surface). The methodology for guide cannula implantation technique was

based on a previous work (De Abreu et al., 2009). At the end of the surgery, all animals
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received a prophylactic dose of veterinary antibiotic. After this the rats were allowed 3 to 5
days for recuperation from the surgery. Twenty-four hours before the experiments, under
sodium pentobarbital (50 mg kg %, ip) anesthesia, a polyethylene catheter was inserted into
the abdominal aorta through the femoral artery. Another catheter was inserted into the
femoral vein and both catheters were externalized dorsally to record arterial pressure (AP)

and heart rate (HR) and for drug administration, respectively.

4.3. Measurement of cardiovascular parameters. 24 hours after catheterization, the
animals were kept in their cages and basal recordings were obtained for at least 30 minutes
before starting the protocol. The mean arterial blood pressure (MAP) and heart rate (HR),
were recorded by a MLTO0380 blood pressure transducer connected to a Powerlab system
4/20 T (ADInstruments). The BP and HR were recorded while the animals were awake and

moving freely.

4.4. Pharmacological treatment. After baseline recordings in separated groups of animals
we performed with 100 nL bilateral microinjections in the PVN of the different
pharmacological treatments: physiological saline as a vehicle or Nw-Propyl-L-arginine (4
nmol), a nNOS inhibitor; or 1400W (2 nmol), an iNOS inhibitor. For the microinjections, a
standard 30-33G stainless steel injector cannula was connected to a Hamilton syringe (7101)
and positioned into the guide cannula. The injector cannula was 1 mm longer than the guide
cannula. Only one administration was performed in each PVN. At the end of the experiment,
Evans blue dye (2%) was microinjected (100 nl) into each experimental site of the brain for
histological verification. The drug concentrations were based on following literature work:

nw-Propyl-L-arginine (Busnhardo et al., 2010b); DEA-NONOate (Yao et al., 2007); 1400W (Tabrizian
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et al., 2010). All the drugs used for this study: Nw-Propyl-L arginine, DEA-NONOate,
1400W, sodium pentobarbital, were obtained from Sigma Chemical Co. Only before

infusion, all drugs were dissolved in physiological saline.

4.5. Experimental protocol. After treatment with drugs in the different groups, the animals
were induced to orthostatic challenge (head-up tilt, HUT), according to Bedette et al., (2008).
The animals were stimulated to enter in a cylindrical compartment of approximately 30 cm,
the restraining tube, with continuous registration of cardiovascular parameters for
approximately 10 minutes. The HUT was conducted by raising the head side of the tilt board
from horizontal position to 75 degrees head-up position for 15 min. After this period, the
animals returned to a horizontal position (in 1 second) and remained for another period of 15
minutes, until the cardiovascular parameters to stabilize (recovery period). After completing

the experimental protocol, animals were sacrificed with an overdose of anesthetic.

4.6. Histology. After euthanasia of the rats, the brain was removed and fixed in 10 %
formaldehyde. For histological identification of the injection sites, the brain stem was cut
coronally into 40 um thick sections and stained with 1% neutral red. The histological sections
were examined microscopically and compared to the rat brain atlas (Paxinos and Watson,
1998). Only the brains with the confirmation of PVN localization were included in the

present study.

4.7. Heart rate and systolic arterial pressure variability. 30 minutes of baseline and during
restraint and HUT, arterial pressure (AP) and heart rate (HR) were recorded and processed by

customized computer software (CardioSeries v2.4 http://www.danielpenteado.com) which

applies an algorithm to detect cycle-to-cycle inflection points in the pulsatile AP signal, thus


http://www.danielpenteado.com/
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determining beat-by-beat values of systolic and diastolic pressures. Beat-by-beat pulse
interval (PI) series from the pulsatile AP signal were also generated by measuring the length
of time between adjacent systolic waves. From the recording period, the time series of Pl and
systolic AP (SAP) were divided into contiguous segments of 300 beats, overlapped by half.
After calculating mean value and variance of each segment, they were submitted to a model-
based autoregressive spectral analysis as described elsewhere (Malliani et al., 1991; Rubini et

al., 1993 and Task Force, 1996).

4.8. Baroreflex gain. The baroreflex sensitivity (BRS) was measured in the time domain by
means of the sequence method. Using the computer program CardioSeries v2.4
(http://lwww.danielpenteado.com), time series of beat-to-beat values of Pl and SAP were used
for analysis of BRS. The time series were analyzed for sequences of four or more beats in
which progressive increases in SAP were accompanied by progressive increases in Pl, or
progressive reductions in SAP were accompanied by progressive reductions of the PI. To
detect changes in SAP and Pl was used thresholds of 0 mmHg and 0 ms, respectively. After
detecting SAP ramp (sequence of four or more beats in which progressive increases or
decreases in SAP were followed or not, by increases or reductions in the PI), the computer
program sought by changes in P1 without any interval, i.e., delay of zero beats. A sequence
baroreflex was only used when the correlation coefficient (r) between SAP and Pl was greater
than or equal to 0.8. The BRS was determined from the average slope of the linear regression

between the SAP and PI of each baroreflex sequence found.
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4.9. Statistical analysis. Statistical analysis was performed using the statistical program
(GraphPad, San Diego, CA). The data were subjected to one-way repeated-measures
ANOVA, followed by comparison for individual differences using Bonferroni test. Baseline
and HUT from the same group were compared using paired t-test, with p < 0.05 was

considered to indicate statistical significance. All data are presented as mean + SE.
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Figure legends

Figure 1. (A) Representative photomicrograph of bilateral microinjection sites from the
region of the paraventricular nucleus (PVN). (B) Schematic representation of injection sites
in serial sections from the rostral (1.4 mm) to the caudal (2.12 mm) extent of the region of the
paraventricular nucleus (PVN). Distance posterior to bregma is shown for each section
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according to the atlas of Paxinos and Watson (1998). () Microinjections inside PVN.

Abbreviations: 3V, third ventricle; AH, anterior hypothalamic nucleus.

Figure 2. Effect of microinjection of saline (n = 7) or 1400W (2 nmol, n = 6) or Nw-Propyl
(4 nmol, n = 6) inside PVN on changes in (MAP) and heart rate (HR) during HUT (last
minute of restraint less peak response of HUT). The results are expressed as mean + standard
error of the mean (SEM). A significant difference was observed between saline compared

with 1400W in the PVN for MAP and HR responses (*p < 0.05).

Figure 3. Spectral parameters of systolic arterial pressure (SAP) calculated from time series
using autoregressive spectral analysis at baseline or during head up tilt (HUT), after PVN
microinjections of Saline (vehicle), or Nw-Propyl (4 nmol, n = 6) or 1400W (2 nmol, n = 6).
(A) Total variance; (B) Low-frequency power (LF) in absolute values. Values are MEAN +

SEM. (*) P<0.05 compared to Baseline.

Figure 4. Spectral parameters of pulse interval (Pl) calculated from time series using
autoregressive spectral analysis at baseline or during head up tilt (HUT), after PVN
microinjections of Saline (vehicle), or Nw-Propyl (4 nmol, n = 6) or 1400W (2 nmol, n = 6).
(A) Total variance; (B) ratio LF and HF (C) Low-frequency power (LF) in absolute units; (D)
High-frequency (HF) power in absolute units; (E) Low-frequency power (LF) in normalized
units; (F) High-frequency (HF) power in normalized units. Values are MEAN = SEM. (*)

P<0.05 compared to Baseline and (#) P<0.05 compared with HUT.
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Figure 5. Effect of PVN treatment with saline, DEA-nonoate, Nw-Propyl-L-Arginine and
1400W at baseline and head-up tilt (HUT) in spontaneous fluctuations of baroreceptor reflex.
Graph bars present baroreflex effectiveness index (BEI), baroreflex all gain. *p<0.05

compared with baseline; #P<0,05 compared to vehicle.
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TABLE 1
Vehicle Nw-Propyl-L-Arginine 1400w
(N=7) (N=6) (N =6)
BASELINE
MAP mmHg 114+ 2 119+5 114+ 2
HR bpm 349+ 8 345+ 9 353+6

Table 1. Mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) means in baseline (before PVN microinjection). Values are expressed as
the mean * SEM.
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Abstract

The Paraventricular Nucleus of the Hypothalamus (PVN) has been emerged as an important
integrative nucleus of the forebrain controlling the neuroendocrine and autonomic
modulation. Prolonged exposure to microgravity or maintenance of long periods of bed rest
has presented changes in the expression of nitric oxide synthase (NOS) and protein
concentration in the PVN. The Hindlimb Unloading (HU) model mimics all these changes
that occur without gravity. Therefore, we hypothesized that the NO in the PVN of conscious
rats has a functional role in cardiovascular and autonomic function when animal return to
normal gravity. Rats underwent 14 days HU or cage control (CC). Guide cannulas to the
PVN were implanted on Day 9. Artery and vein catheters and renal nerve electrodes were
implanted on Day 13 to record mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and renal
sympathetic nerve activity (RSNA). Baseline MAP was similar but resting HR was increased
in conscious HU compared to cage control (CC: 11946 vs. HU: 122+5 mmHg) and (CC:
3705 vs. HU: 410+6 bpm) respectively. Bilateral microinjections of LNMMA
(2mM/100nL) was performed in the PVN and the inhibition of NOS produced greater
increases in MAP (CC: 13+1 vs. HU: 20+2 mmHg) and RSNA (CC: 155+34 vs. HU:
309+49% Baseline) in HU compared to control. Changes in HR to L-NMMA were similar
between groups. The differential effect of LNMMA indicate that tonic NO function in the
PVN is enhanced after HU in conscious rats and it may be part of the adjustment required for

microgravity environment.

Key words: arterial pressure, heart rate, microgravity, renal sympathetic nerve activity,
cardiovascular deconditioning.
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Introduction

After the discovery of the nitric oxide (NO) signaling molecule in cardiovascular and
central nervous system, several experimental evidences have been suggesting it involvement
in brain areas related to autonomic and cardiovascular modulation in different physiological
conditions and pathological states (3, 20, 18, 24, 45, 12, 35, 25). Medullary structures are
well described in neural control of circulation but other areas as well as the paraventricular
nucleus of the hypothalamus (PVN) can indirectly or directly influence the sympathetic
activity making connections with the rostral ventrolateral medulla (RVLM), knowing as the
dominant brain region for tonic regulation of arterial blood pressure and connections with
sympathetic vasomotor neurons, respectively (39, 44, 37, 35, 29, 22). The PVN is considered
a neuroendocrine, behavioural and autonomic integrative nucleus (38, 39) and the autonomic
efferent neurons are regulated by influence of blood volume, blood pressure and osmolality
(1,7, 16).

Physiological changes and adaptations including a central shift in body fluids,
followed by a reduction in total blood and plasma volume and muscle atrophy are well
known after prolonged exposure to microgravity or bed rest in humans (5, 15, 4). The return
to 1G environment or to normal activity, individuals display resting tachycardia, decrease
exercise capacity, and increased incidence of orthostatic intolerance (38, 32, 33, 23). The
mechanism that accounts for these changes are still unresolved, although cardiac atrophy,
altered vascular reactivity, hypovolemia and altered baroreflex control of sympathetic nerve
activity has been suggested (8, 14, 36). Alterations within the central nervous system have
been postulated to be involved and the PVN is a major source of forebrain input to the

sympathetic nervous system (6, 7, 1, 2). The hindlimb unloaded (HU) rat exhibit several
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changes observed in humans exposed to microgravity or bed rest: resting tachycardia,
reduced exercise capability and orthostatic intolerance. Recently study has shown that
alterations in peripheral and central NO system may contribute in cardiovascular regulation
importantly (29, 30).

The purpose of the present study was to evaluate the cardiovascular and autonomic
alterations after blockade of nitric oxide in the PVN in conscious rats previously submitted to
hindlimb unloading protocol. We hypothesized that the NO within the PVN has a functional
role in cardiovascular and autonomic system when animal return to normal gravity. To test
this hypothesis, we examined mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and renal
sympathetic nerve activity (RSNA) responses to a generalized inhibition of NO synthase with

L-NMMA in the PVN in control and hindlimb unloaded conscious rats.

Methods
All procedures were performed according to the guidelines stated in the National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. All protocols were reviewed and
approved by the University of Missouri-Columbia Animal Care and Use Committee. Twelve
male Sprague-Dawley rats (220-250g, Harlan Spreague Dawley, Indianapolis, IN) were used
in this study. Food (Formulab Diet, 0.28% sodium; Purina, St. Louis, MO) and water were

available ad libitum to both groups of animals.

Hindlimb Unloading. Rats were randomly assigned to HU or cage control (CC) groups. All
rats were anesthetized with isoflurane to implant the suspension apparatus and apply a small
lightweight thoracic cast (10g; Specialist plaster bandages; Johnson & Johnson). The

suspension apparatus consists of two stainless wires (0.029-mm diameter; Small Parts) passed
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through the 5" and 7" sacral intervertebral space and formed into a circle (4.5-cm diameter)
with a small grommet (0.5-cm diameter). A 10 days period was allowed for the animal to
recover before the HU animals were acclimated to HU. The acclimation consists in hindlimb
suspension (30-35°) was adequate to eliminate weight bearing by the hindlimbs. After the
acclimation period, HU animals were suspended for 14 days. CC animals were maintained in

individual cages for a similar time period.

Surgical Procedures. Surgeries were performed 5 and 1 day before the experiment (day 9
and 13 of HU periods). Surgery was performed under isoflurane anesthesia using sterile
technique. The animals were placed prone in a stereotaxic apparatus (David Kopf
Instruments) with the incisor bar 5 mm below the interaural line and two guide-cannula were
implanted directed to the PVN (1.8 mm posterior to bregma, 0.5 mm lateral to midline and
7.6 mm below the surface). The guide-cannula implantation technique was an adaptation
based on a previous work (24, 9). On the 13" day surgery was performed under isoflurane
anesthesia using sterile technique. Arterial and venous catheters (PE-10 fused to PE-50) were
implanted in the abdominal aorta through the femoral artery and vein. Catheters were filled
with heparinized saline (10 U/ml), closed with an airtight plug, and exteriorized in the dorsal
cervical region. A left renal nerve was exposed by a retroperitoneal approach, dissected free
of connective tissue and placed on a recording electrode. The electrode consisted of two
silver, Teflon-insulated wires (Medwire; 0.0005-in. diameter) passed through Silastic tubing
(0.025-in. diameter). The Teflon-insulation was removed from the electrode tips, which were
fashioned into hooks and placed in contact with the isolated renal nerve. The nerve and
electrode were covered with a polyyinylsiloxane gel (Super Dent light; Darby Dental Lab

Supply) that was allowed to harden before closure. A ground wire was implanted in the
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surrounding muscle. The electrode and ground wire were exteriorized with the catheters in
the dorsal cervical region after recovery from anesthesia the animals were returned to their

cages or in suspension apparatus for 24 h before any experimental manipulations.

Experimental procedure. To mimic conditions of returning to a 1G environment or to an
upright posture, we performed all experiments with the rats removed from suspension
apparatus and in a horizontal position. Animals were placed in an experimental cage filled
with bedding from their home cage. The experimental cage was located in a quiet isolated
room. For recording arterial blood pressure, the arterial catheter was attached to a pressure
transducer. Mean arterial pressure (MAP) was derived electronically using a low-pass filter.
HR was determined from the arterial pressure pulse by using a PowerLab ratemeter function
(ADI Instruments). RSNA was amplified 1,000 times using a band-pass filter (30 Hz-3 kHz).
Multiunit nerve activity was monitored with an oscilloscope (Tektronix) and an audio
monitor (Grass M8). Nerve activity was rectified and integrated using a root-mean-square
convert with a time constant of 28 ms. The signal was then electronically averaged, and this
mean signal was used as a relative measure of RSNA. Background noise in the sympathetic
nerve recording was determined after the rats were euthanized. All experiments were
performed within a Faraday cage to decrease electrical noise. All data were recorded using a
computer-based data acquisition system (PowerLab; ADI Instruments).

The experiments began with a stabilization period of ~30 min during which baseline
hemodynamic parameters were recorded. At the end of this period bilateral microinjections in
the PVN with artificial Cerebro Spinal Fluid (aCSF) (100nl) or a nonspecific of all NO
synthases inhibitor Ng-monomethyl-L-arginine (L-NMMA) (2mM, 100nl). At the end of the

experiments, the rats were overdosed with a euthanized solution thought the venous catheter
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(Beuthanasia, 0.2 ml). The soleus and plantaris muscles and adrenal glands were removed
and weighted.

Histology. In addition to functional identification of PVN injection sites with L-NMMA in
every animal, we marked injection sites in the PVN with 2% Evans blue dye (100 nl)
bilaterally in all animals used in these studies. The brains were removed and placed in 10%
phosphate-buffers formalin containing sucrose. After a minimum 2 days the brain was
sectioned into 40-um coronal slices. Slices were then mounted on microscope slides and the
center of dye spot was observed with a microscope.

Drugs. The L-NMMA was obtained from Sigma Chemical (St. Louis, MO) and was
dissolved in aCSF. L-NMMA and the aCSF were pH adjusted to 7.3 — 7.5 before
microinjection.

Data Analysis. All data are presented as mean + SE. Hindlimb body weights, muscle and
adrenal gland weights were analyzed using Student’s t-test for independent groups. Body
weights were examined using two-way analysis of variance (ANOVA) with the group
(control vs. HU) and time (days 1 and 14) as factors. We also used Student’s two- tailed
unpaired t-test to compare the response (change) between CC and HU groups after aCSF or

L-NMMA treatment. P < 0.05 was considered to indicate statistical significance.

Results
All animal presented in this study had a confirmation of bilateral paraventricular
nucleus (PVN) sites with 100 nl of dye Evans Blue microinjected at the conclusion of all
experiments (figure 1).
Effects of hindlimb unloading. Table 1 contains data from rats in this study and

includes body weights and absolute wet weights control animals and hindlimb unloaded
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animals that were hindlimb unloaded for 14 days. Body weight did not differ significantly
between groups in the pre-experimental period; however, post-experimental period control
animals gained weight, was a significant change in body weight in HU rats over the 14-day
period of unloading (control, 315+5 vs. HU, 282 +7 g). HU rats exhibited signs of
hindlimb soleus and plantaris muscle atrophy as evidenced by significantly lower absolute
wet weight (control, 115 = 7 vs. HU, 55 + 2 mg) and (control, 307 + 14 vs. HU, 248 £ 3 mQ)
respectively, Significant atrophy in the soleus and plantaris muscles confirms the
effectiveness of the hindlimb unloading intervention in producing a deconditioned state. The
adrenal gland did not differ between CC and HU groups. Baseline MAP values for animals in
conscious state were similar in control and HU rats but HR was significantly increased after
14 days unloaded (control, 370£5 vs. HU, 41046 bpm) presented in (Table 1).

Tracings of fig 2 shows pulsatile arterial pressure (PAP), mean arterial pressure
(MAP), heart rate (HR) and short (2 min) example recordings of raw and integrated renal
sympathetic nerve activity and changes on these parameters in response to NO inhibition in
the PVN after bilateral microinjection of L-NMMA in Cage Control and Hindlimb Unloading
rats. We can observe discrete change response in Cage Control animal after bilateral
microinjection to NOS inhibitor in the PVN. And an evidenced increase in PAP, MAP, HR
and RSNA of HU conscious rat after L-NMMA microinjection.

In the tracings of fig 3 we can also observe changes in MAP, HR and RSNA on these
parameters. Bilateral microinjection of aCSF into the PVN of CC (n=5) and HU (n=7) did not
produce any difference while bilateral microinjection of L-NMMA produced greater
increases in MAP (CC: 13+1 vs. HU: 20+2 mmHg) and RSNA (CC: 15534 vs. HU:
309+49% Baseline) in HU compared to control. Changes in HR to L-NMMA were similar

between groups.
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Discussion

The major findings in this study were that responses to NOS inhibition in the PVN are
increased after 14 days of hindlimb unloading in rats. These responses are attenuated in
control conditions. The NO effect within the PVN is increased by simulating microgravity or
bed rest leading to tonic cardiovascular and autonomic alterations. HU rats presented
increased MAP and RSNA after bilateral L-NMMA NOS inhibition into the PVN in
conscious animals. This data suggest that simulated microgravity or bed rest leads to

augmented PVN inhibition mediated by NO.

Hindlimb unloaded rats exhibited some of the same changes that occur in humans
after microgravity or bed rest as muscle atrophy and resting tachycardia (17, 28). Previous
studies indicate that baroreceptor afferent activity in response to changes in arterial pressure
is unaltered in HU rats. However, increases in efferent sympathetic nerve activity for a given
decrease in afferent input are blunted after HU, suggesting changes in CNS processing of
afferent information (27, 13). Other studies shown that nitric oxide synthase protein
expression from neuronal pathway (nNOS) was higher in the PVN of hindlilmb unloaded (42,
29) indicating a contribution to simpathoinhibition following volume expansion during
cardiovascular deconditioning (28), and reductions in peripheric NO-mediated dilation in HU

conscious rats (30, 31) induced consequences in controlling resting arterial blood pressure.

Several studies have shown that the PVN is a highly integrated brain region with
multiple functions and mainly involved in cardiovascular function. The exercise training
seems to promote alterations in the PVN and this may contribute to increased

parasympathetic and decreased sympathetic modulations in physiological condition and the
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NO possibly collaborate (26). In the same way, the NO-mediated inhibition of RSNA within
the PVN was blunted in rats with heart failure (46), and exercise training improves the
altered NO mechanism within the PVN and restores NO- mediated changes in the renal
sympathetic nerve activity of rats (48), suggesting a NO-mediated modulation within the
PVN after exercise in physiological and pathophysiological condition. An interaction
between NO and GABA appears to be involved in tonic inhibition of basal sympathetic
outflow (7) and recent evidences suggesting an sympathoinhibitory effect of NO in the PVN

mediated by GABA (46).

Previous data from our laboratory suggest that the PVN participates in the central
pathways related to cardiovascular compensations during postural changes, having more
preeminent participation of the PVN in arterial pressure alterations than in heart rate (10) as
well as its involvement in arterial baroreflex gain after simulated head-up posture (11). There
is a growing body of evidence in the literature that suggests that blockade of nitric oxide
synthase (NOS) in the PVN produces an increase in arterial pressure and sympathoexitation
(3, 43, 34, 19, 47, 21). In this regard, the HU rats when return to normal position presented
an increased MAP and RSNA response after NOS inhibition compared with the control
group, therefore our data are in agreement with previous studies.

In summary, our data showed that 14 days of hindlimb unloading induced an
increased tonic effect by nitric oxide in the PVN on cardiovascular and sympathetic
regulation. These effects may be important to restore volume and cardiovascular changes

imposed by weightlessness.
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Figures legends

Figure 1. Representative photomicrograph of bilateral microinjection sites within of the
paraventricular nucleus (PVN) of an individual rat. 100 nl of dye Evans Blue was injected at

the conclusion of all experiments.

Table 1. Body, muscles, adrenal gland weight, resting MAP and HR. Values are means * SE.
Body weight (BW) was measured before suspension on day 1 (D1) and after removal from
suspension, which typically was on day 14 (D14). Muscle and adrenal gland weights were

measured on D14. * P <0.05.

Figure 2. Typical tracings of pulsatile arterial pressure (PAP), mean arterial pressure (MAP),
heart rate (HR) and short (2 min) example recordings of raw and integrated renal sympathetic
nerve activity from an original experimental group of one original record from the
experimental group. L-NMMA Cage Control and Hindlimb Unloaded group. The arrows
indicate the moment of PVN microinjection. A and C— a single Cage Control rat, Band D —a
single Hindlimb Unloaded rat before and after bilateral L-NMMA microinjection into the

PVN.

Figure 3. Effects of bilateral blockade in the region of PVN with L-NMMA on MAP, HR
and RSNA in separate groups of conscious rats. Bilateral microinjection of L-NMMA
significantly increased MAP (CC: 131 vs. HU: 20£2 mmHg) and RSNA (CC: 155+34 vs.
HU: 309+49% Baseline) in cage control (CC n=5) and Hindlimb Unloaded (HU n=7). HR

was similar between groups. (* P <0.05).
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Body Wt, g Soleus  Soleus Wt/ Plantaris  Plantaris  Adrenal, Resting Resting

Wt, mg body Wt, mg Wt/ body mg MAP, HR,

mmHg bpm

n Dayl Days 14
Control 5 261+10 3155 1157 036x001 30714 0.95+0.01 304 11946  370%5
Hindlimb 7 253+10 282+7* 55x2* 0.20+0.02* 248+3* 0.65+0.01* 30+3 12245  410+6*
Unloaded
Table 1

Figure2
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