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RESUMO
Respostas cardiovasculares a estimulagcdo elétrica do seio carotideo de ratos

acordados normotensos e hipertensos (SHR)

O barorreflexo arterial € o principal mecanismo de regulacéo a curto prazo da pressao
arterial (PA), mantendo-a dentro de um estreito limite de variacdo. A elevacdo da PA
estimula sensores mecanicos (barorreceptores), que levam a uma inibicdo simpatica e
aumento da atividade vagal cardiaca, provocando queda (normalizacdo) da PA. A
estimulacdo elétrica de aferéncias dos barorreceptores € uma técnica que surgiu na
década de 60 e, atualmente, vem sendo utilizada em pacientes com hipertensdo
refrataria. Hipotetizamos que a estimulacdo elétrica do SC seria capaz de promover
alteracdes hemodinadmicas e na modulacdo autondémica cardiovascular de ratos
normotensos e SHR. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar respostas
hemodinamicas, variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) e PA, e avaliar alteracdes
vasculares a estimulacdo elétrica do seio carotideo (SC) em ratos normotensos ou
espontaneamente hipertensos (SHR). Ratos Wistar ou SHR, com 300g (15 a 18
semanas) foram anestesiados (ketamina e xilazina) e implantados com eletrodos ao redor
do SC e canula na artéria femoral. No dia seguinte, apds registro basal da PA, o SC dos
ratos foi estimulado com pulsos de 1 mA, 1 ms e 15, 30, 45 ou 60 Hz durante 20 s. A
seguir, um estimulo prolongado (60 min) com pulsos de 1 mA, 1 ms e 30 Hz foi aplicado

ao SC dos ratos de forma continua ou intermitente (20/20s ON/OFF). Um grupo distinto



de SHR foi implantado (SC) com um estimulador miniaturizado capaz de gerar,
ininterruptamente, pulsos de 3 V, 1 ms, e 30 Hz, de modo intermitente (20/20s ON/OFF).
Nesses animais, no dia seguinte ao implante dos eletrodos, foi realizado um registro basal
da PA e o estimulador foi ligado, estimulado o SC durante 48 h. Apds o termino da
estimulacdo, um novo registro da PA foi realizado e, ao final, o leito mesentérico dos ratos
foi removido para analise de reatividade vascular. A estimulacao elétrica de curta duracéo
(20 s) provocou uma resposta hipotensora, que foi maior em SHR (A= -16 a -48 mmHg,
n=14) do que em ratos normotensos (A= -19 a -28 mmHg, n=10). A hipotensdo causada
pela estimulacdo do SC foi frequéncia dependente apenas nos SHR. Uma bradicardia,
semelhante em ambos os grupos (Wistar e SHR), e ndo dependente da frequéncia de
estimulacdo, também foi observada com a estimulacdo do SC. Na estimulacéo
prolongada (60 min), realizada de forma continua ou intermitente, também houve
hipotensdo e bradicardia que se mantiveram durante todo o periodo de estimulo. A
hipotensdo durante o estimulo de 60 min do SC também foi maior em SHR (-38 + 9
mmHg) do que em ratos Wistar (-15 £ 5 mmHg). A analise simbdlica, antes e durante a
estimulacdo do SC, no grupo que recebeu estimulacédo continua, revelou um aumento na
porcentagem de sequéncias tipo 2UV da FC (relacionadas a modulacdo vagal cardiaca)
de 37 + 3 para 45 + 4 %. A andlise espectral mostrou diminuicdo na poténcia do espectro
da PA na banda de LF (relacionada a modulacao simpatica cardiaca e vascular) de 3.6 +
0.3 para 0.7 £ 0.1 mmHg? apenas em animais normotensos. Os SHR estimulados
cronicamente (48 h) tiveram uma PA menor apos o final do estimulo (173 +5vs 150 £ 5

mmHg). Entretanto, a variabilidade da FC e da PA nao foi alterada pela estimulagdo



cronica do SC. Adicionalmente, o estimulo elétrico crénico do SC promoveu aumento na
reatividade das artérias mesentéricas a Acetilcolina, e a fenilefrina, tanto na presenca
como na auséncia do endotélio. A resposta hipotensora perdurou até 60 minutos apos o
desligamento do dispositivo de estimulacédo. Concluindo, a estimulacao elétrica do SC de
ratos acordados, normotensos ou SHR é efetiva em diminuir a PA e FC além de promover
alteracdes na variabilidade da FC e da PA condizentes a reducdo da modulacéo
simpatica em animais normotensos. Adicionalmente, a estimulacdo crénica do SC

promoveu alteracdes em vasos de resisténcia.
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ABSTRACT

Cardiovascular responses to electrical stimulation of carotid sinus in conscious

normotensive and Hypertensive rats (SHR)

Arterial baroreflex is the main short-term regulation mechanism of blood pressure (BP),
keeping it under narrow limits of variation. The increasing of BP stimulates mechanical
sensors (baroreceptors), which lead to inhibition of sympathetic drive and increasing
cardiac activity of vagus nerve, resulting in decrease (normalization) of the BP. Electrical
stimulation of afferent baroreceptor is an approach that emerged in the 60s and is now
being used in patients with resistant hypertension. We hypothesized that electrical
stimulation of CS promote hemodynamic and autonomic responses in normotensive and
SHR. The aim of this study was to characterize hemodynamic responses, heart rate (HR)
and BP variability, and evaluate vascular changes to electrical stimulation of the carotid
sinus (CS) in normotensive or spontaneously hypertensive rats (SHR). SHR and Wistar
rats with 300g (15 to 18 wk) were anesthetized (ketamine and xylazine) and implanted
with electrodes in CS and a catheter into femoral artery. On the next day, after baseline
recording of the BP, animals were subjected to electrical stimulation of CS with pulses of
1 mA, 1 msand 15, 30, 45 or 60 Hz during 20 s. Following, a continuously or intermittently
(20 / 20s ON / OFF) prolonged stimulation (60 min) with pulses of 1 mA, 1 ms and 30 Hz
was applied to CS of rats. Another SHR group was implanted with a miniaturized

stimulator connected to CS electrodes, capable of generating uninterruptedly pulses of 3



V, 1 ms, and 30 Hz, intermittently (20/20s ON/OFF). On the next day, after baseline
recording of BP, the stimulator was turned on, and CS was stimulated during 48 h. After
the end of stimulation, another BP recording was performed and the mesenteric bed of
rats was removed for analysis of vascular reactivity. Short-term (20 s) electrical stimulation
of CS induced a hypotensive response that was greater in SHR (A = -16 to -48 mmHg, n
= 14) than in normotensive rats (A =-19 to -28 mmHg, n = 10). Hypotensive response was
dependent on stimulation frequency only in SHR. A bradycardic response, similar in both
groups (Wistar and SHR) and not dependent of the frequency of stimulation was also
observed. In prolonged stimulation (60 min), performed continuously or intermittently,
hypotension and bradycardia were observed during whole stimulation period. Hypotensive
effect observed during 60 min stimulation of the CS was greater in SHR (-38 £ 9 mmHQ)
than in Wistar rats (-15 + 5 mmHg). The symbolic analysis, before and during the
stimulation of the CS revealed an increase in the percentage of 2UV type sequences of
HR (related to cardiac vagal modulation) from 37 + 3 to 45 + 4 %. Spectral analysis
showed in the decrease power of BP spectrum in LF band (related to heart and vascular
sympathetic modulation) from 3.6 + 0.3 to 0.7 + 0.1 mmHg? only in normotensive animals.
SHR chronically stimulated group (48 h) showed lower BP after the end of the stimulus
(173 £ 5 vs 150 + 5 mmHg). However, the variability of HR and BP was not changed by
chronic stimulation of the CS. Moreover, chronic electrical stimulation of the CS increased
the reactivity of mesenteric arteries to acetylcholine and phenylephrine, both in the
presence or absence of the endothelium. The hypotensive response lasted after 60

minutes after the shutdown of the stimulation device. In conclusion, the electrical



stimulation of CS in normotensive or SHR conscious rats is effective in decreasing BP
and HR and promotes changes in the variability of HR and BP, consistent with reduction
of sympathetic modulation in normotensive animals. Additionally, the chronic stimulation

of the CS induced changes in resistance vessels.
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1 INTRODUCAO

A hipertensao arterial € o principal fator de risco para doencas cardiovasculares,
estando associada a 80% dos casos de acidente vascular cerebral (AVC) e a 60% dos
casos de doencas isquémicas do coracao [OPAS 2003]. Ha evidéncias suficientes de
que, em individuos com niveis pressoéricos normais, 0 aumento de 20 mmHg na pressao
sistélica e 10 mmHg na pressao diastélica duplica o risco de morte por AVC e infarto do
miocardio [Chobanian e cols. 2003]. A mortalidade por doenca cardiovascular (DCV)
aumenta progressivamente com a elevacdo da pressao arterial (PA) a partir de 115/75
mmHg de forma linear, continua e independente. A hipertensao tem alta prevaléncia e
baixas taxas de controle, e é considerada um dos principais fatores de risco modificaveis
e um dos mais importantes problemas de saude publica no Brasil e no mundo [Brasil
2006].

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, ha pelo menos 600 milhdes de
pessoas hipertensas em todo o mundo [WHO 2003]. Trata-se de um fator de risco de alta
prevaléncia afetando aproximadamente 35% dos brasileiros. No Brasil, as doencas
cardiovasculares sdo uma das principais causas das interna¢des hospitalares e cerca de
um terco de todos os 6bitos [Brasil 2006, Ministério da Saude 2004]. Dentre os individuos
hipertensos, existem alguns que apresentam uma incapacidade de reducdo da PA
mesmo com mudancas no estilo de vida e em uso de doses ideais de trés ou mais anti-
hipertensivos de classes diferentes, incluindo um diurético, caracterizando o que

conhecemos como hipertensao refrataria ou resistente [Rossignol 2016]

1.1 Estimulacgéo elétrica dos barorreceptores
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O barorreflexo arterial é, sem duvida, um dos principais mecanismos da
regulacdo de curto prazo da PA, mantendo-a dentro de um estreito limite de variacao.
Este reflexo tem origem em mecanorreceptores localizados principalmente na aorta
proximal e nos seios carotideos, conhecidos como barorreceptores arteriais. Quando
ha estiramento desses receptores ocorre uma inibicao reflexa da atividade simpatica,
além de uma potente estimulacédo da atividade eferente vagal (parassimpatica) para
o coracao, fazendo com que a pressédo sofra uma imediata reducéo.

A estimulacao elétrica de aferéncias neurais dos barorreceptores € uma técnica
gue vem sendo muito utilizada em pacientes com hipertensao refrataria. Essa técnica
foi proposta como método de tratamento da hipertenséo arterial no inicio dos anos 60,
tendo em vista as limitacbes da terapia farmacolégica da época para tratar a
hipertensdo. Estudos subsequentes mostraram que a estimulacdo prolongada do
nervo do seio carotideo (SC), reduzia a PA, cronicamente, em caes hipertensos
[Griffith e Schwartz 1964, Neistadt e cols. 1967], e em pacientes com hipertenséo
refrataria [lllig al 2006, Filippone e cols. 2007, Schmidli e cols. 2007, Tordoir e cols.
2007, Scheffers e cols. 2010, Gassler e cols. 2012, Alnima e cols. 2012; 2013]. Mais
recentemente, estudos de Lohmeier e cols. [2005], realizados em caes normotensos
acordados, demonstraram que a ativacao elétrica prolongada do barorreflexo produziu
gueda substancial, e sustentada, da PA, e discreta reducédo da frequéncia cardiaca
(FC), por supressao da atividade simpatica e do sistema renina angiotensina. Em
trabalhos recentes do mesmo laboratorio a estimulagcdo elétrica do SC produziu
respostas semelhantes em cées com hipertensdo induzida por infusdo crbnica de
angiotensina Il [Lohmeier e cols. 2005], obesos [Lohmeier e cols. 2007], ou mesmo

normotensos com desnervacdo renal [Lohmeier e cols. 2007]. Atualmente, essa
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técnica esta sendo reconsiderada em humanos, e as dificuldades observadas nos
estudos pioneiros parecem ter sido amenizadas com a utilizacdo de recursos modernos
para a confecgdo de eletrodos e geradores de pulso modernos (Sistema Rheos: Figura

1)

Figura 1 - Representacdo esquematica ilustrativa do sistema Rheos para estimulacao
elétrica do SC em pacientes com hipertensao arterial refrataria ao tratamento
farmacoldgico. Note o gerador de pulsos elétricos implantado no subcutaneo e os
eletrodos de estimulacédo posicionados, bilateralmente, ao redor dos SC [adaptado de

http://www.cvrx.com].

Sabe-se que o0 sistema nervoso autbnomo tem um importante papel na
fisiopatologia da hipertenséo arterial, e um dos mecanismos que determina o aumento

da atividade simpética nessa doenca € a reducado da sensibilidade dos reflexos arteriais
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e cardiopulmonares, que normalmente séo reflexos inibitérios da fungéo cardiocirculatéria
[Zucker e cols. 2006].

Estudos clinicos que utilizam a estimulacdo elétrica de barorreceptores
carotideos ja estdo em andamento, especialmente para o tratamento de pacientes
hipertensos resistentes a terapia farmacolégica [lllig e cols. 2006, Filippone e
Bisognano, 2007, Schmidli e cols. 2007, Tordoir e cols. 2007, Scheffers e cols. 2010,
Gassler e cols. 2102; Alnima e cols. 2013]. Esses estudos de estimulacao elétrica
aguda [lllig e cols. 2006, Schmidli e cols. 2007], ou prolongada [Tordoir e cols. 2007]
dos barorreceptores carotideos tém mostrado reducdo consistente da PA e FC,
constituindo-se em uma técnica promissora para o tratamento da hipertenséo arterial
resistente a terapéutica farmacoldgica convencional. No estudo multicéntrico
denominado DEBuUT-HT (Device Based Therapy in Hypertension Trial), foram
observados efeitos benéficos, apreciaveis, sobre a funcdo cardiaca, decorrente da
ativacédo elétrica do SC. Foram observadas, a saber, reducéo significativa do indice de
massa ventricular esquerda, significativo aumento da fracdo de ejecdo ventricular
esquerda, reducdo do volume do atrio esquerdo, e reducdo da espessura do
ventriculo esquerdo [Bisognano e cols. 2011]. Revisdo recente de Georgakopoulos e
cols. [2011] prové evidéncias claras do potencial terapéutico da ativagéo elétrica dos
barorreceptores, por exemplo, para a melhora da fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo.

Embora os mecanismos envolvidos na reducao da PA pela estimulacéo elétrica
do SC ainda nao estejam completamente elucidados [Georgakopoulos e cols. 2011],
a ativacdo do barorreflexo do SC, produz aumento da atividade parassimpéatica e

reducdo da atividade simpatica. Em estudo recente Zucker e cols. [2006] aplicaram
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essa técnica, cronicamente, em cades com insuficiéncia cardiaca (IC), a fim de
promover reducdo da hiperatividade simpatica neste quadro fisiopatoldégico. Nesse
estudo foi observado que a atenuacdo simpatica, pela reducdo da noradrenalina e
angiotensina Il plasmaticas, induzidas pela estimulacéo elétrica do SC, aumentou a
sobrevida dos animais com IC. Entretanto, até o0 momento nédo existem estudos que
utilizaram a estimulacdo elétrica, aguda ou crbnica das aferéncias do barorreflexo
(seio carotideo) para promover o aumento da atividade vagal parassimpatica para o
coracao e outros O0rgaos.

O nosso laboratério desenvolveu, recentemente, a técnica para a estimulacéo
elétrica do SC em ratos acordados [Katayama e cols. 2015]. Tal estimulacao é eficiente
em produzir quedas da PA e bradicardia, de modo intensidade dependente, tanto em
ratos normotensos como hipertensos. Tais respostas sdo mediadas pelos
barorreceptores carotideos, uma vez que sdo abolidas pela desnervacao cirargica do SC
[Katayama e cols. 2015]. A Figura 2 é uma representacéo ilustrativa do posicionamento

do eletrodo bipolar ao redor do SC de ratos.

cea cB LA

BIPOLAR ELECTRODES
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Figura 2 - Representacao ilustrativa do implante do eletrodo bipolar ao redor do SC para

estimulacdo cronica desta estrutura (modificado a partir de Katayama e cols. 2015).
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1.2 Modelo de hipertensdo espontanea - SHR

Modelos experimentais sédo valiosos instrumentos no auxilio da compreenséo da
fisiopatologia de doencas comumente encontradas entre os seres humanos. Diversos
modelos de hipertensao arterial experimental sdo conhecidos, e, entre eles, o rato com
hipertensédo espontanea (SHR). Desde o seu desenvolvimento por Okamoto e Aoki em
1963 [Okamoto e Aoki 1963], o SHR, se ndo € o modelo mais estudado, certamente
estd entre os mais estudados para as doencas cardiovasculares [Trippodo e Frohlich
1981]. A sua importancia tem sido creditada a similaridade da sua fisiopatogenia com
a hipertensao primaria do homem. Este modelo tem se revelado bastante util para melhor
compreensao de mecanismos fisiopatoldgicos, quer do préprio modelo em si, quer da
hipertenséo priméaria do homem.

Os SHR comecam a desenvolver hipertenséo arterial com 5 semanas de vida, ja
apresentando uma elevacao da PA, considerada como hipertensdo espontanea, entre
a 7?e a 152 semana, atingindo um platé por volta da 20% semana de vida, ndo havendo
influéncia sexual neste desenvolvimento [Yamori 1984]. Entretanto, fatores ambientais
tais como, ingestdo exagerada de sédio, estresse [Yamori e cols. 1969], alteracdes
sociais [Hallback 1975], e alteracbes do ciclo claro/escuro [Lais e cols. 1974] afetam o
desenvolvimento da hipertensdo nesses ratos. A hipertensdo do SHR adulto esta
associada a um aumento da resisténcia periférica total, com débito cardiaco normal
[Judy e cols. 1976, Lundin e cols. 1984]. Foi demonstrado, ainda, um aumento da
resisténcia venosa, e uma notavel hiperatividade simpatica [Pfeffer e Frohlich 1973] em
SHR.

A importancia dos fatores neurais no desenvolvimento do SHR foi demonstrada por

meio da reducdo da PA em resposta a ablagcéo cirdrgica ou farmacologica de nervos
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simpaticos, prevencdo do desenvolvimento da hipertensdo por imuno-simpatectomia,
simpatectomia quimica e outros métodos [Trippodo e Frohlich 1981]. Existe, portanto,

uma ampla documentacao de uma hiperatividade simpatica no SHR.

1.3 Regulagédo autondmica do sistema Cardiovascular

E conhecido que os parametros cardiovasculares, como a PA e FC, possuem certa
variabilidade espontanea. Avaliagbes da variabilidade da PA, FC e da sensibilidade
barorreflexa tém ganhado muita importancia, uma vez que as mesmas refletem a
modulacdo autondmica sobre o coracdo [Malliani e cols. 1991]. Reducdes na
variabilidade da FC e na sensibilidade do barorreflexo arterial sdo preditoras de
morbidade e mortalidade em varias doencas cardiovasculares, como: infarto agudo do
miocardio [Kleiger e cols. 1987], insuficiéncia cardiaca [Binkley e cols. 1991], hipertensao
arterial [Guzzetti e cols. 1991], entre outras. Ainda, 0 aumento na variabilidade da PA
esta associado a les6es em 6rgdos alvo e aumento do risco cardiovascular [Parati e cols.
1987a, Parati e cols. 1987b, Zanchetti e Mancia 1987, Mancia e cols. 1999]. A andlise da
variabilidade cardiovascular tem permitido quantificar, com relativa acuidade, a
participacdo da modulacdo simpatica e parassimpatica sobre a atividade cardiaca e
vasomotora, em condi¢fes fisiologicas e fisiopatologicas [Malliani e cols. 1991b, Task
Force 1996, Mésangeau e cols. 2000].

Assim, baseando-se em observacbes muito relevantes e amplamente aceitas,
podemos afirmar que o estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) é um
instrumento valioso para avaliacdo da regulacdo neural cardiovascular, tanto em nivel

clinico, como experimental [Malliani e cols. 1991, Task Force 1996]. A FC instantanea,
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medida, por exemplo, pela duragcéo entre sucessivas ondas R (intervalo RR), apresenta
certa variabilidade natural (Figura 3).

Variabilidade da FC é o termo utilizado para descrever a variabilidade entre
sucessivos valores de intervalo cardiaco (ou FC instantanea), e pode ser analisada tanto
no dominio do tempo quanto no dominio da frequéncia (analise espectral). A analise da
VFC no dominio do tempo extrai caracteristicas estatisticas das séries de sucessivos

valores do intervalo cardiaco (séries temporais ou tacograma).

1.2

bl

RR sec
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0 beats 512

Figura 3: Registro eletrocardiogréafico [esquerda] de um individuo normal, com a marcacgao
dos intervalos entre sucessivas ondas R (T1 a T6). [direita] valores de 512 sucessivos

intervalos RR (tacograma) de um individuo normal (modificada de Furlan e cols. 1990).

A analise da VFC no dominio da frequéncia, cujo método de analise mais
conhecido é a andlise espectral da FC, baseia-se na identificacdo e quantificacdo de
ritmos presentes em séries temporais de intervalo cardiaco (figura 4). As diferencas
funcionais entre os dois componentes do sistema nervoso autbnomo (simpatico e

parassimpatico) induzem diferentes ritmos na variabilidade do intervalo cardiaco que s6
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sdo evidenciadas quando esses parametros sao expressos no dominio da frequéncia
(espectros) [Akselrod e cols. 1985]. Tem sido amplamente demonstrado que o estado de
equilibrio da modulacao simpato-vagal cardiaca pode ser avaliado através do estudo dos
ritmos presentes em séries temporais de intervalo cardiaco [Malliani and Pagani 1991,
Malliani e cols. 1991]. Além disso, a analise espectral possui a capacidade de expressar
o balanco simpato-vagal, tanto em situacdes de repouso, como também em resposta a
estimulos excitatorios, auxiliando na caracterizacdo da modulacédo neural cardiaca em
diversos estados fisiolégicos e fisiopatoldgicos. Assim, a analise espectral da FC é uma
ferramenta confiavel, segura e reprodutivel, possibilitando um bom entendimento da
participacdo do controle autonémico, simpatico e parassimpatico, sobre o né sinusal

tanto em individuos saudaveis, como em portadores de diversas doencas.
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Figura 4 - Espectros ilustrativos do intervalo RR (painel superior), pressao arterial
sistélica (PAS, painel intermediario) e da atividade respiratoria (painel inferior), mostrando

0S componentes oscilatérios principais (LF e HF), encontrados na FC e na PA (modificada

de Montano e cols. 1998).
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Sendo assim, a abordagem das técnicas de VFC e PA tém permitido examinar a
modulacdo simpatica sobre o sistema cardiocirculatério, particularmente em condicfes
fisiopatoldgicas, como a hipertensado arterial, em pacientes [Guzzetti e cols. 1988] e em
animais de experimentacdo (modelos de hipertensdo) [Wang e cols. 2005].

Com base nos argumentos expostos, hipotetizamos que a estimulacéo elétrica do
SC seria capaz de promover alteracbes hemodinamicas e vasculares, bem como na

modulacdo autonémica cardiovascular de ratos normotensos e hipertensos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Avaliar respostas cardiovasculares a estimulacao elétrica, aguda e cronica, do SC

em ratos acordados, normotensos ou SHR.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar e avaliar as respostas da estimulacéo elétrica do SC com diferentes
frequéncias, em ratos normotensos ou SHR.

Avaliar os efeitos hemodinamicos da estimulacéo prologada (60 min) do SC. Para
tanto, aplicamos os estimulos de modo continuo ou intermitente (20/20s ON/OFF), em
animais normotensos ou SHR.

Avaliar as repercussdes hemodinamicas, bem como, sobre a variabilidade da FC
e PA, além das respostas vasculares (em vaso de resisténcia) da estimulagéo elétrica do

SC aplicada cronicamente, durante 2 dias, ao SC de SHR.
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3 METODOS
Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirédo

Preto (CEUA-FMRP: Protocolo n. 023/2013).

3.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar e SHR, com aproximadamente 300 g,
com 15 a 18 semanas de idade. Durante o periodo experimental os animais foram
mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/USP. Todos os procedimentos cirirgicos foram realizados em condicdes

asseépticas e todo o material implantado nos ratos foi devidamente esterilizado.

3.2 Implante dos eletrodos no seio carotideo e canulacéao arterial

Os animais foram anestesiados com ketamina (50 mg/kg, ip Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, SP, Brasil) e xilazina (10 mg/kg, ip Hertape
Calier Saude Animal S/A, Juatuba, MG, Brasil) e, com o auxilio de um microscépio
cirargico (M902MFZ, DFV Com. Ind. Ltda, S&o Paulo, SP), tiveram o SC esquerdo
identificado, cuidadosamente isolado, envolvido por um par de eletrodos e isolado das
estruturas vizinhas por resina que polimeriza a frio (Kwik-Sil, World Precision Instruments
Inc., Sarasota, Florida, USA). Fios flexiveis, conectados aos eletrodos foram
exteriorizados na regido interescapular dos ratos para posteriormente serem conectados
a um estimulador elétrico.

Nos animais que receberam o estimulo elétrico cronico (48 h) os eletrodos ao redor

do SC foram conectados a um gerador miniaturizado e portatil, alimentado por bateria e
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operado remotamente, que foi implantado no tecido subcutaneo do dorso dos ratos
(Figura 5). Esses geradores implantaveis foram projetados e construidos no nosso

laboratorio.

l i 0 O

Figura 5 - Fotografia de um estimulador elétrico portétil implantavel para estimulacdo

cronica do SC de ratos.

Apods o implante dos eletrodos ao redor do SC, os ratos receberam um cateter de
polietileno (Intramedic, Clay Adams, Parsippany, NJ, USA) na artéria femoral esquerda
para registro direto da PA.

Ao final do procedimento cirdrgico os animais receberam antibiético veterinario
(Benzilpenicilina, 0,7 mg/kg im) para animais de pequeno porte (Fort Dodge Saude

Animal, Campinas, SP, Brasil) e analgésico (Flunixina Meglumina, 2,5 mg/kg, s.c.).

3.3 Aquisicéo dos dados hemodinamicos

Apbs 24 horas de recuperacao da cirurgia foi realizado um registro basal da PA
cuja duracéo variou de acordo com cada protocolo experimental. No protocolo de
estimulacdo curta os registros basais duraram 15 minutos, ja no protocolo de estimulacéo

cronica tiveram duracdo de 60 minutos. Para isso, os ratos foram conectados ao sistema
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de registro, o qual consiste de um transdutor de pressdo (MLT844; ADInstruments,
Sydney, Australia) ligado a um amplificador de sinais (Amplificador ML110,
ADInstruments, Sidney, Australia). Com o auxilio de um computador acoplado ao
conversor analogico-digital PowerLab (ML866/P; ADInstruments, Sydney, Australia), o
sinal da PAP (pressao arterial pulsatil) foi digitalizado (1 kHz) e, a partir dele, obtida a
presséao arterial média (PAM) e a FC. Os parametros cardiovasculares foram monitorados
durante todo o experimento, de acordo com o protocolo experimental [Domingos-Souza

e cols. 2016].

3.4 Protocolos experimentais
3.4.1 Protocolo experimental 1 — Medida da resisténcia elétrica da preparacéao:
eletrodos - seio carotideo.

Inicialmente, um grupo de ratos Wistar (n=14) foi utilizado para a medida da
resisténcia elétrica da preparacéo: eletrodo - SC. Para isso, 0s ratos tiveram os eletrodos
do SC conectados simultaneamente, em paralelo, a um gerador de pulsos elétricos de
corrente controlada (AVS Projetos Especiais, Sdo Carlos, SP) e um osciloscopio (Agilent,
DSO3062A/MHz). Entéo, pulsos de onda quadrada com intensidade controlada de 1 mA,
duracéo de 5 ms e frequéncia de 10 Hz foram aplicados ao SC por aproximadamente 1
min. A tensdo gerada no SC dos ratos foi medida pelo osciloscépio e a resisténcia elétrica
da preparacao foi calculada (Figura 6). Esse procedimento foi repetido por 10 dias

consecutivos.
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Figura 6 — Esquema representativo de como foram aferidos os dados de impedancia do
SC ao longo de 10 dias. A resisténcia elétrica foi calculada de acordo com a férmula:

U=R.i (Lei de Ohm, onde U = tenséo, R = resisténcia elétrica, i = corrente).

3.4.2 Protocolo experimental 2 — Estimulac&o elétrica do seio carotideo de ratos
Wistar e SHR.

No dia seguinte aos procedimentos cirargicos, os animais tiveram a PAP basal
registrada (15 minutos) e a seguir o SC estimulado por curtos periodos (20 s) com pulsos
de onda quadrada com 1 mA de intensidade, 1 ms de duracé&o, nas frequéncias de 15,
30, 60 e 90 Hz, aplicadas em ordem randomizada. Pelo menos 5 minutos foram
aguardados entre cada estimulacdo, para que o0s parametros hemodinamicos
retornassem completamente aos valores basais. Entdo, ap6s o conjunto de estimulacdes
curtas, o SC foi estimulado com pulsos de mesma intensidade e duragéo, na frequéncia
de 30 Hz, durante 60 min. No dia seguinte, o protocolo foi repetido, entretanto a
estimulacao prolongada (60 min) foi aplicada de forma intermitente, ou seja, alternando
periodos de 20 segundos com o estimulador ligado e 20 segundos com ele desligado

(20/20 s ON/ OFF).
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3.4.3 Protocolo experimental 3 — Estimulacéo cronica (2 dias) do seio carotideo de
SHR.

No dia seguinte ao implante do gerador, imediatamente antes deste ser ligado, foi
feito um registro basal de PAP e FC por 1 hora. Neste protocolo, os estimuladores foram
programados para aplicar estimulacdo intermitente, com ciclos de duracdo de 20
segundos ON e 20 segundos OFF, com pulsos de onda quadrada com 3 Volts de tenséo,
1 ms de duracéo e frequéncia de 30 Hz. Apos 2 dias, o gerador foi desligado e novamente
a PA e FC foi registrada durante uma hora. Por fim, os animais foram decapitados e o

leito mesentérico foi isolado e coletado para estudos de reatividade vascular.

3.5 Reatividade vascular da artéria mesentérica isolada

3.5.1 Preparacao da artéria mesentérica isolada

Para estudar a reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia, foi
utilizado o método descrito por Mulvany & Halpern [1977]. Apds decapitacdo, o leito
mesentérico foi removido, segmentos de artérias mesentéricas medindo
aproximadamente 2 mm de comprimento foram montados em um miografo para
pequenos vasos (Danish Myo Tech, modelo 620M, A/S, Aarhus, Dinamarca) onde foram
introduzidos dois fios de tungsténio (25 um de diametro) atraves do limen dos segmentos
de artéria mesentérica. Um dos fios estava acoplado a um transdutor de tenséo e o outro
a um micrémetro que permitia o estiramento da artéria. Este miografo estava conectado
a um sistema de aquisi¢cao de dados (Danish Myo Tech Powerlab 8-30/P, ADInstruments,
Sydney, Australia) e este a um computador. Uma vez montadas, as artérias foram

mantidas em solugéo Krebs Henseleit [em mM: (NaCl 130; KCl 4,7; KH2POa4 1,18; MgSO4
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1,17; NaHCOs 14,9; Glicose 5,5; EDTA 0,03; CaClz 1,6)], a uma temperatura constante
de 37°C e gaseificada com mistura carbogénica (95% Oz e 5% CO2), pH 7,4. As
preparacdes de artéria mesentérica foram normalizadas até atingirem uma tenséo de
13,3 kPa e permaneceram em repouso durante 30 minutos para estabilizacdo. Em
seguida, as artérias foram contraidas com solucao Krebs contendo alta concentracéo de
Potassio (120 mM) para avaliar a capacidade contratil dos segmentos. Apds o retorno
das artérias a sua tensao basal, determinou-se a presenca de endotélio funcional através
da capacidade da acetilcolina (Sigma-Aldrich - 10> M) produzir relaxamento em artérias
previamente contraidas com fenilefrina (Sigma-Aldrich Phe, 10-® M). Foram considerados
segmentos com endotélio funcional agueles que apresentaram relaxamento maior que
80% em resposta a acetilcolina. Apds novo periodo de estabilizacédo, foram iniciadas as

curvas conce ntragéo-resposta.

3.5.2 Avaliacdo da resposta vasoconstritora a fenilefrina
Apés a realizacdo do teste de viabilidade da preparacédo e funcionalidade do
endotélio, as preparacdes foram estimuladas com concentracdes crescentes de

Fenilefrina (10-1° a 10* M) gerando uma curva concentracdo-resposta cumulativa.

3.5.3 Avaliagdo da resposta vasoconstritora a fenilefrina na auséncia do endotélio

ApoOs a realizacdo do teste de viabilidade da preparacédo e funcionalidade do
endotélio (auséncia — retirado mecanicamente com o auxilio de um fio de cabelo
humano), as preparacdes foram estimuladas com concentracdes crescentes de

fenilefrina (101° a 10 M) gerando uma curva concentracdo-resposta cumulativa.
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3.5.4 Avaliacéo daresposta vasodilatadora a acetilcolina

ApoOs a realizacdo do teste de viabilidade da preparacédo e funcionalidade do
endotélio, as preparacdes foram estimuladas com fenilefrina (10® a 3x10® M) para
produzir pré-contracao (ou aumento da tenséo basal) nas preparacfes. Foram realizadas
a estimulagdo com um analogo da tromboxana (U 46619, 10 a 3x10® M) para produzir
pré-contracao (ou aumento da tenséo basal). Apds 15 minutos do inicio da pré-contracéo,
a artéria mesentérica foi estimulada com concentragdes crescentes de acetilcolina (ACh,

1019 a 104 M) gerando uma curva concentragdo-resposta cumulativa.

3.5.5 Avaliacdo da resposta vasodilatadora ao nitroprussiato de sédio

Apoés a realizacdo do teste de viabilidade da preparacédo e funcionalidade do
endotélio, as preparagfes foram estimuladas com Fenilefrina (10 a 3x10°® M) para
produzir pré-contracao (ou aumento da tensdo basal) nas preparacfes. Foram realizadas
a estimulacdo com um analogo da tromboxana (U 46619, 10-% a 3x10-® M) para produzir
pré-contracao (ou aumento da tenséo basal). Apds 15 minutos do inicio da pré-contracao,
a artéria mesentérica foi estimulada com concentra¢gdes crescentes de nitroprussiato de

sodio (NPS, 102 a 10 M) gerando uma curva concentracdo-resposta cumulativa.

3.6 Andlise espectral da presséao arterial e da frequéncia cardiaca

A variabilidade da PA sistolica e da FC foi analisada por meio de um programa
computacional de uso livre (CardioSeries: disponivel na rede mundial de computadores -
http://sites.google.com/site/cardioseries) desenvolvido no Departamento de Fisiologia da
FMRP. No estimulo do SC com 60 min de duracéo, a analise da variabilidade foi realizada

nos 5 min que antecedera a estimulagéo e nos ultimos 5 min de estimulo do SC. Para a
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analise da variabilidade nos animais que receberam 48 h de estimulo, foram selecionados
periodos de 60 minutos de registros basais e apds o periodo de estimulacéo
(imediatamente apds o estimulador ser desligado). Cada trecho teve os valores de
intervalo de pulso (IP) e PA sistolica reamostrados em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por
interpolacdo cubica do tipo spline, para regularizagcdo do intervalo de tempo entre
batimentos. As séries com valores interpolados de IP e PA foram divididas em segmentos
com 512 valores cada, com sobreposicdo de 50% (Protocolo de Welch).

A estacionariedade dos valores de IP e PA sistélica de cada segmento foi
examinada visualmente e aqueles com artefatos ou transientes, foram excluidos. Cada
segmento de IP e PA teve seu espectro calculado pela Transformada Rapida de Fourier
(FFT), apds janelamento do tipo Hanning. Os espectros de IP foram integrados em
bandas de baixa (LF: 0,2 - 0,75 Hz) e alta frequéncia (HF: 0,75 - 3,0 Hz), com os
resultados expressos em valores absolutos (ms?) e unidades normalizadas (un),
enquanto que os espectros de PA sistélica foram integrados somente na banda de baixa
frequéncia (LF: 0,2 - 0,75 Hz), com os resultados expressos em valores absolutos
(mmHg?). Os valores normalizados foram obtidos através do calculo da porcentagem da
poténcia de LF e HF com relagdo a poténcia espectral total, menos a poténcia da banda
de muito baixa frequéncia (VLF: < 0,2 Hz). Adicionalmente, a razdo LF/HF também foi

calculada para avaliacao do balanco simpato-vagal sobre o coragao.

3.6.1 Andlise simbdlica da variabilidade do intervalo de pulso
A variabilidade do IP também foi analisada por meio do método nao linear
denominado analise simbolica. Este método classifica as alteragbes entre sucessivos

valores do IP por meio de padrdes de simbolos [Guzzetti e cols. 2005; Porta e cols. 2001,
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2007]. Para isso, foi utilizado outro programa computacional de uso livre chamado JBios
[Sabelli e Lawandow 2010]. Séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP
tiveram os valores maximos e minimos determinados. Em seguida, utilizando-se estes
valores previamente detectados (maximo e minimo), os valores de IP foram distribuidos
em 6 faixas de igual tamanho, as quais contemplam toda a faixa de variacéo dos valores
da série temporal. Mantendo a distribuicdo cronoldgica original dos valores na série
temporal, o programa computacional inspecionou sequéncias de 3 batimentos (com
sobreposicao dos ultimos 2 batimentos da sequéncia anterior) em busca de alteracdes
entre os valores, evidenciadas por mudancas nas faixas em que se encontravam 0s
pontos. Este método permite a identificacdo de trés tipos de variacédo, entre os valores,
nas sequéncias de 3 batimentos: nenhuma variacdo (0V), uma variacao (1V) ou duas

variacfes (2UV ou 2LV).
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Figura 7 - Exemplos representativos dos diferentes padrdes de variacao utilizados na
analise simbolica da variabilidade cardiovascular. Zero ou nenhuma variagcao (0V: painéis
A e B), uma variacéo (1V: painéis C e D), padrbes com 2 variacbes na mesma direcao
(2LV: painéis E e F) e padrdes com duas variacdes em direcbes opostas (2UV: painéis

G e H) (modificada de Porta e cols. 2007).
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3.7 Analise estatistica

Os valores de estimulacdo do SC em diferentes frequéncias foram comparados
entre grupos usando analise de variancia de uma via (‘one way” ANOVA). Quando
diferencas foram encontradas, os dados foram comparados aos pares pelo teste de
Newman-Kews.

Os valores de estimulagdo do SC ao longo do tempo foram comparados entre
grupos usando analise de variancia de duas vias (“two way” ANOVA). Quando diferengas
foram encontradas, os dados foram comparados aos pares pelo teste de Newman-Kews.
As mesmas variaveis foram comparadas antes e ap0és a estimulacao.

Em relacdo as andlises de reatividade vascular, as curvas concentragcao-efeito
individuais a acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sodio e fenilefrina foram plotadas de
forma semi-logaritmica. Estas curvas, por sua vez, fornecem a pD2 (definida como o
logaritmo negativo dos valores de EC50 — concentracdo que produz 50% da resposta
maxima) e a resposta maxima. Os valores de pD2 e de resposta maxima foram
comparados por meio do teste t de Student. O programa GraphPad Prism, versdo 5.0
(GraphPad Software Inc., San. Diego, CA, USA) foi utilizado para analisar estes
parametros, bem como para a construcao das curvas sigmoides.

Os indices de variabilidade, analisados nos SHR (dominio do tempo, dominio da
frequéncia e analise simbolica) da PA sistdlica e também do IP foram comparados antes
e apos o periodo de estimulacao pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Os dados foram
expressos pela média £ erro padrao da média (EPM). O nivel de significAncia adotado foi

de p <0.05.



eggmftmﬁw



57

4 RESULTADOS

4.1 Impedancia elétrica do seio carotideo

A corrente de 1 mA, aplicada ao SC gerou neste uma tensdo que variou entre 2,4
e 8,4 V nos 14 ratos avaliados (média = 5,0 + 0,4 V) e se manteve estavel, em todos os
ratos, ao longo dos 10 dias avaliados. Desse modo, a resisténcia elétrica média dessa

preparacgao foi de 5,0 £ 0,4 KQ.

4.2 Respostas hemodinamicas a estimulacdo elétrica do seio carotideo em
diferentes frequéncias

A Figura 8 ilustra tracados representativos das alteracdes hemodinamicas da PAM
e FC frente a aplicacdo de estimulos curtos (20 s) do SC em ratos hormotensos ou
hipertensos SHR.

Os SHR apresentaram PAM mais elevada (178 + 4 mmHg) que a dos ratos
normotensos (103 £ 3 mmHg), enquanto a FC foi similar em ambos os grupos (346 + 16
e 369 + 8 bpm em Wistar e SHR, respectivamente). A estimulacédo elétrica do SC
provocou uma pronta diminuicdo da PA, acompanhada de bradicardia, tanto em ratos
normotensos como hipertensos. A Figura 9 ilustra as respostas maximas de PA média e
FC observadas durante as estimulacdes elétricas do SC de ratos normotensos (Wistar)
e SHR. A resposta hipotensora dos SHR foi mais acentuada (A= -16 a -48 mmHg, n=14)
quando comparada a hipotensao dos animais normotensos (A= -19 a -28 mmHg, n=10)
na estimulacdo com diferentes frequéncias (15, 30, 60 e 90 Hz). Apenas nos SHR, a
resposta hipotensora a estimulagéo do SC seguiu um padréo dependente da frequéncia

de estimulacéo utilizada.
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Figura 8 — Tracados representativos mostrando alteracfes na pressao arterial pulsatil
(PAP) (painel superior), presséo arterial média (linha branca) e frequéncia cardiaca (FC)
(painel inferior) em resposta a estimulacéo elétrica curta (20 s) do SC (1 mA, 1 ms e
60Hz) de animais acordados, normotensos e SHR. As barras pretas representam os 20

s de estimulagéo.
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Figura 9 - Alteracbes (A) da presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
observadas durante as diferentes frequéncias de estimulacao (15, 30, 60, 90 Hz) do SC
(20 s) em ratos Wistar (N = 10) ou SHR (N = 14). * P<0,05 comparado com basal. **

P<0,05 comparado com 15 Hz. # P<0.05 comparado com 30 Hz.
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4.3 Alteragc6es hemodinamicas observadas na estimulacéo elétrica prolongada (60
min) do seio carotideo
A Figura 10 ilustra as alteracbes da PA média e FC observadas durante a
estimulacdo prolongada (60 min), aplicada de forma continua ou intermitente (20/20s
ON/OFF) ao SC de ratos normotensos ou SHR. Os dois tipos de estimulos aplicados
promoveram quedas sustentadas na PA em ambos os grupos durante todo o periodo de
estimulo, porém ndo houve diferenca quando comparados o estimulo continuo vs.
intermitente. Assim como nas estimulacdes de curta duracdo (20 s), os SHR
apresentaram maior resposta hipotensora (resposta maxima) quando comparados aos
ratos normotensos (A = -38 + 9 vs. -15 + 5 mmHg, respectivamente). Nao foi observada

diferenca na resposta bradicardica entre 0os grupos.
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Figura 10 - Alteracdes hemodinamicas da presséo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) observadas durante 60 min de estimulacéo continua (circulos pretos) ou
intermitente (circulos brancos) do SC (1mA, 1ms, 30 Hz) em ratos Wistar (N = 10) ou
SHR (N = 14), todos os valores de p <0,05 comparado com tempo O (antes da

estimulagéo) na PAM.

4.4 Variabilidade da FC e PA observadas na estimulacao elétrica prolongada do

seio carotideo
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A Tabela 1 apresenta os dados de variabilidade da FC e da PA antes e durante

(5 min finais) a estimulacao elétrica prolongada (60 min) do SC em ratos hormotensos ou
SHR. A estimulacdo promoveu aumento na ocorréncia de sequéncias de IP do tipo de
2UV (37 £ 3 vs. 45 + 4%) e também diminuicdo da poténcia do espectro da PA na banda

de LF (3.6 £ 0.3 vs. 0.7 £ 0.1) em ratos Wistar.

Tabela 1 — Efeitos da estimulacao elétrica do SC durante 60 min (1 mA, 1 ms, 30 Hz)

sobre a variabilidade da FC e PA em ratos Wistar e SHR.

Wistar (N = 5) SHR (N =9)

Basal Estimulo Basal Estimulo
Variabilidade FC
SDNN, ms 6.4+16 54+05 49+0.6 57+0.6
RMSSD, ms 54+05 6.1+0.9 4605 6.0+1.0
LF, nu 172+ 46 74+14 1927 18+2.2
HF, ms? 7.8+20 95+26 7.7+1.0 141+4.2
LF/HF 0.20 £ 0.07 0.08 £0.01 0.26 = 0.05 0.24 £ 0.04
oV, % 16+ 2 11+£2 18+2 151
2UV, % 37+3 45+ 4% 332 35+£2
Variabilidade PA
SD, mmHg 6.7+05 6.0+14 7.3+£0.8 7.8+0.6
LF, mmHg? 3.6+£0.3 0.7+£0.1* 6.8+1.7 35+0.8
oV, % 36+4 24+3 32+6 29+6

Valores de média + EPM. SDNN: desvio padréo dos intervalos de pulso, RMSSD: raiz
quadrada da meédia da soma dos quadrados das diferengas entre sucessivos valores de
intervalo de pulso, LF e HF: poténcia do espectro nas bandas de baixa e alta frequéncia,
respectivamente. OV: % de sequéncias com zero variagoes. *p<0.05 comparados com
basal.
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4.5 Alteracbes hemodinamicas observadas na pressdo arterial e frequéncia
cardiaca a estimulacéao elétrica cronica do seio carotideo em SHR

A Figura 11 mostra a PA e FC observadas durante 48 horas de estimulacdo do SC

de ratos hipertensos SHR acordados. A PA média basal dos SHR foi de 173 £ 5 mmHg.

Logo que o dispositivo de estimulacéo foi ligado, promoveu uma queda acentuada (A = -

33 £ 4 mmHg) na PA. A PA média registrada durante os primeiros 60 minutos apos o

desligamento do dispositivo, ainda se manteve inferior (A = -23 £+ 3 mmHg) em relagéo

aos seus valores basais. A FC basal foi de 285 + 16 bpm, mas observamos que a

estimulacdo promoveu uma resposta bradicardica apenas no primeiro dia de estimulacéo

(A=-60 % 19 bpm).
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Figura 11 - Alteracbes hemodinamicas em delta (A) de variacdo da presséo arterial média
(PAM) (painel A) e frequéncia cardiaca (FC) (painel B) observadas durante a estimulagéo
cronica do SC (48 h) em SHR. * P<0,05 (N =10).
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Estéo ilustrados na Figura 12 os tracados tipicos representativos da pressao
arterial pulsatil PAP, PAM e FC, em um rato hipertenso controle e em outro que recebeu
estimulacdo prolongada intermitente. Observa-se que os periodos de estimulacdo séo
capazes de promover quedas acentuadas na PA. Este tracado foi elaborado com
registros obtidos apos de 24 horas de estimulacao.

A) C)

50

B) D)

200 -

Figura 12 — Tracados tipicos, representativos mostrando alteracdes na pressao arterial
pulsatil (PAP) (A e C), pressao arterial média (linha branca) e frequéncia cardiaca (FC)
(B e D) em resposta a estimulacao elétrica (20 s) do SC (1 mA, 1 ms e 3V) de animais
acordados hipertensos controle e estimulados. Este tracado representa um trecho do
registro de pressao arterial. As barras pretas representam os 20 s de estimulacgéo.
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4.6 Reatividade vascular da artéria mesentérica isolada
4.6.1 Avaliacdo da resposta relaxante dependente de endotélio

Ao dados abaixo mostram os efeitos da estimulacao elétrica crénica do SC sobre
a poténcia da acetilcolina (ACh) em produzir relaxamento em anéis de artérias
mesentéricas (Figura 13, Tabela 2). Podemos observar claramente que a estimulacao

promoveu aumento significativo nesta resposta.

0 0
iy T M sHR

g 20 20 0O SHR+EST
2 Z 40
E 40' E
= * bl 60
:?: 60 — =
12 E 80
R 80
° -+ SHR 100+

1004 O SHR+BAT 1204

10 9 8 7 6
-Log [M] ACh

Figura 13 - (painel esquerdo) Curva concentracdo-resposta e (painel direito) resposta
maxima para acetilcolina (ACh) em anéis de artérias mesentéricas isoladas de ratos SHR
controles (SHR) ou estimulados (SHR+EST). Valores representados pela média £+ EPM.

n = 5-7, respectivamente. *p<0.05 vs. SHR.



67
Tabela 2 - Resposta maxima e poténcia da acetilcolina (ACh) em produzir relaxamento

em anéis de artérias mesentéricas isoladas de SHR controles (SHR) ou estimulados

(SHR+EST).

SHR SHR + EST

Rmax ECso Rmax ECso
ACh 879+1/4 -8,3+0,10 86,8+0,1 -8,8+0,1
(5) ()

Os valores de Rmax (resposta maxima) representam a média + EPM.
ECso — concentracéo que promove 50% da Rmax.
O numero de ratos utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.

*p<0.05 vs. SHR.
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4.6.2 Avaliacdo da resposta relaxante independente de endotélio
E possivel observar que a estimulacdo elétrica cronica do SC n#o foi
significativamente diferente entre os grupos quando avaliada a poténcia do nitroprussiato

de sédio (NPS), doador de NO, em produzir relaxamento nos aneéis de artérias

mesentéricas (Figura 14, Tabela 3).
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Figura 14 - (painel esquerdo) Curva concentracdo-resposta e (painel direito) Resposta
maxima para nitroprussiato de sédio (NPS) em anéis de artérias mesentéricas isoladas
de ratos SHR controles (SHR) ou estimulados (SHR+EST). Valores representados pela

média + EPM. n = 5-7, respectivamente.
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Tabela 3 - Resposta maxima e poténcia do nitroprussiato de sodio (NPS) em produzir
relaxamento em anéis de artérias mesentéricas isoladas de SHR controles (SHR) ou

estimulados (SHR+EST).

SHR SHR + EST
Rmax ECso Rmax ECso
NPS 89,4+7,6 -9,0+0,35 95,3+6,2 -8,6 + 0,23
®) )

Os valores de Rmax (resposta maxima) representam a média + EPM.
ECso — concentragéo que promove 50% da Rmax.

O numero de ratos utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.
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4.6.3 Avaliacado da resposta vasoconstritora a fenilefrina
Na presenca do endotélio vascular, a resposta maxima vasoconstritora bem como
a poténcia da fenilefrina em produzir contracdo em anéis de artérias mesentéricas foi

significativamente maior nos animais que receberam a estimulagéo cronica do SC (Figura

15, Tabela 4).
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Figura 15 - (painel esquerdo) Curva concentracédo-resposta e (painel direito) resposta
maéaxima para fenilefrina (PhE) em anéis de artérias mesentéricas isoladas de ratos SHR

controles (SHR) ou estimulados (SHR+EST). Valores representados pela média + EPM.

n = 5-7, respectivamente. *p<0.05 vs. SHR.
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Tabela 4 - Resposta Maxima e poténcia da Fenilefrina (Phe) em produzir contracdo em

anéis de artérias mesentéricas isoladas de SHR controles (SHR) ou estimulados

(SHR+EST).
SHR SHR + EST
Rmax ECso Rmax ECso
Fe 117,00+ 3,5 -5,4 + 0,03 128,1 + 3,6* -5,7 £ 0,04*
(5) (7)

Os valores de Rmax (resposta maxima) representam a média + EPM.
ECso — concentracéo que promove 50% da Rmax.
O numero de ratos utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.

*p<0.05 vs. SHR.
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4.6.4 Avaliacado da resposta vasoconstritora a fenilefrina na auséncia de endotélio
Na auséncia do endotélio vascular, a resposta maxima vasoconstritora bem como

a poténcia da fenilefrina em produzir contracdo em anéis de artérias mesentéricas na
auséncia de endotélio, também foram maiores no grupo de animais que tiveram o SC

estimulado cronicamente (Figura 16, Tabela 5).

200+
-+ SHR 160+

-0- SHR+ BAT Il SHR
[ SHR+ EST

150
120

1004
80

% Contragao KCI

Rmax (mN)

40
[

T T T 1 0+ T
8 7 6 5 4

- Log [M] PhE

Figura 16 - (painel esquerdo) Curva concentracdo-resposta e (painel direito) resposta
maxima para fenilefrina (PhE) em anéis de artérias mesentéricas isoladas de ratos SHR
controles (SHR) ou estimulados (SHR+EST). Valores representados pela média £+ EPM.

n = 5-7, respectivamente. *p<0.05 vs. SHR.
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Tabela 5 - Resposta maxima e poténcia da Fenilefrina (Phe) em produzir contracdo em
anéis de artérias mesentéricas isoladas sem endotélio isoladas de SHR controles (SHR)

ou estimulados (SHR+EST).

SHR SHR + EST
Rmax ECso Rmax ECso
Phe 133,7+4,1 -5,5+0,06 147,8 £ 5,5* -5,9 + 0,08*
) )

Os valores de Rmax (resposta maxima) representam a média + EPM.
ECso — concentragéo que promove 50% da Rmax.
O numero de ratos utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.

*p<0.05 vs. SHR.

4.7 Efeito da estimulacédo cronica do seio carotideo em SHR sobre a variabilidade
da FC e PA

Os indices de variabilidade no dominio do tempo, da frequéncia e andlise
simbdlica de SHR acordados antes e apés a estimulacdo elétrica crénica (48 h) do SC,

estdo apresentados nas Tabelas abaixo.
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Tabela 6 - Variabilidade de intervalo de pulso (IP), analise simbdlica e da presséao arterial
sistélica (PAS) antes (basal) e ap0s a estimulacao cronica do SC esquerdo de SHR.

Dados expressos pela média £+ EPM.

Apos Valor de

Basal Estimulo P

Variabilidade do Intervalo de Pulso

SDNN, ms 4.8 +0.3 4.8+0.6 ns
RMSSD, ms 26+0.3 26+0.2 ns
LF, ms? 1.1+£0.2 1.1+£0.2 ns
HF, ms? 25205 2.3+£0.4 ns
LF, nu 30.8+25 26 £ 3.0 ns
HF, nu 69.3+25 74 £ 3.0 ns
LF/HF 0.5%0.1 04+£0.1 ns

Analise simbélica

oV % 25.0+3.8 23.0+26 ns
1V % 44.0+0.6 46.0+0.9 ns
2LV % 6.0+0.1 6.0+0.8 ns
2UV % 26.0+5.0 26.0+2.0 ns

Variabilidade da Presséo Sistélica
SD, mmHg 75+0.5 7.3+04 ns

LF, mmHg? 79+1.9 97+1.8 ns

Valores sdo representados pela média + EPM; SDNN: desvio padrdo dos intervalos
normais; RMSSD: raiz quadrada do quadrado das diferencas sucessivas dos IP; LF:
poténcia da banda de baixa frequéncia (low frequency); HF: poténcia da banda de alta
frequéncia (high frequency); OV: zero variagao, trés simbolos iguais; 1V: uma variacao,
dois simbolos iguais e um diferente; 2LV: trés simbolos diferentes que variam na mesma
direcédo; 2UV: duas variagOes, trés simbolos diferentes que variam em dire¢cdes opostas.

ns = néo significativo, n = 9.
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5 DISCUSSAO

A utilizacédo de técnicas de estimulacdo elétrica de nervos periféricos vem sendo
muito estudada, tanto em modelos experimentais quanto em ensaios clinicos para uma
grande variedade de condi¢des patoldgicas. A estimulacéo elétrica dos barorreceptores
ndo é uma abordagem nova em modelos experimentais [Lohmeier e cols. 2005,
Hildebrandt e cols. 2014, Zannad e cols. 2015] ou em humanos [lllig e cols. 2006,
Filippone cols. 2007, Schmidli e cols. 2007, Tordoir e cols. 2007, Scheffers e cols. 2010,
Gassler e cols. 2012, Alnima e cols. 2013], pois ha relatos da utilizacéo, tanto clinica
como experimental, dessa abordagem desde o inicio da década de 60. Estas técnicas
tém se aperfeicoado e vém se estabelecendo como procedimentos seguros e eficazes
para as condi¢cdes a que se destinam. No entanto, a adocéo dessas metodologias muitas
vezes € indicada em situacgdes clinicas onde praticamente ndo ha outra opcéo terapéutica
[Griffith e Schwartz 1964, Neistadt e cols. 1967, Lohmeier e cols. 2005].

Os resultados do presente estudo mostraram, pela primeira vez, que a estimulacao
elétrica do SC, em ratos acordados, foi eficaz em produzir respostas hemodinamicas
como hipotenséo e bradicardia em ratos normotensos e também em SHR. Este estudo,
além de demonstrar os dados relativos a impedancia elétrica do SC, traz informacdes
importantes relacionados a caracterizacdo dessas respostas através da aplicacdo de
diferentes metodologias de estimulos (curtos e longos) utilizados de forma intermitente
ou continua. Além disso, mostrou-se também o impacto da estimulacdo elétrica cronica

do SC sobre respostas em vasos de resisténcia e sobre a variabilidade da FC e da PA.
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5.1 Caracterizacdo das respostas hemodinamicas a estimulacao elétrica do seio
carotideo a aplicacéo de diferentes parametros de estimulacdo em ratos Wistar e
SHR

A estimulacéo elétrica do SC permite avaliar o papel dos mecanismos neurais
envolvidos na regulacdo cardiovascular barorreflexa além de ser considerada uma
abordagem terapéutica em condi¢cdes patologicas como hipertensdo arterial ou
insuficiéncia cardiaca [Fallick e cols. 2011, Georgakopoulos e cols. 2011, Hildebrandt e
cols. 2014]. Levando em conta o papel translacional da estimulacdo barorreflexa,
destaca-se a importancia do conhecimento dessa abordagem em ratos, a qual possibilita
testes de diferentes parametros de estimulacao.

Inicialmente, os nossos resultados mostraram que a impedancia elétrica do SC
varia consideravelmente de um rato para o outro. Uma vez que a resisténcia elétrica
(impedancia) dos tecidos pode variar, a utilizacdo de corrente fixa, ao em vez de voltagem
constante, contribui para a uniformizacdo da intensidade do estimulo elétrico aplicado.
No entanto, para adequada utilizacdo da estimulacao através de uma corrente constante,
€ necessaria uma tensao elétrica suficiente para manter a corrente desejada [Luan e
Constandinou, 2014]. Assim, a sele¢cado dos parametros deve levar em consideragdo o
objetivo da terapia e o tempo desejado para sua utilizacdo. Nossos resultados permitem
compreender melhor os mecanismos que influenciam na aplicacdo deste estimulo em
ratos acordados, seja ele curto ou de longo prazo.

Os dados mostram que a hipotensédo induzida pela estimulacdo do SC foi mais
acentuada em SHR, independente da duracéo dos estimulos (20 s ou 60 minutos). Este
resultado estd de acordo com uma observacdo anterior do nosso laboratério, onde a

estimulacao elétrica do nervo depressor aortico provocou maiores respostas na PA e FC
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de SHR em comparacéo com ratos Wistar normotensos [Salgado e cols. 2007].

A magnitude da resposta hipotensora seguiu um padréo dependente da frequéncia
de estimulacdo, quando aplicada nos SHR, porém tal fato ndo ocorreu nos ratos Wistar.
A resposta bradicardica ndo seguiu um padrdo dependente da frequéncia em nenhuma
das linhagens de ratos. Esse achado diferiu de estudos prévios realizados em nosso
laboratorio [De Paula e cols. 1999, Salgado e cols. 2007], os quais mostraram que a
estimulacdo do nervo depressor adrtico em ratos acordados induziu uma hipotenséo e
bradicardia dependente da frequéncia de estimulacdo utilizada.

Nossos resultados mostraram ainda que nédo héa diferencas na estimulacao do SC,
guando o estimulo é aplicado de forma continua ou intermitente (ciclos alternados de 20
s). Estudos clinicos ou experimentais séo realizados aplicando-se em sua quase
totalidade, estimulos continuos. Alguns estudos mostraram que a estimulacéo elétrica
continua pode perturbar a funcéo de componentes periféricos ou centrais do barorreflexo,
causando assim uma falha neste mecanismo reflexo [Robertson e cols. 1993, Heusser e
cols. 2005]. Em contrapartida, outros estudos tém demonstrado que a estimulacao
continua do SC néo prejudica a func¢do barorreflexa [Heusser e cols. 2010]. Além disso,
num estudo realizado em pacientes com hipertenséao resistente foi observado que a
reducdo da PA foi mantida mesmo apds um ano de estimulacao elétrica continua do SC
[Alnima e cols. 2012]. Aléem de alteragbes hemodinamicas, a estimulagdo elétrica dos
barorreceptores carotideos evoca uma reducédo coordenada do fluxo simpatico para o
coracao, vasos e os rins [Esler e cols. 1985, Lohmeier e cols. 2015], bem como promove
0 aumento da atividade parassimpatica cardiaca [Heusser e cols. 2010, Madershahian e

cols. 2014].
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5.2 Variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressédo arterial antes e apoés a
estimulacéo elétrica continua (60 min) do seio carotideo em ratos Wistar e SHR

Avaliou-se a variabilidade do IP e PA sistdlica no dominio do tempo e da
frequéncia, além de métodos nao lineares, antes e durante a estimulacdo continua
prolongada (60 min) do SC. Nos ratos normotensos, apenas a porcentagem de padrées
2UV e a poténcia do espectro da PA na banda de LF foram afetados pela estimulacéo do
SC, de modo a sugerir uma diminuicdo da atividade simpatica nesses animais. Nesse
sentido, alguns estudos realizados em humanos com hipertensao resistente, que tiveram
a estimulacdo do SC, mostraram alteracdo da variabilidade da FC no dominio da
frequéncia, indicando alteracdes cardiovasculares consistentes com a reducdo da
modulacdo simpatica e aumento da modulacdo parassimpatica cardiaca [\Wustmann e
cols. 2009, Heusser e cols. 2010].

A auséncia de diferencas significativas marcantes sobre a variabilidade da FC e
PA nos SHR pode ser explicada pelo fato de estar ocorrendo uma estimulagéo
concomitante do quimiorreceptores carotideos durante a estimulacdo do SC. Tal fato
pode ter causado um efeito oposto ao dos barorreceptores, resultando no aumento da
atividade simpética, visto que a atividade quimiorreflexa € diretamente proporcional a esta
acdo [Heusser e cols. 2010]. Além disso, durante a queda acentuada da PA, a
desativacdo abrupta dos barorreceptores aédrticos e também do SC contralateral ao
implante dos estimuladores, pode atenuar a mudanc¢a no balan¢o simpato-vagal durante

a estimulacao.

5.3 Respostas hemodinamicas e vasculares a estimulacdo prolongada do seio

carotideo de animais SHR
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Os nossos resultados demonstram, pela primeira vez, os efeitos da estimulacdo
elétrica prolongada (48 h) do SC em SHR. Podemos observar que a estimulacédo do SC
foi efetiva em promover uma resposta hipotensora nos SHR durante as 48 de aplicacéo
do estimulo. Esta hipotenséo perdura durante todo o periodo de estimulacédo e se mantém
até 60 min apos o desligamento do dispositivo. No estudo realizado com cées hipertensos
[Lohmeler e cols., 2007] que tiveram o SC estimulado por sete dias, foram observados
resultados semelhantes aos nossos, visto que quando os estimuladores destes animais
foram desligados, os efeitos perduraram sobre a PA e FC [Lohmeier e cols., 2007].
Nossos resultados também mostraram uma resposta bradicardica apdés 24 horas de
estimulacao, no entanto esta diferenca € abolida apés 48 horas.

A resposta hipotensora manteve-se durante as 48 h de estimulacdo e perdurou
apos uma hora do desligamento do dispositivo de estimulacdo. Este dado é relevante,
tanto em seu aspecto experimental como translacional, uma vez que a terapia de ativacao
do barorreflexo tem sido amplamente utilizada em ensaios clinicos, como terapia
complementar a acdo farmacoldgica anti-hipertensiva. Estes achados podem contribuir
para uma melhor elucidacdo de mecanismos envolvidos na resposta hipotensora da
estimulacado elétrica dos barorreceptores. Neste contexto, vale a pena ressaltar o estudo
Rheos Pivotal Trial, primeiro grande ensaio clinico realizado nos Estados Unidos
[Scheffers e cols. 2010]. Este estudo foi realizado através de um dispositivo implantado
cirurgicamente em pacientes com hipertensédo refrataria e observou diminuigéo
significativa da PA nesses pacientes.

No presente estudo, foi utilizada a estimulagao elétrica intermitente através de um
dispositivo implantavel adaptado para ratos, desenvolvido e fabricado em nosso

laboratorio, semelhante ao utilizado nos ensaios clinicos [Scheffers e cols. 2010]. Este
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dispositivo foi programado para permitir estimulos ciclicos intermitentes (20 s ligado e 20
s desligado). Optamos por estimulos intermitentes, uma vez que nossos estudos prévios
mostraram que estimulos continuos ou intermitentes produzem respostas
hemodinamicas de mesma magnitude [Domingos-Souza e cols. 2015]. Assim, além de
evitar uso desnecessario da bateria do dispositivo, evitamos uma estimulacéo excessiva
dos barorreceptores, impedindo assim uma possivel adaptacdo das terminacdes
nervosas barorreceptoras a terapia.

Dentre os resultados mais importantes encontrados na estimulagcdo do SC de
SHR, além da diminuicdo da PA, podemos destacar os seus efeitos na reatividade
vascular de vasos de resisténcia (artéria mesentérica). Constatamos um aumento
expressivo da sensibilidade das artérias mesentéricas a acetilcolina, além da
sensibilidade aumentada a fenilefrina na presenca e auséncia do endotélio vascular. A
compreensao de mecanismos envolvidos na regulacdo da PA, FC e tdnus vascular
promovida pela estimulacdo dos barorreceptores em SHR tem sua importancia creditada
a similaridade da sua fisiopatogenia com a hipertensao primaria do homem. Este modelo
tem se revelado bastante Util para melhor compreensédo de mecanismos fisiopatoldgicos,
quer do proprio modelo em si, quer da hipertensédo priméaria em seres humanos. Este é
um estudo pioneiro a mostrar respostas vasculares da estimulagédo do SC em SHR.

O leito mesentérico é responsavel pela circulacdo de aproximadamente 20 a 40%
do volume sanguineo total, representando um importante leito vascular de resisténcia.
Sendo assim, séo as artérias de pequeno calibre que apresentam maior resisténcia e que
estdo mais envolvidas na regulacdo do fluxo sanguineo e da PA [Furness e Marshall,
1974]. Nossos dados indicam uma menor atividade simpatica e aumento da atividade

vagal, baseados nas alteracdes observadas sobre a PA e FC, frente a estimulacéo
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cronica dos barorreceptores do SC. No entanto, foi constatado um aumento da
contratilidade das artérias mesentéricas a Phe (agonista alfa-1 adrenérgico), na presenca
ou ndo do endotélio vascular, uma vez que a remocéao do endotélio manteve as mesmas
diferencas observadas entre os grupos. Ou seja, a reducdo da PA e FC em animais
hipertensos esta ocorrendo independente de maior responsividade do vaso a Phe. Sendo
assim, a reducdo da PA pode estar relacionada diretamente com o débito cardiaco
(volume de sangue bombeado para a aorta a cada minuto) ja que este € o produto da FC
pelo volume sistolico, o qual possivelmente esta diminuido [Guyton e Hall 2006].
Adicionalmente, o relaxamento para Ach esta aumentado nas artérias
mesentéricas dos animais estimulados, sugerindo melhora na funcdo endotelial apés a
estimulacdo crénica do SC. Talvez o endotélio possa exercer importante funcdo na
reducdo da PA, mas nao o suficiente para tamponar a maior contracdo dos anéis a Phe.
A Phe é um agonista a1-adrenérgico e seus receptores a1-adrenérgicos subdividem-se
em trés subtipos: a1A, a1B, e a1D que séo expressos simultaneamente no musculo liso
vascular e todos acoplados a proteina Ggi1 [Zhong e Minneman 1999]. Foi observado
que durante o amadurecimento e envelhecimento de ratos, a responsividade vascular
bem como a expresséo dos subtipos de a1-adrenoceptores podem sofrer variagdes [de
Oliveira e cols. 1998]. Baseado em tais constatacdes, hipoteticamente podemos dizer
gue embora a diminuicédo da PA seja evidente, a diminuicéo da atividade simpéatica devido
a estimulacdo cronica dos barorreceptores do SC estaria provocando alteracbes
estruturais como por exemplo, o0 aumento da expressdo de receptores alfa-1
adrenérgicos ou até mesmo exacerbando ou diminuindo alguns elementos da via de
sinalizagdo para Phe (PKC, ERK1/2, Rho-kinase), o que estaria diretamente resultando

no aumento de contracdo e tamponando as alteracdes que talvez seriam vistas sobre a
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funcdo endotelial. Para confirmar tais hipéteses, seria necessario realizar experimentos
de curvas para fenilefrina na presenca de inibidores de fatores endoteliais como por
exemplo a indometacina ou L-NAME e até mesmo experimentos que avaliassem a
expressao e quantificacdo desses receptores.

Na hipertensdo do SHR observa-se aumento da resisténcia periférica total [Judy e
cols. 1976, Lundin e cols. 1984] e uma acentuada hiperatividade simpéatica [Pfeffer and
Frohlich 1973], alteracbes que prejudicam as func¢des vasculares. O tdnus vasomotor
exerce um papel importante na homeostasia do sistema cardiovascular, sofrendo grande
influéncia de neurotransmissores [Furchgott e Vanhoutte, 1989], de hormonios
circulantes [Nasjletti e Malik, 1982], de metabdlitos gerados localmente [Mcintyre, Bohr e
Dominiczak, 1999], bem como de fatores liberados por células sanguineas e células do
sistema imune.

Tais achados nos fazem crer que a ativacdo do barorreflexo poderia estar
promovendo alteragdes moleculares relacionadas a estes fatores, inclusive com a
producédo de 6xido nitrico (NO). No entanto, experimentos futuros deverdo ser realizados
para elucidar tais vias e mecanismos. Sabe-se que o NO constitui uma das menores e
mais simples moléculas biossintetizadas. E um radical livre, gasoso, inorganico, incolor,
que possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron
desemparelhado. A sua sintese resulta da oxidacao de um dos dois nitrogénios guanidino
da L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reacao € catalisada pela enzima NO-
sintase (NOS) [Morris e cols.,1994]. Além do NO, outro fator importante para o
relaxamento da musculatura lisa principalmente em vasos de resisténcia € o EDHF
(Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor ou Fator Hiperpolarizante Derivado do

Endotélio) [Cohen e Vanhoutte, 1995]. Sabendo que a influéncia de EDHF em artérias
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mesentéricas € muito grande e considerando que os vasos responderam de maneira
semelhante ao NPS (relaxamento independente do endotélio vascular), podemos inclui-
lo como um forte contribuinte desse maior relaxamento, observado nos animais que que
receberam estimulacao crénica do SC.

Dentre os principais fatores relaxantes que sao liberados pelo endotélio ou EDRF
do inglés, Endothelial-Derived Relaxing Factor, estdo o NO, a prostaciclina e o EDHF.
Dentre os principais fatores contrateis estdo a prostaglandina H2 (PGH2), tromboxana
A2, angiotensina Il (Ang Il), endotelina-1 (ET-1) e anion superéxido e outras espécies
reativas de oxigénio (ERO) [Feletou e Vanhoutte 1999]. Todavia podem estar ocorrendo
alteracdes vasculares tanto resultantes na diminuicdo dos fatores contrateis endoteliais,
guanto no aumento da producéo dos fatores relaxantes. Tais evidéncias tornam-se mais
relevantes visto que nao foram observadas alteracbes nas respostas vasculares
relacionadas ao NPS, ja que suas respostas estao diretamente ligadas a atividade da
musculatura lisa vascular.

Recentemente, foi demonstrado que o fator de crescimento endotelial vascular
produz uma facilitacdo ténica na atividade barorreflexa do ramo vagal cardiaco [Tsal e
cols. 2015], evidenciando uma possivel interacdo ndo sO através do barorreflexo
facilitando o relaxamento vascular, mas da vasculatura influenciando o aumento na
sensibilidade vagal barorreflexa. As reducdes efetivas mediadas pelo barorreflexo na
resisténcia vascular e PA incentivam cada vez mais a investigagao do uso desta terapia
no tratamento de hipertenséo arterial cronica. No entanto, muitos dos fatores centrais ou
periféricos envolvidos nas respostas da estimulacéo elétrica do SC ainda permanecem

obscuros e exigem investigacdes mais minuciosas.
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Podemos constatar claramente que a estimulacdo elétrica do SC promove
alteracdes vasculares importantes nos SHR, e que essas alteracdes estdo diretamente
relacionadas a diminuicdo da PA. No entanto, estudos futuros de biologia molecular e
vias de sinalizacdo tanto do NO, quanto dos demais neurotransmissores, horménios,
metabdlitos locais ou fatores endoteliais diretamente relacionados ao ténus vascular

devem ser investigados, afim de descreverem a fundo tais observacoes.
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6 CONCLUSOES

A estimulacao elétrica do SC em ratos acordados normotensos ou SHR foi eficaz
em promover alteracbes hemodinamicas (PA e FC) e vasculares, bem como na
modulacdo autondémica cardiaca. Em animais hipertensos, a resposta hipotensora foi
dependente da frequéncia de estimulacdo utilizada. Ja a resposta bradicardica
independe da frequéncia de estimulacdo em ambas as linhagens. Quando comparados
os estimulos intermitente ou continuo, ndo observamos diferencas significativas,
mostrando a efetividade semelhante de ambas as abordagens. As alteracdes sobre a
variabilidade cardiovascular foram observadas apenas nos animais nhormotensos.
Quando aplicado o estimulo longo continuo (60 min) observa-se uma diminuicdo na
poténcia da banda de LF da PA, sugerindo uma inibicdo da atividade simpatica nesses
animais.

Adicionalmente, quando aplicada a estimulacdo crénica do SC de animais SHR,
constatamos um aumento expressivo da sensibilidade das artérias mesentéricas a Ach e
aumento da sensibilidade a fenilefrina na presenca e auséncia do endotélio vascular. No
entanto, ndo observamos alteragbes sobre o0s parametros da variabilidade

cardiovascular.
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A disponibilidade dos SHR, no peso e idade utilizados nos diversos protocolos

desta tese, determinou periodos onde n&o tinhamos animais para realizacdo dos
experimentos. Entdo, paralelamente aos experimentos com SHR, aplicamos a
estimulacdo elétrica do SC em um outro modelo de hipertensao arterial em ratos, a
hipertensdo induzida pelo tratamento com L-Nitro Arginina Metil Ester (L-NAME). Este
periodo de experimentos foi muito produtivo e possibilitou a geracdo de resultados que
permitirdo a redacao de um manuscrito mostrando os efeitos da estimulacéo elétrica do

SC neste modelo de hipertenséo.

INTRODUCAO

Sabe-se que o oxido nitrico (NO) participa continuamente da regulacéo do ténus
vascular e da manutencao do fluxo sanguineo [Umans and Levi 1995]. Este gas constitui
uma das menores e mais simples moléculas biossintetizadas. O NO é um radical livre,
gasoso, inorganico, incolor, que possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio,
tendo um elétron desemparelhado. A sintese do NO resulta da oxidagdo de um dos dois
nitrogénios guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reagéo €
catalisada pela enzima NO-sintase (NOS) [Morris e cols.1994].

O modelo de hipertenséo arterial induzida pela administragéo prolongada de N-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um inibidor n&o seletivo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), foi originalmente descrito por Ribeiro e cols. [1992], os quais observaram
que a administracdo de L-NAME junto a agua de beber de ratos, durante 4 a 6 semanas,
provocou elevacdo da PA. Esta hipertensdo é caracterizada como tempo e dose
dependente [Arnal e cols. 1992]. Esta associada, também, a vasoconstricdo

predominantemente arteriolar, € ao aumento da resisténcia vascular periférica
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[Vasquez e cols. 1994; Yamada e cols. 1996; Qui e cols. 1998; Souza e cols.
2001Biancardi e cols. 2007]. Este € o primeiro estudo realizado afim de avaliar o impacto
da ativacao prolongada do barorreflexo de ratos sobre os parametros hemodinamicos
neste modelo de hipertensdo experimental. Entdo, o objetivo da realizacdo destes
experimentos adicionais foi avaliar as respostas hemodinamicas (PAM e FC),
variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressao arterial a estimulacédo elétrica dos

barorreceptores do SC em animais acordados hipertensos L-NAME.

METODOS

Animais:

Para o desenvolvimento do presente projeto todos os protocolos e procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CETEA) da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP (CETEA, protocolo 023/2013-1). Foram
utilizados ratos da linhagem Wistar com aproximadamente 300g de peso corporal (15 a
18 semanas de idade). Durante o periodo experimental os animais foram mantidos no
Biotério do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto/USP. Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados em condi¢cdes

assepticas e todo o material implantado nos ratos foi devidamente esterilizado.

Implantacéo dos eletrodos no seio carotideo e canulagéo vascular:
Os animais foram anestesiados com ketamina (50 mg/kg, ip Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, SP, Brasil) and xilazina (10 mg/kg, ip Hertape

Calier Saude Animal S/A, Juatuba, MG, Brasil) e, com a utilizacdo de um microscoépio
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cirdrgico (M902MFZ, DFV Com. Ind. Ltda, Sdo Paulo, SP), o SC do lado esquerdo, foi
identificado, cuidadosamente isolado, envolvido por um par de eletrodos e isolado das
estruturas vizinhas por resina que polimeriza a frio (Kwik-Sil, World Precision Instruments
Inc., Sarasota, Florida, USA). Entdo, os eletrodos ao redor do SC foram conectados a
geradores miniaturizados, alimentados por bateria e operados remotamente, que foram
implantados no tecido subcutaneo do dorso dos ratos. Esses geradores implantaveis
foram projetados e construidos no nosso laboratorio.

Apods o implante dos eletrodos ao redor do SC, os ratos receberam um catéter de
polietileno (Intramedic, Clay Adams, Parsippany, NJ, USA) na artéria femoral esquerda
para registro direto da PA. Ao final do procedimento cirdrgico os animais receberam (0,7
mg/kg im) veterinario para animais de pequeno porte (Fort Dodge Saude Animal,
Campinas, SP, Brasil).

Um grupo de ratos foi submetido apenas a cateterizacao da artéria femoral, ou

seja, ndo recebeu os eletrodos ao redor do SC.

Protocolo experimental:

A hipertensao arterial foi induzida nos ratos pela administracdo diaria de NG-nitro-
Larginina-metil-éster (L-NAME, 70 mg/kg) por gavagem durante 10 dias. No sétimo dia
de tratamento os animais foram anestesiados e receberam o implante do estimulador
portatil no SC e canulacdo da artéria femoral, como descrito anteriormente. No dia
seguinte aos procedimentos cirargicos, os animais foram submetidos a um registro basal
de PA e FC por uma hora. Em seguida, um grupo de animais tiveram os estimuladores
ligados (estimulado) e outro grupo nao (controle). O grupo onde os ratos ndo foram

implantados com eletrodos ao redor do SC foi chamado de sham, porque foram
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submetidos apenas ao procedimento cirurgico. Os geradores implantados foram
programados para aplicar pulsos de onda quadrada com 3 Volts de intensidade, 1 ms de
duracédo, com uma frequéncia de 30 Hz, de modo intermitente, com ciclos de duracédo de
20 segundos ON e 20 segundos OFF, por 48 horas. Apds o desligamento dos

estimuladores foi feito um novo registro de PA e FC por um periodo de uma hora.

Anadlise espectral da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

Estas analises foram feitas assim como descrito no corpo da tese por meio de um
programa computacional de uso livre (CardioSeries: disponivel em
http://sites.google.com/site/cardioseries) desenvolvido no Departamento de Fisiologia da
FMRP. Foram selecionados periodos de 60 minutos de registros basais e ap0s o periodo
de estimulacdo. Cada trecho teve os valores de intervalo de pulso (IP) e PA sistdlica
foram reamostrados em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolacdo cubica do tipo
spline, para regularizacao do intervalo de tempo entre batimentos. As séries com valores
interpolados de IP e PA foram divididas em segmentos com 512 valores cada, com
sobreposicao de 50% (Protocolo de Welch).

A estacionariedade dos valores de IP e PAS de cada segmento foi examinada
visualmente e aqueles com artefatos ou transientes, foram excluidos. Cada segmento de
IP e PA foi submetido a analise espectral pela Transformada Rapida de Fourier (FFT),
apos janelamento do tipo Hanning. Os espectros de IP foram integrados em bandas de
baixa (LF: 0,2 - 0,75 Hz) e alta frequéncia (HF: 0,75 - 3,0 Hz), com os resultados
expressos em valores absolutos (ms?) e unidades normalizadas (un), enquanto que 0s
espectros de PAS foram integrados somente na banda de baixa frequéncia (LF: 0,2 -

0,75 Hz), com os resultados expressos em valores absolutos (mmHg?). Os valores
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normalizados foram obtidos através do céalculo da porcentagem da poténcia de LF e HF
com relacdo a poténcia espectral total, menos a poténcia da banda de muito baixa
frequéncia (VLF: < 0,2 Hz). O procedimento de normalizacéo foi realizado para minimizar
as variacdes da poténcia total nos valores absolutos dos componentes de LF e HF.
Adicionalmente, a razdo LF/HF também foi calculada para avaliacao do balanco simpato-

vagal sobre o coracéo.

Anadlise simbdlica da variabilidade do intervalo de pulso

A variabilidade do IP também foi analisada por meio do método nao linear
denominado Analise Simbdlica. Este método busca por padrdes de alteracdo entre
sucessivos valores de IP, classifica estas alteracbes em classes, e quantifica a
ocorréncia das mesmas [Guzzetti e cols. 2005; Porta e cols. 2001, 2007]. Para isso, foi
utilizado outro programa computacional de uso livre (JBios). Séries temporais, batimento-
a-batimento, com valores de IP tiveram os valores maximos e minimos determinados.
Em seguida, utilizando-se estes valores previamente detectados (maximo e minimo), 0s
valores de IP foram distribuidos em 6 faixas de igual tamanho, as quais contemplam toda
a faixa de variacdo dos valores da série temporal. Mantendo a distribuicdo cronologica
original dos valores na série temporal, o programa computacional inspecionou
sequéncias de 3 batimentos (com sobreposicao dos ultimos 2 batimentos da sequéncia
anterior) em busca de alteracdes entre os valores, evidenciadas por mudancas nas faixas
em que se encontravam os pontos. Este método permite a identificacao de trés tipos de
variagao, entre os valores, nas sequéncias de 3 batimentos: nenhuma variacdo (0V),

uma variacao (1V) ou duas variagdes (2V).
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Anélise estatistica

Os valores de estimulacdo do SC ao longo do tempo foram comparados entre
grupos usando analise de variancia de duas vias (“two way” ANOVA). Quando diferencas
foram encontradas, os dados foram comparados aos pares pelo teste de Newman-Kews.
As mesmas variaveis foram comparadas antes e apos a estimulacao.

Os indices de variabilidade (dominio do tempo, dominio da frequéncia e analise
simbdlica) da presséo arterial sistélica e também do intervalo de pulso foram comparados
antes e apos o periodo de estimulacéo pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Os dados
foram expressos pela média + erro padrdao da média (EPM). O nivel de significancia

minima aceitavel foi p < 0,05.

RESULTADOS

Alteragcdes hemodindmicas observadas na Pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) a estimulacdo elétrica do seio carotideo em ratos
hipertensos L-NAME

A Figura 1 mostra os valores da PA e FC observadas antes e apés 48 h de
estimulacao elétrica do SC em ratos hipertensos (L-NAME) acordados. A PA média basal
dos ratos hipertensos foi de 176 + 3 mmHg. Logo que o dispositivo de estimulagéo foi
ligado, houve uma queda acentuada da PA (A= -51 £+ 5 mmHg), que se recuperou,
parcialmente, com o passar do tempo. Como esperado, nenhuma alteragdo foi
observada na hemodinamica (PAM e FC) do grupo controle (grupo OFF). O registro da

PA realizado durante uma hora apos o final da estimulacao elétrica do SC mostrou que
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os ratos estimulados apresentavam PA significativamente menor que aquela medida
antes da estimulacédo (159 + 3 mmHg). Nao foram observadas diferencas significativa na

FC de nenhum grupo apos a estimulacéo do SC.
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Figura 1 - Alteracdes hemodinamicas da presséo arterial média (PAM) (painel superior)
e Frequéncia Cardiaca (FC) (painel inferior) antes (barras brancas) apos (barras cinzas)
a estimulacao cronica do SC (48h) em animais hipertensos L-NAME. Grupos: Sham —
cirurgia ficticia; controle — dispositivo de estimulagéo desligado; estimulado — dispositivo

de estimulacéo ligado (n =6, 7 e 9, respectivamente) *P<0,05.
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Efeito da estimulacdo prolongada do seio carotideo em animais hipertensos L-

NAME sobre a variabilidade da frequéncia cardiaca e presséao arterial

Os indices de variabilidade da PA e do IP de ratos acordados hipertensos (L-
NAME) antes e ap0s a estimulacéo elétrica do SC (48 h) estédo apresentados nas Figuras
2e3d.

A estimulacao cronica do SC nao promoveu alteracao na variabilidade total do IP
(medida pelo SDNN), mas aumentou 0 RMSSD do IP. Curiosamente, também foi
observado um aumento do RMSSD do IP nos ratos controles, onde o estimulador ndo
foi ligado (grupo OFF). Apds o periodo de estimulacdo também foi observada uma
diminuicdo acentuada da poténcia da banda de LF e aumento na poténcia da banda de
HF no espectro de IP. Curiosamente, o grupo OFF também apresentou aumento na
poténcia do espectro de IP na banda de HF. A andlise simbdlica do IP revelou uma
reducdo na ocorréncia de sequéncias OV e aumento na ocorréncia de sequéncias 2UV
nos grupos estimulado e OFF. O grupo controle ndo sofreu qualquer alteracdo na
variabilidade do IP (dominio do tempo, andlise espectral ou simbdlica). Na variabilidade
da PAS foram encontradas altera¢des apenas no grupo estimulado, onde foi observado

diminuicdo de SD (6.3 + 5 mmHg) e diminuicédo da poténcia de LF (3.8 + 0.4 mmHg?).
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Figura 2 - Variabilidade do intervalo de pulso (IP) no dominio do tempo, analise espectral
e andlise simbdlica, antes (barras brancas) e apos (barras cinzas) a estimulag&o cronica
do SC esquerdo de ratos acordados hipertensos L-NAME. Valores séo representados
pela média £ EPM. SDNN: desvio padréo dos intervalos normais; RMSSD: raiz quadrada
do quadrado das diferencas sucessivas dos IP; LF: poténcia da banda de baixa
frequéncia (low frequency); HF: poténcia da banda de alta frequéncia (high frequency);
OV: zero variacao, trés simbolos iguais; 2V: duas variagbes. Sham — cirurgia ficticia;
controle — dispositivo de estimulacéo desligado; estimulado — dispositivo de estimulacdo

ligado. *P<0,05. (n =6, 7 e 9, respectivamente). *P<0,05.
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Figura 3 - Variabilidade da presséo arterial sistdlica antes (barras brancas) e apos
(barras cinzas) a estimulagéo cronica do SC esquerdo de ratos acordados hipertensos

L-NAME. Valores séo representados pela média + EPM. *P<0,05. (n = 6, 7 e 9,

respectivamente). *P<0,05.
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DISCUSSAO

Os nossos resultados demonstram, pela primeira vez, os efeitos da estimulacéo
elétrica prolongada do SC (48 h) em ratos com hipertenséo induzida pelo tratamento com
L-NAME. Assim como nos SHR, a estimulagéo do SC levou a uma reducdo da PA que
perdurou, pelo menos, 60 min apos o término da estimulagdo. No entanto, curiosamente,
a estimulacédo elétrica do SC néo alterou a FC dos ratos com hipertensdo L-NAME,
contrariando observagdes em outros modelos experimentais [Lohmeier e cols. 2004, lllig
e cols. 2006, Lohmeier e cols. 2010, Bisognano e cols. 2011, Scheffers e cols. 2010].
Tal fato pode ser justificado visto que estudos prévios de nosso laboratério mostraram
auséncia de taquicardia neste modelo de hipertensdo [Santos e cols. 2009, Sabino e
cols. 2011].

NOs utilizamos a estimulagéo elétrica intermitente, da mesma forma utilizada nos
SHR (dados mostrados na secdo anterior desta tese) através de um dispositivo
implantavel adaptado para ratos semelhante ao utilizado em ensaios clinicos [Scheffers
e cols. 2010, Bloch e cols. 2012]. O dispositivo foi programado para liberar estimulos
ciclicos intermitentes (20s ligado - 20s desligado) com parametros fixos programados em
3 Volts, 1 ms e 30 Hz.

A aplicacdo da estimulagdo do SC foi efetiva em promover uma reducéo
acentuada na poténcia dos espectros do IP e da PA na banda de LF. Além disso, houve
um aumento na poténcia do espectro do IP na banda de HF, tanto nos animais
estimulados quanto no grupo OFF. No dominio do tempo, observamos um aumento do
RMSSD do IP tanto no grupo estimulado como naquele em que o estimulador foi mantido

desligado (OFF). Esses dados sugerem que além da estimulacdo do SC, o simples
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posicionamento dos eletrodos no SC é capaz de alterar os indices de variabilidade
cardiovascular. Além destes achados, apenas o grupo estimulado mostrou alteracdes no
desvio padrédo da PA, que se encontrou diminuido apds a estimulacdo. Tais achados,
sugerem uma melhora da funcédo barorreflexa, que geralmente estad prejudicada na
hipertensao arterial [Parati e Esler 2012].

Tais alteracdes observadas sobre a variabilidade cardiovascular sugerem uma
diminuicao da atividade simpatica e aumento da modulacao vagal. Alguns estudos com
humanos hipertensos mostraram alteracdo da VFC no dominio da frequéncia, indicando
alteracdes cardiovasculares consistentes com a reducdo da modulacdo simpética e
aumento da modulacéo parassimpatica cardiaca [\Wustmann e cols. 2009, Helsser e cols.
2010].

A fim de mostrar que apenas o contato dos eletrodos com as terminacfes do SC
€ capaz de promover alteracbes dos indices de variabilidade cardiovascular, fomos
impulsionados a realizar estas analises em um grupo de animais que passaram apenas
pelo isolamento cirdrgico do SC (sham), sem posicionar os eletrodos na bifurcacdo
carotidea, que poderiam produzir uma estimulacdo mecénica, e obviamente, sem
estimulacdo elétrica do SC. Os resultados destes experimentos confirmaram a hipétese
de que apenas o contato mecanico dos eletrodos com as terminac¢des barorreceptoras
do SC pode provocar as alteracdes observadas, ratificando que os efeitos sobre a
variabilidade cardiovascular se devem a estimulacdo nao so elétrica como mecéanica dos

barorreceptores carotideos.

CONCLUSOES
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Concluimos que a estimulacédo elétrica do SC (48 h) produz uma resposta
hipotensora, mas nao bradicardia, em ratos com hipertenséo induzida pelo L-NAME. Esta
hipotensdo se mantém por uma hora apos o dispositivo de estimulacdo ser desligado.
Além disso, a estimulacdo promoveu uma reducdo acentuada na poténcia do espectro
da PA e do IP na banda de LF, sugerindo uma reducao na modulacéo simpatica e um
aumento da modulacéo vagal cardiaca. Adicionalmente, concluimos que os efeitos sobre
a variabilidade cardiovascular se devem a estimulacédo néo so elétrica como mecanica

dos barorreceptores carotideos.
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ABSTRACT

Aims - Baroreflex activation therapy has been used to attenuate arterial pressure in
resistant hypertension. We evaluated the hemodynamic responses to short and prolonged
electrical activation of the carotid sinus (CS) in conscious normotensive and SHR.

Main Methods - Under anesthesia, the subjects were implanted with electrodes around
the CS, encompassing the CS nerve, and a catheter into the femoral. On the following
day, the arterial pressure (AP) and heart rate (HR), were subjected to a set of short-term
electrical stimulation (1 mA, 1 ms), with different frequencies (15, 30, 60 and 90 Hz),
followed by a prolonged period (60 min) of continuous CS stimulation (1 mA, 1 ms, 30
Hz). Short-term electrical stimulation of CS elicited a prompt fall in AP that was more
pronounced in SHR (A 16 to 48 mmHg) as compared to Wistar (N=10) counterparts (A 18
to 19 mmHg). The magnitude of AP response was frequency dependent in SHR.
Bradycardia was also elicited by electrical stimulation of the CS that was similar both
groups (A 17 to 44 BPM).

key findings - Prolonged stimulation elicited greater fall in AP of SHR (-38+9 vs. -17+6
mmHg in Wistar rats). HR variability was evaluated, showing a reduction in the power of
the AP spectra in the LF band (3.6+0.3 vs. 0.7+0.1 mmHg2) in nhormotensive rats.
Significance - CS stimulation decreased AP and HR in wistar and SHR and elicited an

increase of parasympathetic modulation of the heart in Wistar.

Keywords: Baroreflex, hemodynamics, electrical stimulation, carotid sinus nerve;

hypertension; heart rate variability.
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BACKGROUND

Chronic hypertension is commonly associated with attenuation of baroreflex
sensitivity, and the electrical activation of the baroreceptors denotes an innovative
approach for controlling arterial pressure (AP) in patients with resistant hypertension
(Navaneethan et al., 2009). This electroceutical approach was proposed in the early 60s,
given the limitation of pharmacological therapy for treating hypertension at the time
(Griffith and Schwartz, 1964; Neistadt and Schwartz, 1967), but was posteriorly disused.
Nowadays, devices specially designed to stimulate the carotid sinus (CS) have been used
for treating hypertensive patients resistant to pharmacological therapy (Bisognano et al.,
2011; de Leeuw et al., 2015; Heusser et al., 2010). More recently, electrical stimulation of
CS has emerged as a therapeutic tool in the management of heart failure as well (Alnima
et al., 2012a; DiBona, 2013; Doumas et al., 2014).

In our laboratory, short-term - seconds to minutes - electrical stimulation of the
aortic depressor nerve, the afferent pathway of the aortic baroreflex, in conscious
normotensive (De Paula et al., 1999; Machado et al., 2000) or spontaneously
hypertensive rats (SHR) (Durand et al., 2011; Salgado et al., 2007) have provided
valuable information regarding the mechanisms of reflex regulation of AP and heart rate
(HR). Recently, we have demonstrated that electrical stimulation of the CS, encompassing
the CS nerve, was effective in producing hypotensive responses in normotensive rats
(Katayama et al., 2015). However, the optimal stimulation parameters, as well as the
long-term effects of CS stimulation remain open questions.

In the current study, we have applied short (20 s) as well as prolonged (60 min)
electrical activation of the CS to evaluate the hemodynamic responses to this maneuver

in conscious freely-moving normotensive Wistar and SHR.

METHODS

Animals

Experiments were carried out in male normotensive Wistar rats and SHR, aged 18-
20 weeks, averaging 300 g of body weight, supplied by the Animal Facility of the University
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of S&o Paulo at the Campus of Ribeirdo Preto. The animals were fed a standard chow
diet and had free access to tap water, under controlled temperature (22 °C) and a 12-12
h dark-light cycle. All experimental protocols performed in the current study were approved
by the Committee on Animal Research and Ethics of the Ribeirdo Preto Medical School,
University of Sdo Paulo (Protocol 023/2013-1).

Surgical procedures

Under the anesthesia of a mixture of ketamine and xylazine (50 and 10 mg/kg,
respectively, ip) the rats had their CS carefully isolated under the view of a surgical
microscope (M902MFZ, DFVasconcelos, Sao Paulo, SP, Brazil). A pair of stainless steel
(0.008 inches bare, 0.011 inches Teflon coated; A-M Systems, Sequim, WA, USA)
electrodes was placed around the CS, including the carotid sinus nerve, separated by
approximately 2 mm, and isolated from adjacent structures with a cold-polymerizing resin
(Kwik-Sil, World Precision Instruments Inc, Sarasota, Florida, USA) (Katayama et al.,
2015). Finally, the animals were instrumented with a polyethylene catheter into the left
femoral artery. The electrodes, attached to a small plug (GF-6, Microtech, Boothwyn, PA,
USA) were exteriorized in the interscapular region of the rats together with the arterial
catheter.

All surgical procedures were performed under aseptic conditions and all material
implanted was previously sterilized. At the end of the surgical procedure, the animals
received analgesic (flunixin meglumine, 2.5 mg/kg of body weight, im) and antibiotic
(Pentabidtico Veterinario 0.7 mL/kg of body weight, im). The rats were allowed to recover

in individual cages until the beginning of the experimental protocol, twenty-four hours later.

Experimental protocols
Protocol 1: Electrical impedance of the carotid sinus

One group of normotensive rats (N=14) was used to measure the electrical
impedance of the circuit formed by the electrodes attached to the CS. For this purpose,
the electrodes were connected, in parallel, to an electrical pulse generator (Estimulador
Elétrico, AVS Projetos Especiais, Sao Carlos, SP, Brazil) and an oscilloscope (Agilent,
DS0O3062A, Santa Clara, CA, USA). Square pulses with 1 ms of width and current of 1
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mA were applied to the CS during 1 min. The voltage measured at the CS in response to
pulses at fixed current (1 mA) was used to determine the electrical impedance of the circuit

formed by the electrodes implanted in the CS.

Protocol 2: Electrical stimulation of the carotid sinus

Twenty-four hours after the surgical procedures the animals were taken to
recording room and had their arterial catheter connected to a pressure transducer
(MLTO0380/D, ADInstruments, Sydney, Australia). Animals were allowed a period of 30 to
60 min to acclimatize to the environment. The AP signal was amplified (ML110,
ADInstruments, Bella Vista, Australia) and fed to an IBM/PC equipped with an analog-to-
digital interface (Power Lab 4/40, ADInstruments, Bella Vista, Australia). The AP was
continuously sampled (2 kHz) and HR were calculated online from the AP signal.
Following the recording of baseline conditions, each rat was subjected to a set of short-
term (20 s) electrical stimulations of the CS with square pulses (1 ms length, 1 mA
electrical current) at four different frequencies (15, 30, 60 and 90 Hz). The sequence of
frequencies was randomly applied and a minimum period of 5 min between stimuli was
allowed for hemodynamic recovery. 10 minutes after the set of short-term stimulus, a
prolonged period (60 min) of stimulation (1 mA, 1 ms at 30 Hz) was applied.

Electrical stimulation of the CS did not induce noticeable behavioral or stressful
responses in any of the animals studied. Some rats implanted with the electrodes were
not responsive to electrical stimulation, probably due to technical problems with the
implant of the electrodes. Seldom, a few rats showed slight contractions of the neck
muscles in response to CS stimulation. When this outcome happened, the electrical
stimulation was immediately suspended, and the rat was not further evaluated and

excluded from the study.

Heart rate and arterial pressure variability

Beat-by-beat time series of systolic AP and pulse interval (PI) values were
generated from AP recordings using a custom computer software (Blood Pressure Module
for LabChart, ADInstruments, Bella Vista, Australia). All Pl and systolic AP variability

indices were calculated from 5 min of baseline recordings as well as during the last 5 min
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of the prolonged stimulation period. Time domain and nonlinear dynamics analysis were
performed using plugins of the computer software JBioS (Duque et al., 2013), while
spectral analysis was carried out using the computer software CardioSeries

(www.danielpenteado.com).

Time domain analysis: HRV was assessed in the time domain by means of the calculation

of standard deviation of normal-to-normal Pl values (SDNN) and root mean square of
successive differences between Pl (RMSSD). AP variability was assessed by the
standard deviation (SD) of beat-by-beat systolic AP values (Malik, 1996).

Spectral analysis: Beat-by-beat time series of Pl and systolic AP values were interpolated

at 10 Hz and divided into half-overlapping segments of 512 points. An experienced
researcher visually inspected interpolated data, and segments with transients or artifacts
were discarded. Hanning window was applied to each segment of interpolated data, and
spectra were calculated by Fast Fourier Transform (FFT) and integrated into low- (LF: 0.2
to 0.75 Hz) and high-frequency bands (HF: 0.75 to 3.0 Hz). The power of the spectra is
shown in absolute (ms? or mmHg?) and normalized units (nu). As previously described
(Billman, 2011), normalized values were obtained following calculation of the percentage
of LF and HF power apropos of total power of the spectrum minus the power at the very
low-frequency band (VLF: <0.02 Hz). The LF/HF ratio was taken as a sympathovagal

balance index of PI variability (Montano et al., 1994).

Analysis of symbolic dynamics: Symbolic analysis was performed as described previously

(Guzzetti et al., 2005; Porta et al., 2001). Briefly, the range of values of Pl series was
divided into six equally spaced segments and the values were transformed into symbols
(from O to 5), based on the segment they belong. Following, each combination of 3
consecutive symbols were classified into one of the following patterns: 0V, sequences
with no variation, when all three symbols were equal. 1V, sequences with one variation,
when two consecutive symbols were identical and the remnant was different, and 2V,
sequences with two variations, when all the 3 symbols are different. Sequences with 2

variations were additionally classified in 2LV, when the 2 changes are in the same



124

direction (increasing, or decreasing) and 2UV, when the changes are in the opposite
direction. The percentage of patterns OV and 2UV was computed for the whole series
(Guzzetti et al., 2005; Porta et al., 2001). The fundament of variation patterns is based on
different characteristics of autonomic modulation of the heart, i.e. slow modulation of
sympathetic (less variation of Pl intervals in a period of time) and fast modulation of
parasympathetic (more variation of PI in a period of time) (Kollai and Koizumi, 1979;
Pickering and Davies, 1973). Therefore, OV pattern occurrence reflects sympathetic
modulation while 2V pattern reflects vagal modulation (Guzzetti et al., 2005).

In case of systolic AP, only OV was considered and taken as an index of the
sympathetic modulation to arterial vessels.

Statistical analysis

One-way analysis of variance (ANOVA one-way) for repeated measures, followed
by Newman-Kews post hoc was used to compare different frequencies (15, 30, 60 and 90
Hz).

Two-way analysis of variance (ANOVA two-way) adjusted for repeated measures,
followed by Newman-Kews post hoc was used to compare AP and HR between the
normotensive and SHR groups during prolonged (60 min) stimulation of the CS. The PI,
HR, AP and time-frequency domain indices were compared between groups using
analysis of variance for nonparametric data (ANOVA on Ranks). When differences were
found, the data were compared in pairs by Dunn's test. Data are expressed as mean *

standard error of the mean (SEM). The significance level was set at p<0.05.
RESULTS
Electrical impedance of the carotid sinus
A current pulse of 1 mA applied to the CS generated a voltage change within 4.3
and 7.2 V, averaging 5.0 £ 0.4 V. The electrical impedance calculated was 5.0 + 0.4 kQ

for the entire group.

Hemodynamics
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The mean AP was markedly higher in SHR (178 £ 4 mmHg) than in normotensive
Wistar rats (103 + 3 mmHg), while the HR was found similar in both groups (346 + 16 and
369 + 8 bpm in Wistar and SHR, respectively). Figure 1 illustrates recordings of AP and
HR during electrical stimulation of CS in one representative animal of each group (Wistar

and SHR).
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Figure 1. Representative traces showing arterial pressure (upper pannel), and heart rate (HR,
lower pannel) responses to 20 s electrical stimulation (black line: 1 mA, 1 ms and 60 Hz) of the
left carotid sinus in conscious normotensive Wistar rat and spontaneously hypertensive rat
(SHR).

Short-term electrical stimulation of the CS elicited a marked fall in mean AP,
accompanied by a bradycardic response, in both normotensive Wistar and SHR (Figure
2). As shown in figure 2, the magnitude of the hypotensive response to CS stimulation
was higher in SHR at frequencies 30, 60 and 90 Hz. Moreover, a frequency-dependent

pattern for the fall in MAP was observed only in SHR. HR responses to CS stimulation
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were found similar between groups, not exhibiting a frequency-dependent pattern.
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Figure 2: Mean arterial pressure (MAP, upper panel) and heart rate (HR, lower panel)
responses to electrical stimulation (1 mA, 1 ms and 15, 30, 60 or 90 Hz, during 20s) of the left
carotid sinus in conscious normotensive Wistar (left, n=10) and spontaneously hypertensive rats
(SHR, right; n=14). Results expressed as mean + SEM. n = number of rats. * P<0.05 indicates
delta different from zero; ** P<0.05 as compared to 15 Hz; # P<0.05 as compared to 30 Hz.

Prolonged (60 min) stimulation of the CS elicited a sustained fall in mean AP in
both groups during the entire period of stimulation (Figure 3). The SHR showed a greater
hypotensive response to sustained stimulation of the CS (A = -38+9 vs. -15+5 mmHg in
normotensive Wistar rats). No difference in the magnitude of the bradycardic response

was observed during prolonged stimulation of the CS in both groups.
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Figure 3: Mean arterial pressure (MAP, upper pannels) and heart rate (HR, lower pannels)
responses observed during long-last (60 min) electrical stimulation (1 mA, 1 ms, 30 Hz) of the
left carotid sinus in Wistar (left, n = 5) and SHR (right n = 9) conscious rats. Results are
expressed as mean + SEM. n = number of rats. All MAP values are different in comparison to
baseline. No difference was found for HR as compared to baseline. P<0.001.

Heart rate and arterial pressure variability

Table 1 shows HR and AP variability indices calculated from baseline recordings,
and at the end of the prolonged electrical stimulation period. Cardiovascular variability
analysis revealed that stimulation of the CS elicited an increase in the occurrence of 2UV
seqguences in Pl values (symbolic analysis) as well as a reduction in the power of the LF

band of the systolic AP spectrum only in control rats. As shown in Table 1, no other index
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of cardiovascular variability was changed by the stimulation of CS in neither normotensive

Wistar or SHR.

Table 1: Effects of one hour electrical stimulation (1 mA, 1 ms, 30 Hz) of the left carotid sinus on
heart rate and systolic arterial pressure variability in conscious hormotensive Wistar rats and SHR.

Wistar (N = 5) SHR (N =9)

Basal Stimulus Basal Stimulus
Heart Rate Variability
SDNN, ms 6.4+16 54+05 49+06 5.7+0.6
RMSSD, ms 54+05 6.1 +0.9 46+05 6.0+1.0
LF, nu 172+ 4.6 74+14 19+27 18+ 2.2
HF, ms? 7.8+20 95+26 7.7+x1.0 141 +4.2
LF/HF 0.20 £ 0.07 0.08 £0.01 0.26 £ 0.05 0.24 £ 0.04
oV, % 16+2 11+2 18+2 15+1
20V, % 37+3 45+ 4 * 33+2 35+2
Arterial Pressure Variability
SD, mmHg 6.7+0.5 6.0+ 1.4 7.3+0.8 7.8+0.6
LF, mmHg? 3.6+03 0.7+0.1* 6.8+ 1.7 35+0.8
oV, % 36+4 24+3 32+6 29+6

Values are means = SEM. SDNN: standard deviation of RR intervals; RMSSD: root mean square
of successive differences in RR interval; LF, low frequency; HF, high frequency; nu, normalized
units; OV and 2UV: indices calculated by symbolic analysis; Basal: five minutes of basal period;
Stimulus: five minutes at the end of stimulation period. *P<0.05 as compared with basal.

DISCUSSION

Since the electrical stimulation of the CS provides a novel approach to assessing
the role of neural mechanisms in cardiovascular regulation (Hildebrandt et al., 2014) and
it has also been considered a potential therapy for pathological conditions such as
refractory hypertension (Fallick et al., 2011; Georgakopoulos et al., 2011) and heart failure
(Alnima et al., 2012a; DiBona, 2013; Doumas et al., 2014), we highlight the importance of

the knowledge of this maneuver in rats in view of the translational role of this procedure.
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Several studies have been conducted to assess the effects of peripheral nerve
stimulation as a treatment for diverse health conditions, in particular for those that no other
therapy is available or conventional treatments are not entirely functional (Slavin, 2015).
The electrical stimulation of the vagus nerve, for example, has been employed as a
treatment for depression (Kennedy and Giacobbe, 2007), migraine (Mauskop, 2005),
epilepsy (“A randomized controlled trial of chronic vagus nerve stimulation for treatment
of medically intractable seizures. The Vagus Nerve Stimulation Study Group,” 1995),
chronic heart failure (De Ferrari et al., 2011), morbid obesity (Ikramuddin et al., 2014),
inflammation (Pavlov and Tracey, 2006), among others. The electrical stimulation of other
peripheral nerves has been also employed successfully: occipital nerve stimulation as a
treatment for migraine (Popeney and Al6, 2003), hypoglossal nerve stimulation as a
treatment for obstructive sleep apnea (Eastwood et al., 2011) and carotid sinus stimulation
as a alternative treatment for resistant hypertension (Ingrid J M Scheffers et al., 2010).

For the best of our knowledge, the earliest employment of peripheral nerve
stimulation was in 1962, when the mandibular division of the trigeminal nerve of patients
was implanted with platinum electrodes connected to a radio-frequency powered device
(Shelden, 1966). Following the study from Shelden, advances into the technology field
allowed fully implantable devices to be designed (Racz et al., 1988), dispensing the need
of having an external coil attached to the skin to operate, as usual for radiofrequency
powered devices. Later, multipolar paddle leads were added to implantable devices, and
the possibility of programming the device through the skin (i.e. telemetry technology)
(Strege et al., 1994).

Although electrical stimulation of baroreceptor afferent pathways is not a new
approach in either experimental animals (Hildebrandt et al., 2014; Lohmeier et al., 2005;
Zannad et al., 2015) or humans (Alnima et al., 2013; Filippone and Bisognano, 2007,
Gassler et al., 2012; lllig et al., 2006; Ingrid J. M. Scheffers et al., 2010; Schmidli et al.,
2007; Tordoir et al.,, 2007), most of the studies employed electrical stimulation with
constant voltage to the CS or aortic depressor nerve. Our results revealed that the
impedance of the CS, chronically instrumented with a pair of electrodes, varies markedly
from one rat to another.

The effects of therapies based on electrical stimulation of peripheral nerves rely on
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the generation of action potentials by nerves in response to the flow of electrical current
(Slavin, 2015). There is a unique relationship between current and recruited fibers, as well
as the choice of stimulation parameters and success of electrical stimulation. The distance
between the electrode and the nerve fibers affects the threshold stimulation current
necessary to depolarize the fiber and generate an action potential (Mcintyre et al., 2002;
Slavin, 2015). It was shown that when the distance varies from 4,000 to 8,000 um,
between the electrodes and the nerve, the electrical current necessary for the same extent
of nerve stimulation is nearly five times higher.

Despite all the recent advances in the electronic field and development of highly
programmable neurostimulators, which allows a substantial range of stimulation settings,
the basis for choosing stimulation parameters needs to be amended (Slavin, 2015).
Usually, stimulation protocols include the electrical current (mA), frequency (Hz), pulse
width (ps), “on” and “off” periods (seconds or minutes) (Holder et al., 1992). Since the
resistance (impedance) of tissues may vary, the use of constant current settings, instead
of constant voltage, contributes to better standardization of stimulation intensity across
subjects within the study and across studies. Nevertheless, the use of constant current
stimulation relies on the need for enough electrical tension to maintain the required current
(Luan and Constandinou, 2014). Therefore, the choice of parameters should take into
account the purpose of the therapy and its longevity prospect. Considering that the
depolarization of CS is mainly determined by the electrical current applied to it, the
electrical stimulation of this structure at a fixed voltage may lead to marked different levels
of baroreflex activation. In other words, we do believe that the employment of electrical
stimulation with fixed current contribute to more consistent (uniform) activation of the CS
among chronically instrumented rats.

The fall in AP elicited by the stimulation of the CS was more pronounced in SHR,
regardless the duration of the stimuli (20 s or 60 min). This finding is in line with a previous
observation from our laboratory showing that the hypotensive response to electrical
stimulation of the aortic nerve (aortic baroreceptors pathway) is higher in SHR as
compared to normotensive Wistar rats (Salgado et al., 2007).

The magnitude of the hypotensive response to CS stimulation followed a frequency
dependent pattern in SHR but not in Wistar rats. HR did not fall in a frequency dependent
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pattern in either strain of rats studied. Previous studies from our laboratory (De Paula et
al., 1999; Salgado et al., 2007) showed that stimulation of the aortic depressor nerve in
conscious rats induced a frequency dependent hypotension and bradycardia.

According to a number of studies, continuous electrical stimulation might disturb
the function of peripheral or central components of the baroreflex causing a condition
resembling baroreflex failure (Heusser et al., 2005; Robertson et al., 1993). However,
stimulation of CS did not impair baroreflex function, as judged by different methods
(Heusser et al.,, 2010). Moreover, a study in patients with resistant hypertension
demonstrated that the voltage-dependent reduction of AP was preserved after at least
one year of continuous electrical stimulation of the CS (Alnima et al., 2012b).

In addition to the fall in AP and HR, it is known that electrical stimulation of carotid
baroreceptors evokes coordinated reduction in sympathetic outflow to the heart,
vasculature and kidneys (Esler et al., 2010; Lohmeier and lliescu, 2015), as well as
increases of cardiac parasympathetic activity (de Leeuw et al., 2015; Heusser et al., 2010;
Madershahian et al., 2014). Our study is innovative because, to our knowledge, there is
no data showing consensus in the parameters, such as frequency and electrical current

or voltage, chosen for the application of CS electrical stimulation approaches.

Cardiovascular variability response

We evaluated the Pl and systolic pressure variability in time and frequency
domains, as well as by nonlinear approaches, before and at the end of prolonged
stimulation of CS. In normotensive rats, only the percentage of 2UV patterns in Pl series
and the power of the LF band of the AP spectra were affected by stimulation of CS. Studies
conducted in humans with resistant hypertension showed that electrical stimulation of CS
altered HRV assessed in frequency domain, indicating cardiovascular changes consistent
with inhibition of sympathetic and increase of parasympathetic modulation (Heusser et al.,
2010; Wustmann et al., 2009). In this context, it is important to mention that, spectral
analysis of HRV and also percentage of OV patterns from symbolic analysis showed a
marked tendency (p<0.1) to changes, suggesting that stimulation of CS cause reduction
of sympathetic and increase parasympathetic cardiac modulation (Table 1). The absence
of significant differences in SHR might be explained by a concomitant stimulation of
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carotid chemoreceptors during CS electrical stimulation, which may have caused an
opposite effect (increase in sympathetic activity) to the baroreceptor stimulation (Heusser
et al., 2010). Moreover, the deactivation of aortic and contralateral carotid baroreceptors
during the marked fall in AP, particularly in SHR, might attenuate the change in

sympathovagal balance during stimulatin of CS.

CONCLUSION

In conclusion, electrical stimulation of CS produced a hypotensive and
bradycardic response in both, normotensive rats and SHR. Nevertheless, SHR showed a
markedly more pronounced hypertension. The magnitude of the hypotension was affected
by the frequency of stimulation only in SHR. Moreover, long-term continuous CS
stimulation promotes a decrease in the power of LF band of AP spectra of Wistar rats.
These findings suggest that the electrical stimulation of CS was able to elicit inhibition of
sympathetic modulation in normotensive rats. Finally, our results clearly show a
therapeutic potential of electrical stimulation of baroreceptors pathway in the treatment of

hypertension.
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Tabela 1 — Valores individuais da resisténcia elétrica (V) do seio carotideo de ratos

normotensas Wistar, mensurada ao longo de 10 dias.

VOLTAGEM AO LONGO DOS DIAS

RATO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 56 51 51 73 72 84 176 80 7.6
5 36 28 25 36 38 38 36 38 3.8
3 39 37 31 39 36 38 38 38 3.6
4 34 25 24 28 30 31 30 31 3.4
5 43 42 42 45 38 49 49 48 4.9
6 28 32 28 28 30 33 35 36
7 62 82 86 77 67 69 60 6.8 6.0
8 47 46 45 48 48 54 50 50 50
9 37 38 33 48 43 47 50 48 52
10 42 36 36 43 42 48 48 48 54
11 34 44 38 44 38 42 40 40 40
12 5.3 53 52 52 54 42
13 5.7 60 64 62 71 78 76 67 84
14 4.2 45 44 42 52 48 40 41 35
Média 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5
0 0 1 0 0 1 0 0 0 1

EPM
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Tabela 2 - Valores individuais da resposta hipotensora (mmHg) produzida pela

estimulacao elétrica do seio carotideo em animais normotensos Wistar, com frequéncias

de 15 a 90 Hz em ratos acordados.

Hertz

RATO 15 30 60 90
1 -18 -37 -22 -32
2 -12 -26 -32 -31
3 -20 -28 -20 -46
4 -18 -13 -21 -17
5 -7 -14 -12 -19
6 -31 -35 -36 -23
7 -30 -20 -42 -53
8 -26 -41 -30 -34
9 -34 -24 -28 -11
10 4 -14 6 16
Média -19 -25 -25 -28
EPM 4 3 3 4
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Tabela 3 - Valores individuais da resposta bradicardica (bpm) produzida pela
estimulacao elétrica do seio carotideo em animais normotensos Wistar, com frequéncias

de 15 a 90 Hz em ratos acordados.

Hertz

RATO 15 30 60 90
1 -2 -11 -6 -3
2 -9 -11 -10 -20
3 -19 -38 -61 -59
4 -3 -3 -9 -11
5 -36 -5 -10 -17
6 91 -82 -134 -48
7 -31 -21 -42 -92
8 -13 -13 -15 -31
9 0 -6 -24 -47
10 1 -35 -18 -107
Média -20 -23 -33 -44

EPM 9 8 12 11
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Tabela 4 - Valores individuais da resposta hipotensora (mmHg) produzida pela
estimulacao elétrica do seio carotideo em animais SHR, com frequéncias de 15 a 90 Hz

em ratos acordados.

Hertz
RATO 15 30 60 90
1 10 0 -52 -54
2 -23 -30 -23 -37
3 9 -15 -37 -46
4 -35 -55 -51 -78
5 -11 -27 -44 -34
6 -9 -19 -27 -35
7 -10 -21 -18 -51
8 -13 -57 -48 -48
9 -14 24 -37 61
10 -29 -30 -52 -45
11 -39 -64 -27 -20
12 -21 -38 -64 -55
13 -14 -57 -66 -58
14 -20 -38 -45 -52
Média -16 -34 -42 -48

EPM 4 5 4 4
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Tabela 5 — Valores individuais da resposta bradicardica (bpm) produzida pela
estimulacao elétrica do seio carotideo em animais SHR, com frequéncias de 15 a 90 Hz

em ratos acordados.

Hertz

RATO 15 30 60 90
1 -66 -97 -218 -190
2 12 34 19 33
3 6 -3 -15 -34
4 -10 -14 -23 -6
5 -15 -25 -27 -34
6 -4 4 -7 -3
7 -24 -34 -38 -37
8 -26 -42 -31 -44
9 -5 -14 -2 -40
10 1 -45 -56 -49
11 -57 -61 -24 -38
12 -15 -26 -79 -48
13 -4 -10 -43 -47
14 -35 -39 -65 -55
Média -17 -27 -44 -42

EPM 6 8 15 13
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Tabela 6 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta frequiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?), poténcia relativa (%) dos
espectros em cada banda de frequéncia e a razao LF/HF e analise simbolica do intervalo
de pulso de animais wistar antes de 60 min de estimulacdo elétrica continua do seio

carotideo.

RATO SDNN RMSSD  LF(nu)  HF(abs) LFHF OV% 2UV%6

1 43 51 8 8.0 0.09 7 44
2 5.4 6.5 18 11.2 0.12 10 40
3 12.8 7.0 27 13.6 0.32 57 57
4 7.0 4.3 29 3.8 0.41 23 33
5 26 3.9 4 2.2 0.04 12 40
Média 6.4 54 17.2 7.8 0.20 16 37
EPM 16 05 4.6 2.0 0.07 4 3
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Tabela 7 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta frequiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?), poténcia relativa (%)
dos espectros em cada banda de frequiéncia e a razado LF/HF e andlise simbdlica do
intervalo de pulso de animais wistar durante 60 min de estimulagéo elétrica continua do

seio carotideo.

RATO SDNN RMSSD  LF(nu)  HF(abs) LFHF OV%  2UV%6
1 12.8 8.4 9 16.9 0.11 8 51
2 5.9 75 12 11.4 0.12 8 -
3 8.6 7.2 6 13.3 0.07 13 33
4 6.0 4.2 6 3.3 0.09 17 27
5 3.4 3.2 3 2.4 0.03 9 46
Média 7.3 6.1 7.4 9.5 0.08 11 A5
EPM 1.5 0.9 1.4 2.6 0.01 5 4
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Tabela 8 - Valores individuais do SD (mmHg) e LF (mmHg) e analise simbdlica da
pressdo arterial sistolica de animais wistar antes de 60 min de estimulacdo elétrica

continua do seio carotideo.

RATO SD LF 0V%
1 5.7 3.2 29
2 6.4 2.5 24
3 5.9 3.8 38
4 8.5 4.1 43
5 7.2 4.4 49
Média 6.7 3.6 36

EPM 0.5 0.3 4
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Tabela 9 - Valores individuais do SD (mmHg) e LF (mmHg) e analise simbdlica da

pressdo arterial sistdlica de animais wistar durante 60 min de estimulacdo elétrica

continua do seio carotideo.

RATO SD LF 0V%
1 11.4 0.6 22
2 6.9 0.7 23
3 4.8 0.5 37
4 28 1.0 17
5 4.3 0.8 21
Média 6.0 0.7 24
EPM 1.4 0.1 3
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Tabela 10 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta frequiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?), poténcia relativa (%) dos
espectros em cada banda de frequéncia e a razao LF/HF e analise simbdlica do intervalo
de pulso de animais SHR antes de 60 min de estimulacédo elétrica continua do seio

carotideo.

RATO SDNN RMSSD  LF(nu)  HF(abs) LFHF OV%  2UV%6

1 6.1 5.5
2 6.8 6.3 14 8.0 0.17 17 36
3 29 26 23 10.4 0.29 28 29
4 50 41 11 1.7 0.13 9 43
5 4.7 5.9 25 4.0 0.34 23 34
6 4.4 4.6 13 7.9 0.15 15 40
7 7.4 6.1 14 8.4 0.17 16 29
8 5.6 5.0 37 11.1 0.66 21 32
9 2.3 1.6 15 10.3 0.19 13 25
Media 4.9 46 19.0 7.7 0.26 18 33

EPM 0.5 0.5 2.7 1.0 0.05 2 2
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Tabela 11 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta frequiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?), poténcia relativa (%) dos
espectros em cada banda de freqiéncia e a razao LF/HF e analise simbdlica do intervalo
de pulso de animais SHR durante 60 min de estimulacédo elétrica continua do seio

carotideo.

RATO SDNN RMSSD  LF(nu)  HF(abs) LFHF OV%  2UV%6

1 9.6 13.7
2 7.2 7.0 15.0 45.7 0.18 9 51
3 4.7 4.7 25.5 12.2 0.36 22 33
4 7.2 6.1 28.0 7.7 0.40 18 30
S 6.0 6.9 20.5 9.0 0.27 18 38
6 5.2 5.9 6.5 21.2 0.07 17 33
7 3.9 3.7 16.5 9.3 0.21 17 36
8 3.7 3.2 25 4.2 0.34 17 32
9 3.8 2.7 12 3.9 0.14 11 28
Media 5.7 6.0 18.5 14.1 0.24 16 35

epv 0.6 10 2.2 4.2 004 1 2
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Tabela 12 - Valores individuais do SD (mmHg) e LF (mmHg) e analise simbdlica da
pressdo arterial sistolica de animais SHR antes de 60 min de estimulacdo elétrica

continua do seio carotideo.

RATO SD LF 0V%
1 5.6 63
2 11.8 2.1 62
3 4.5 2.2 14
4 0.8 0.9 37
5 7.0 16.8 23
6 8.2 13.7 36
7 7.5 7.9 39
8 7.3 4.7 8
9 3.7 6.2 8
Média 7.3 6.8 32

EPM 0.8 1.7 6
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Tabela 13 - Valores individuais do SD (mmHg) e LF (mmHg) e analise simbdlica da
pressao arterial sistdlica de animais SHR durante 60 min de estimulacao elétrica continua

do seio carotideo.

RATO SD LF 0V%
1 6.1 a7
2 8.0 1.3 52
3 6.6 2.1 11
4 9.5 5.3 25
5 7.7 5.3 34
6 6.6 6.1 31
7 5.1 2.0 11
8 8.0 1.4 7
9 5.0 5.4 25
Média 7.0 3.6 27

EPM 0.4 0.6 5
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Tabela 14 — Valores individuais da resposta sobre a pressao arterial média (mmHg)

produzida pela estimulacéo elétrica do seio carotideo em animais SHR, ao longo de 48

horas de estimulacéo.

RATO Basal 24h 48h / off
1 157 138 121
2 162 122 159
3 191 145 166
4 191 165 170
3) 168 126 137
6 173 157 143
7 191 137 161
8 150 127 139
9 173 140 150
10 5 5 5
Média 157 138 121
EPM 162 122 159
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Tabela 15 - Valores individuais da resposta sobre frequéncia cardiaca (bpm) produzida

pela estimulacéo elétrica do seio carotideo em animais SHR, ao longo de 48 horas de

estimulacao.
RATO Basal 24h 48h / off
1 338 308 322
2 345 242 390
3 339 349 381
4 386 408 344
5 449 282 296
6 479 369 428
7 374 305 345
8 366 331 373
9 385 324 360
10 16 16 13
Média 338 308 322

EPM 345 242 390
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Tabela 16 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta frequiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?), poténcia relativa (%) dos
espectros em cada banda de frequéncia e a razdo LF/HF e analise simbdlica em
porcentagem de variacdo (0V, 1V, 2LV e 2UV) do intervalo de pulso de animais SHR

antes da estimulacao elétrica do seio carotideo (48h).

RATO SDNN RMSSD LF(abs) HF(abs) LF(nu) HF(nu) LF/HF OV 1V 2LV 2UV

1 4.7 2.3 26 51 5 17
2 4.9 2.1 1.19 2.49 32.0 68.0 32 48 5 15
3 4.0 2.7 2.43 5.69 31.0 69.0 052 10 54 13 23
4 3.3 1.9 0.99 151 38.0 62.0 066 21 49 9 21
5 4.9 2.0 0.82 2.65 23.0 77.0 032 38 42 2 17
6 3.6 3.9 0.77 1.16 37.0 63.0 0.73 9 27 2 62
7 59 4.1 1.16 2.00 38.0 62.0 0.68 17 47 7 29
8 6.0 3.0 0.58 1.81 25.0 75.0 041 30 35 2 33
9 5.6 1.6 0.84 2.90 22.0 78.0 0.31 40 42 3 15
Média 4.8 2.6 11 2.5 30.8 69.3 0.5 25 44 6 26

EPM 0.3 0.3 0.2 0.5 2.5 2.5 0.1 38 28 12 50
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Tabela 17 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta frequiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?), poténcia relativa (%) dos
espectros em cada banda de frequéncia e a razdo LF/HF e analise simbdlica em
porcentagem de variacdo (0V, 1V, 2LV e 2UV) do intervalo de pulso de animais SHR

apos a estimulacao elétrica do seio carotideo (48h).

RATO SDNN RMSSD LF(abs) HF(abs) LF(nu) HF(hu) LF/HF OV 1V 2LV 2UV

1 5.0 1.9 0.38 1.52 19.00 81.00 024 36 46 2 16
2 7.0 3.0 1.14 1.79 36.00 64.00 062 14 49 9 28
3 1.9 15 0.75 1.59 30.00 70.00 047 16 39 9 36
4 3.2 2.0 0.68 3.18 17.00 83.00 023 21 48 9 22
5 6.1 2.7 0.04 0.39 10.00 90.00 0.12 30 45 4 21
6 4.1 3.6 121 2.06 34.00 66.00 059 19 47 6 28
7 3.5 2.7 1.86 4.15 29.00 71.00 0.44 15 47 8 29
8 6.1 3.4 153 2.80 28.00 72.00 050 22 44 5 29
9 6.0 2.3 2.18 3.57 33.00 67.00 060 32 45 3 20
Média 4.8 2.6 11 2.3 26 74 0.4 23 46 6 26
EPM 0.6 0.2 0.2 0.4 3.0 3.0 0.1 26 09 08 20
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Tabela 18 - Valores individuais do SD (mmHg) e LF (mmHg) da presséo arterial sistolica

de animais SHR antes da estimulacéo elétrica do seio carotideo (48h).

RATO SD LF
1 8.5

2 6.9 4.88
3 7.0 4.74
4 9.2 4.80
5 8.8 16.35
6 4.2 11.92
7 6.3 10.42
8 8.6 9.52
9 7.9 0.88
Média 7.5 7.9
EPM 0.5 1.9




157

Tabela 19 - Valores individuais do SD (mmHg) e LF (mmHg) da poténcia da banda de

baixa (LF) da presséo arterial sistolica de animais SHR apds a estimulacéo elétrica do

seio carotideo (48h).

RATO SD LF
1 8.0
2 6.8 6.81
3 7.0 12.00
4 6.9 10.86
5 8.9 4.57
5 4.6 3.20
7 6.6 23.37
8 9.0 0.85
9 7.4 1.06
Média 7.3 7.8
0.4 2.8

EPM
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Tabela 20 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta freqiiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?) e andlise simbdlica em
porcentagem de variacdo (OV e 2V) do intervalo de pulso de animais hipertensos L-NAME

antes da estimulacao elétrica do seio carotideo (48h).

RATO SDNN RMSSD LF (abs) HF (abs) )Y, 2V
1 2.4 1.0 0.3 0.5 36 25
2 10.0 4.4 0.3 35 34 34
3 2.3 1.5 0.2 0.6 19 40
4 6.1 4.2 0.8 4.1 23 37
5 2.9 3.2 0.3 2.0 19 33
6 3.7 2.6 0.4 2.2 22 32
7 4.9 3.2 1.0 3.1 20 34
8 3.4 2.1 0.4 1.2 24 35
9 5.0 3.3 0.4 2.1 22 32
Média 4.5 2.8 0.4 2.1 24.3 33.6
0.8 0.4 0.1 0.4 2.0 1.3

EPM
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Tabela 21 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta freqiiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?) e andlise simbdlica em
porcentagem de variacdo (OV e 2V) do intervalo de pulso de animais hipertensos L-NAME

apos a estimulacao elétrica do seio carotideo (48h).

RATO SDNN RMSSD LF (abs) HF (abs) )Y, 2V
1 2.7 2.1 0.1 1.5 17 50
2 8.1 5.7 1.0 7.9 10 31
3 1.4 0.9 0.1 0.3 13 42
4 8.0 4.7 1.1 6.1 19 43
5 4.4 3.4 0.2 3.4 12 42
6 4.4 3.2 0.3 2.1 14 43
7 6.1 4.1 1.0 4.9 15 45
8 4.1 3.6 0.2 25 15 32
9 6.0 3.9 0.4 3.2 27 40
Média 5.0 35 0.5 3.5 15.9 40.9

EPM 0.7 0.5 0.1 0.8 1.5 1.9
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Tabela 22 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta freqiiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?) e andlise simbdlica em
porcentagem de variacdo (OV e 2V) do intervalo de pulso do grupo controle de animais
hipertensos L-NAME antes do periodo que corresponderia a estimulacao elétrica do seio

carotideo (48h).

RATO SDNN RMSSD LF (abs) HF (abs) ov 2V
1 5.9 3.3 0.8 2.3 31 36
2 5.7 3.8 0.7 3.4 21 23
3 6.3 2.7 1.1 2.4 29 20
4 5.2 2.3 0.3 1.3 35 41
5 4.6 3.7 0.9 3.9 20 36
6 2.9 2.9 0.3 1.9 17 39
7 4.9 3.1 0.4 1.8 22 32
. 5.1 3.1 0.6 24 25.0 32.3
Média
0.4 0.2 0.1 03 2.4 2.7

EPM
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Tabela 23 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta freqiiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?) e andlise simbdlica em
porcentagem de variacdo (OV e 2V) do intervalo de pulso do grupo controle de animais
hipertensos L-NAME apdés o periodo que corresponderia a estimulacéo elétrica do seio

carotideo (48h).

RATO SDNN RMSSD LF (abs) HF (abs) oV 2V
1 6.2 4.3 0.8 5.5 14 36
2 10.1 6.1 2.7 7.8 19 40
3 8.0 5.4 1.1 8.0 17 26
4 8.2 35 0.7 2.7 33 51
5 4.8 4.2 0.4 4.4 12 37
6 11.1 6.3 1.6 10.0 19 43
7 5.0 2.8 0.3 1.7 18 39
Média 7.6 4.7 11 S.7 18.9 38.9

EPM 0.9 0.5 0.3 11 2.3 2.7
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Tabela 24 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta freqiiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?) e andlise simbdlica em
porcentagem de variacdo (OV e 2V) do intervalo de pulso do grupo sham de animais
hipertensos L-NAME antes do periodo que corresponderia a estimulacao elétrica do seio

carotideo (48h).

RATO SDNN RMSSD LF (abs) HF (abs) oV 2V
1 5.0 4.3 0.34 4.62 12 o1
2 7.5 7.6 1.15 3.8 19 44
3 5.2 4.9 0.57 6.26 16 63
4 9.2 10.4 2.52 6.7 11 37
5 7.7 5.1 1.87 6.65 20 42
6 4.6 2.8 0.41 1.96 17 47

6.5 5.8 1.1 5.0 16.0 47.1
Média

0.8 1.1 0.4 0.8 15 3.6

EPM
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Tabela 25 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta freqiiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?) e andlise simbdlica em
porcentagem de variacdo (OV e 2V) do intervalo de pulso do grupo sham de animais
hipertensos L-NAME apdés o periodo que corresponderia a estimulacéo elétrica do seio

carotideo (48h).

RATO SDNN RMSSD LF (abs) HF (abs) oV 2V
1 4.7 2.3 0.81 1.57 24 48
2 5.1 4.1 0.36 4.56 12 55
3 3.6 4.0 0.37 2.6 11 49
4 6.5 4.6 1.09 4.14 16 32
5 6.3 3.1 0.93 2.15 26 52
6 6.8 5.8 0.55 8.36 9 44
Média 5.5 4.0 0.7 3.9 16.4 46.6
05 05 0.1 1.0 3.0 3.2

EPM
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Tabela 26 — Valores individuais da resposta sobre a pressao arterial média (mmHg)

produzida pela estimulacdo elétrica do seio carotideo em animais hipertensos L-NAME,

antes e apos 48 horas de estimulacao.

RATO Antes Apos
1 186.6 160.0
2 181.8 144.2
3 180.2 179.3
4 162.9 173.1
S 165.9 173.2
6 165.8 137.6
7 168.6 173.2
8 208.9 170.1
9 173.6 133.0
10 182.6 170.7
11 186.6 161.4
Média 177.7 53
EPM 4.3

160.0
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Tabela 27 — Valores individuais da resposta sobre a frequéncia cardiaca (bpm) produzida
pela estimulacdo elétrica do seio carotideo em animais hipertensos L-NAME, antes e

apos 48 horas de estimulacao.

RATO Antes Apos
1 460 454
2 395 388
3 483 498
4 406 428
5 401 350
6 395 411
7 493 435
8 408 353
9 325 391
10 447 445
11 363 390
Média 433 414

EPM 14 16
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Tabela 28 — Valores individuais da resposta sobre a pressao arterial média (mmHg) do

grupo controle da estimulacdo elétrica do seio carotideo em animais hipertensos L-

NAME, do periodo que corresponderia a antes e apos 48 horas de estimulacéo.

RATO Antes ApoOs
1 185.0 159.0
2 149.0 175.8
3 166.4 181.8
4 156.6 135.7
S 165.0 176.9
6 134.1 150.3
7 162.8 154.6
Média 168.1 151.4
EPM 160.9 160.7
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Tabela 29 — Valores individuais da resposta sobre a frequéncia cardiaca (bpm) do grupo

controle da estimulacéo elétrica do seio carotideo em animais hipertensos L-NAME, do

periodo que corresponderia a antes e apds 48 horas de estimulacao.

RATO Antes Apos
1 412 377
? 362 362
3 361 385
4 361 338
S 362 376
6 382 299
7 425 441
Méedia 380 368
EPM 10 16
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Tabela 30 — Valores individuais da resposta sobre a pressao arterial média (mmHg) do

grupo sham da estimulacéo elétrica do seio carotideo em animais hipertensos L-NAME,

do periodo que corresponderia a antes e apos 48 horas de estimulacao.

RATO Antes ApoOs
1 181.5 179.2
2 159.5 177.3
3 153.0 136.3
4 166.3 175.0
S 167.4 160.6
6 147.8 133.5
Méedia 162.6 160.3
EPM 4.9 8.5
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Tabela 31 — Valores individuais da resposta sobre a frequéncia cardiaca (bpm) do grupo
sham da estimulacédo elétrica do seio carotideo em animais hipertensos L-NAME, do

periodo que corresponderia a antes e apds 48 horas de estimulacao.

RATO Antes ApoOs
1 343 479
2 346 465
3 341 446
4 314 430
5 344 415
6 366 372
Média 342 434.6

EPM 6 15.7
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Tabela 32 - Valores individuais do SDNN, RMSSD, das poténcias das bandas de baixa
(LF) e alta frequiéncia (HF) em unidades absolutas (ABS — ms?), poténcia relativa (%) dos
espectros em cada banda de frequéncia e a razao LF/HF e analise simbolica do intervalo
de pulso de animais wistar antes de 60 min de estimulacdo elétrica continua do seio

carotideo.

RATO SDNN RMSSD  LF(nu)  HF(abs) LFHF OV% 2UV%6

1 43 51 8 8.0 0.09 7 44
2 5.4 6.5 18 11.2 0.12 10 40
3 12.8 7.0 27 13.6 0.32 57 57
4 7.0 4.3 29 3.8 0.41 23 33
5 26 3.9 4 2.2 0.04 12 40
Média 6.4 54 17.2 7.8 0.20 16 37
EPM 16 05 4.6 2.0 0.07 4 3




