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RESUMO

PERIM, R. R. Efeitos do pré-condicionamento a hipdxia sobre as alteragdes
cardiovasculares e respiratorias promovidas por diferentes modelos de hipertenséo
experimental em ratos. 2015. 163 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Ratos jovens submetidos a hipdxia crénica intermitente (HCI) por um periodo
de 10 dias apresentam hipertensdo arterial e alteracdes no padrdo de acoplamento das
atividades simpatica e respiratoria. A exposicdo a HCI promove aumento da atividade
simpética na fase expiratoria final, mas o pico de atividade observado no final da
inspiragdo/pos-inspiracdo também permanece. Estudos do nosso laboratorio realizados
em animais acordados mostraram por meio da analise espectral e do bloqueio
ganglionar gque a atividade simpatica total esta aumentada apds um protocolo de 10 dias
de HCI, caracterizando esse como sendo um modelo de hipertensdo neurogénica. Em
outros estudos voltados para verificar a reversibilidade da hipertenséo arterial apos o
encerramento do protocolo de HCI, foi demonstrado que a pressdo arterial desses
animais se normaliza dentro de 15 dias em condicdo de normdxia. No entanto, estudos
anteriores do nosso laboratdrio mostraram que a transmissdo sinaptica no nucleo do
trato solitario permanece alterada mesmo apds duas semanas de recuperacdo do
protocolo de HCI. Sendo assim um dos objetivos desse trabalho foi avaliar as respostas
cardiovasculares e respiratdrias de ratos submetidos a um novo protocolo de HCI depois
de 15 dias do encerramento do primeiro protocolo. Adicionalmente, avaliamos se as

respostas cardiovasculares e respiratorias induzidas pela HCI seriam ou ndo

influenciadas pelo pré-condicionamento com hipdxia mantida (HM).



Assim como na HCI, nos modelos de hipertensdo neurogénica a principal causa
associada ao aumento de pressdo arterial € a hiperatividade simpatica. Dentre esses
modelos, podemos destacar a hipertensdo renovascular 1 rim, 1 clipe (1R, 1C) e os ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Nesse contexto, avaliamos também se a pré-
exposicdo & HCI poderia influenciar as respostas cardiovasculares e respiratorias
observadas nesses 2 modelos de hipertenséo.

Os resultados mostraram que o pré-condicionamento com HCI ou com HM néo
alterou as respostas cardiovasculares promovidas por uma subsequente exposicdo a
HCI. Por outro lado, o nivel de hipertensdo promovido pelo modelo 1R, 1C foi
significativamente menor em animais pré-condicionados com HCI, via inibicdo do
tdnus simpatico vascular. O procedimento de desnervacéo renal praticamente eliminou
0 aumento de pressdo arterial associado ao modelo 1R, 1C. Adicionalmente, apds a
remocdo bilateral do corpusculo carotideo, o nivel de hipertensdo decorrente do modelo
1R, 1C foi 0 mesmo, independente do pré-condicionamento com HCI. Por outro lado, o
pré-condicionamento com HCI néo alterou o desenvolvimento da hipertensao arterial de

ratos SHR.

Palavras chaves: Hipdxia Crbnica intermitente, Pré-condicionamento, Modelos de

hipertensdo, Atividade simpatica, Pressao arterial.



ABSTRACT

PERIM, R. R. Effects of preconditioning to hypoxia upon cardiovascular and
respiratory alterations produced by different experimental models of hypertension
in rats. 2015. 163 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Juvenile rats submitted to chronic intermittent hypoxia (CIH) during 10 days
present hypertension and alterations in the sympathetic and respiratory coupling.
Exposure to CIH produces sympathetic overactivity in the late expiratory phase,
whereas the peak of activity observed at the end of inspiration/post-inspiration was also
maintained. Studies from our laboratory performed in awake animals, using spectral
analyses and ganglionic blockade showed that the total sympathetic activity is increased
after CIH protocol, characterizing this as a neurogenic model of hypertension. Other
studies, designed to verify the reversibility of hypertension at the end of the CIH
protocol, showed that the arterial pressure normalizes within 15 days in normoxic
conditions. Nevertheless, previous studies from our laboratory showed that the synaptic
transmission in the nucleus of the solitary tract continues altered even after two weeks
of recovery from the CIH protocol. Thus, one of our goals was to evaluate the
cardiovascular and respiratory responses in rats submitted to a new CIH protocol 15
days after the first protocol. Additionally, we evaluated whether or not the
cardiovascular and respiratory responses induced by CIH would be influenced by
preconditioning with sustained hypoxia (SH).

As in CIH, in other models of hypertension the main cause associated with the
rise of arterial pressure relies on the sympathetic overactivity. Among those models are

the renovascular hypertension 1 Kidney, 1 clip (1K, 1C) and the spontaneous



hypertensive rats (SHR). In this sense, another goal of this study was to evaluate
whether a previous exposure to CIH could affect the cardiovascular and respiratory
responses produced by the 1K, 1C and the SHR model.

Our results are showing that preconditioning with either CIH or SH did not alter
the cardiovascular response produced by a subsequent exposure to CIH. On the other
side, the level of hypertension promoted by 1K, 1C was significantly reduced in CIH
preconditioned rats, via inhibition of the vascular sympathetic tone. The procedure of
renal denervation practically eliminated the rise in arterial pressure associated with 1K,
1C. Additionally, after bilateral carotid body removal, the level of hypertension
observed in 1K, 1C rats was the same, regardless CIH preconditioning. However,

preconditioning with CIH did not affect the development of hypertension in SHR.

Key words: Chronic intermittent hypoxia, Preconditioning, Hypertension models,

Sympathetic activity, Arterial pressure.
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A apneia obstrutiva do sono (AOS) foi foco de varios estudos nos Gltimos anos
(Baby et al., 2011; Kasai and Bradley, 2011; Ludka et al., 2011; Pronzato, 2010;
Randby et al., 2012). Estima-se que na populacdo adulta aproximadamente 25% dos
homens e 10% das mulheres tém AOS (Peppard et al., 2013; Young et al., 1993). Essa
doenca é caracterizada pela interrupcdo repetida dos ciclos respiratorios durante o sono,
com duracdo de pelo menos dez segundos, devido a ocluséo total ou parcial das vias
aéreas superiores (Somers et al., 2008). A hipdxia resultante leva a ativacdo dos
quimiorreceptores periféricos, 0 que promove uma serie de ajustes cardiovasculares,
respiratorios e o despertar do sono. Esses ajustes visam manter os niveis arteriais de
oxigénio e reestabelecer o ritmo respiratorio (Guilleminault, 1987; Lurie, 2011). A
polissonografia durante a noite em um laboratorio especializado nos permite avaliar,
concomitantemente, variaveis respiratorias, caracteristicas do sono e saturacdo arterial
de oxigénio. Esse método é considerado como padrdo ouro para diagnosticar individuos
com AOS (Jordan et al., 2014).

A AOS esta associada com importantes disfuncdes cardiovasculares, como
hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca e arritmias cardiacas (Ari et al., 2011;
Dempsey et al., 2010). Estima-se que 1 em cada 5 adultos apresente um grau leve,
enquanto que 1 em cada 15 adultos ja tenha desenvolvido pelo menos niveis moderados
da doenca (Young et al., 2002). Adicionalmente, cerca de 50% dos individuos com
AOS também apresentam niveis elevados de pressdo arterial, e por conta disso é
considerada a causa mais comum de hipertensdo arterial secundaria (Pedrosa et al.,
2011).

Diversos fatores de risco podem contribuir para o desenvolvimento da AOS,

como fatores genéticos, obesidade, sexo e idade (Jordan et al., 2014). O tratamento mais
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indicado, ndo importando a origem do problema, é o uso do CPAP (continuous positive
airway pressure). Esse equipamento assegura uma pressao de ar positiva nas vias aéreas
superiores suficiente para manter a respiragdo constante por ocasiao das apneias durante
o0 periodo de sono. No entanto, a aderéncia ao uso continuado do tratamento, que muitas
vezes pode durar a vida toda, é reduzida e os ciclos de hipdxia durante o sono retornam
(Sawyer et al., 2011).

Considerando as limitagcbes para estudar os mecanismos fisiopatologicos
associados a AOS, Fletcher et al. (1992) desenvolveram um modelo experimental em
ratos que permite simular situacdes de hipoxemia decorrentes desse distdrbio do sono.
Nesse modelo experimental, a fragdo inspirada de oxigénio (FIO,) durante o periodo de
sono é repetidamente reduzida, por meio da injecdo de nitrogénio/oxigénio dentro de
camaras de acrilico fechadas. A reducdo ciclica da FIO, determina uma condigédo
conhecida como hipdxia crénica intermitente (HCI). Apos 30 dias de exposi¢cdo a HCI,
0S animais apresentaram aumento em torno de 15 mmHg na pressdo arterial média,
assim como remodelamento no tecido cardiaco (Fletcher et al., 1992). Por outro lado, a
desnervacdo bilateral do corpusculo carotideo eliminou completamente a resposta
pressora induzida pela HCI, mostrando a importancia dos quimiorreceptores periféricos
para o desenvolvimento das alteracGes cardiovasculares nesse modelo de hipertensao
neurogénica (Fletcher et al., 1992). Atualmente, os protocolos de HCI reportados na
literatura variam consideravelmente entre os estudos, embora frequentemente a FIO, é
reduzida para 5%, durante 15-30 segundos, entre 8 e 12 vezes por hora (Kanagy et al.,
2001; Kumar et al., 2006; Pawar et al., 2008; Zoccal et al., 2008).

Todas as células do organismo sdo sensiveis as variagdes na concentracdo

extracelular de oxigénio, podendo responder a tais estimulos (Semenza, 2011).
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Entretanto, um conjunto de células neuroepiteliais apresenta a capacidade intrinseca de
se despolarizarem frente a situagGes de hipoxia, estimulando terminais axonais de fibras
aferentes com as quais elas fazem sinapse (Heymans and Bouckaert, 1930; Lahiri et al.,
2006). Essas, sao celulas glomus do tipo 1, e estdo localizadas em um pequeno 6rgao
préximo a bifurcacdo das artérias cardtidas comuns, denominados de corpusculos
carotideos. No arco aortico, células quimiossensiveis com caracteristicas histoldgicas
similares as dos corpusculos carotideos também foram identificadas, embora sejam
escassamente distribuidas em ratos (Easton and Howe, 1983).

Diferentes mecanismos foram propostos para explicar como alteragdes na
pressdo parcial de oxigénio arterial podem ser detectadas pelas células glomus do tipo 1.
Um deles depende da atividade tonica do mondxido de carbono sobre os canais de
potassio ativados por calcio presentes na membrana das células glomus. O monoxido de
carbono é produzido pela enzima heme-oxigenase 2, juntamente com a biliverdina e o
ferro. Essa reacdo quimica acontece a partir do catabolismo do grupamento heme, na
presenca dos cofatores oxigénio e NADPH (Williams et al., 2004). A formacao
constante do monoxido de carbono em condigdes de normdxia mantém abertos os
canais de potassio ativados por calcio (Hou et al., 2009). Em situacdes de hipdxia, a
falta de oxigénio limita a producdo de mondxido de carbono levando ao fechamento dos
canais de potéassio ativados por célcio, o que leva a despolarizacdo celular e liberacdo do
neurotransmissor na fenda sinaptica (Williams et al., 2004).

Outro mecanismo proposto depende da atividade mitocondrial. Em situacdes de
hipdxia, a atividade mitocondrial é inibida, reduzindo a producdo de ATP pela via
oxidativa. Em decorréncia disso, observamos um aumento na relacdo AMP/ATP

intracelular e, consequentemente, ativacdo da enzima quinase dependente de AMP
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(Evans, 2006; Evans et al., 2009; Evans et al., 2005; Wyatt et al., 2007). A ativagédo
dessa enzima inibe tanto canais de potassio ativados por calcio, quanto canais de
potassio de vazamento (Wyatt et al., 2007), o que leva a despolarizacdo celular e
liberagdo do neurotransmissor na fenda sinaptica.

Um ou mais neurotransmissores podem ser liberados na fenda sinaptica e
promover a despolarizacdo do terminal pés-sinaptico em situacGes de hipdxia, dentre 0s
quais podemos destacar a dopamina (Nurse, 2005; Urena et al., 1994) e o ATP (Nurse,
2005). As células glomus do corpulsculo carotideo fazem sinapse com fibras aferentes
que se projetam para o nucleo do trato solitario no tronco cerebral (Peers et al., 2010).
Neur6nios do ndcleo do trato solitario enviam projec6es para outros centros no sistema
nervoso central, como para 0 grupo respiratorio ventral e para a regido rostral
ventrolateral do bulbo, conhecida como RVLM (Zoccal et al., 2009). Esses centros
possuem neurdnios com caracteristica autodespolarizante que estdo envolvidos com a
génese do ritmo respiratdrio e da atividade simpatica, respectivamente (Guyenet et al.,
1989; Smith et al., 1991).

Os vasos de resisténcia recebem inervacdo simpatica de neurbénios provenientes
dos ganglios paravertebrais. A atividade desses neurénios € controlada por projecoes
colinérgicas excitatérias de neurdnios pré-ganglionares simpaticos, localizados na
coluna intermédio-lateral da medula espinhal. Existem evidéncias de que alguns
neurdnios  pré-ganglionares  simpaticos também  apresentam  caracteristica
autodespolarizante, mas o padrdo de oscilacGes ritmicas caracteristico da atividade
simpatica depende de areas supraespinhais (Logan et al., 1996). Além da RVLM, outras
regibes do bulbo, da ponte, do hipotalamo, e da medula espinhal estdo envolvidas com a

geracdo da atividade simpética, e esses grupos neuronais enviam projecoes
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glutamatérgicas para a coluna intermédio-lateral da medula espinhal. Muito
provavelmente, a interacdo sinaptica dessas areas determina a atividade simpatica basal
(Guyenet, 2006).

Em adicdo aos resultados reportados por Fletcher et al. (1992), estudos
posteriores de outros laboratdrios mostraram que a exposicdo de ratos jovens e adultos a
HCI esté associada a diversas alteracGes cardiovasculares e respiratdrias. Dentre essas,
podemos destacar niveis elevados da pressao arterial, maior resisténcia periférica total,
hipertrofia cardiaca, reducdo do débito cardiaco e alteragdo no acoplamento simpético-
respiratorio (Chen et al., 2005; Fletcher et al., 1992; Zoccal et al., 2008). O mecanismo
envolvido no desenvolvimento dessas alteraces depende tanto da ativacdo intermitente
e cronica dos quimiorreceptores periféricos durante os episodios de hipoxia, como da
subsequente estimulacdo de centros de controle cardiovascular no sistema nervoso
central (Fletcher et al., 1992; Fletcher et al., 1992). A estimulacdo desses centros leva
ao aumento da atividade simpatica sobre 0s vasos de resisténcia e, finalmente, elevagédo
da presséo arterial (Fletcher et al., 1992; Moraes et al., 2013).

Estudos do nosso laboratério também demonstraram aumento da forca de
contracdo ventricular apos a ativacdo do quimiorreflexo, efeito mediado por uma maior
estimulacdo simpatica sobre o coracdo (Braga et al., 2007). Adicionalmente, foi
demonstrado que o acoplamento simpatico-respiratorio esta alterado apos o protocolo de
HCI, apresentando um aumento da atividade simpatica no periodo expiratério final,
enquanto que o pico de atividade simpética observado ao final da inspiracdo/pés-
inspiracdo no animal controle permanece (Zoccal et al., 2008). Esse pico adicional da
atividade simpética na fase expiratoria final desses animais pode explicar os niveis

elevados de pressdo arterial em ratos submetidos a HCI.
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Estudos do nosso laboratorio mostraram que a atividade simpética esta
aumentada apos 35 dias de HCI em ratos adultos. A contribuicdo da atividade simpatica
para 0 aumento de presséo arterial observado nesse estudo foi avaliada por meio do
bloqueio dos ganglios autonémicos com hexamet6nio, realizado apds o antagonismo
dos receptores AT1 da angiotensina Il e dos receptores V1 da vasopressina. A maior
queda da pressdo arterial promovida pela injecdo de hexameténio em ratos submetidos a
HCI revelou que, nesse modelo de hipertensdo neurogénica, 0s niveis elevados de
pressao arterial sdo mediados pelo aumento da atividade simpética (Zoccal et al., 2007).
Adicionalmente, por meio da preparacdo coragdo-tronco cerebral isolados, foi
observado que a resposta cardiovascular e respiratoria promovida pela ativacdo do
quimiorreflexo esta aumentada em ratos jovens (P19 — P21 dias) submetidos a HCI por
10 dias, incluindo aumento nas respostas de taquipneia e bradicardia. Nesse estudo de
Braga et al. (2006), o quimiorreflexo foi ativado por meio da injecdo de cianeto de
potassio (KCN), a qual promove uma hipoxia citotdxica sobre as células do corpusculo
carotideo.

Estudos mostraram que a influéncia inibitéria do barorreflexo sobre o sistema
nervoso simpatico estad prejudicada apos a HCI, o que ajuda a explicar o aumento da
atividade simpatica e da pressdo arterial observada nesse modelo de hipertensao
neurogénica (Prabhakar and Kumar, 2010). No entanto, o aumento da atividade
simpética parece preceder a disfungdo no controle barorreflexo promovida pela HCI
(Lai et al., 2006). Adicionalmente, estudos do nosso laboratério realizados em animais
ndo anestesiados mostraram que a hipertensdo causada por 10 dias de exposi¢do a HCI
ndo esta relacionada a uma reducdo do ganho barorreflexo, o qual, de fato, esta

aumentado nesses animais (Zoccal et al., 2009).
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Estudos do nosso laboratério mostraram que os elevados valores de pressao
arterial observados apds 10 dias de HCI retornam aos valores basais apos 15 dias de
normoxia (Zoccal et al., 2009). No entanto, analises eletrofisioldgicas indicam que a
transmissdo sinaptica em neurénios do ndcleo do trato solitario permanece alterada
mesmo apos trés semanas de normdxia (Almado, 2012). Esses resultados sugerem que a
exposicdo a HCI pode causar alteracBes plasticas na rede neuronal envolvida no
controle cardiovascular e respiratorio. Outros estudos corroboram com esses achados,
mostrando que ratos submetidos a modelos experimentais de estresse durante a fase
inicial de vida passam a apresentar alteraces cardiovasculares e respiratorias na vida
adulta, como hipertensdo, maior resposta ventilatoria a hipdxia e instabilidade
respiratoria durante o sono (Genest et al., 2004; Kinkead et al., 2009; Nanduri et al.,
2012).

Outro ponto que merece destaque € que a exposicdo de ratos neonatos a
episodios de hipoxia intermitente leva ao aumento da frequéncia de disparos das fibras
aferentes do corpusculo carotideo, e da secrecdo de catecolaminas pela camada de
células cromafins da medula adrenal em resposta a hipoxia na vida adulta. Esses efeitos
estdo associados ao aumento na producdo de espécies reativas de Oxigénio nesses
orgaos, induzida pela HCI (Nanduri et al., 2012; Souvannakitti et al., 2009).
Adicionalmente, foi observado que a simpatoexcitacdo promovida por um episédio de
hipdxia aguda foi maior em animais pré-condicionados a HCI por 30 dias em relacao
aos controles, efeito que foi potencializado pela combinacgéo entre hipoxia e hipercapnia
(Greenberg et al., 1999).

Em conjunto esses estudos citados acima sugerem que ratos expostos a HCI

passam a apresentar alteracdes plasticas na rede neuronal, que persistem mesmo apds o
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retorno da pressédo arterial aos valores basais. Desse modo, uma nova exposic¢éo a HClI
pode gerar alteracOes cardiovasculares e respiratérias diferentes daquelas observadas em
ratos que ndo passaram por essa prévia exposicdo a hipdxia. Estudos mostraram que
desde o 3° dia ap06s a primeira exposicao a HCI, os niveis de pressdo arterial de ratos
adultos ja estdo aumentados em relacdo aos animais controle, podendo ser observado
um platé a partir do 4° ou 5° dia de exposicdo (Lai et al., 2006). No entanto, a pré-
exposicdo a HCI também pode modificar a evolucdo temporal do aumento da pressdo
arterial, considerando que animais pré-condicionados podem apresentar maior
resisténcia ou serem mais susceptiveis frente a novos episodios hipoxicos.

Diferentes estimulos hipdxicos estdo associados com respostas respiratorias
especificas, o que também parece estar relacionado ao sexo e a idade dos animais
(Reeves et al., 2003). A exposicao prévia a hipoxia mantida (HM) no periodo pds-natal
promove alteracbes plasticas persistentes na vida adulta em componentes
noradrenérgicos de nucleos cardiorrespiratérios, influenciando a resposta ventilatoria
induzida por estimulos hipdxicos futuros. Esses efeitos sdo ainda potencializados pela
combinacdo entre HM poés-natal e HCI na vida adulta (Olea et al., 2012).
Adicionalmente, foi mostrado que a combinacdo entre HM e HCI no periodo po6s-natal
reduz a sensibilidade a hipdxia do corpusculo carotideo, mas aumenta a excitabilidade
dos neurdnios do nucleo do trato solitario em resposta a estimulacdo do trato solitario.
Essas alteracGes ndo ocorreram quando esses estimulos foram aplicados isoladamente
(Mayer et al., 2015).

Assim como a HCI, outros modelos de hipertensdo também estdo associados
com elevacdo da atividade simpatica, como a hipertensdo renovascular, ratos

espontaneamente hipertensos (Geraldes et al., 2013) e angiotensina-sal sensivel (Toney
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et al., 2010). No modelo de hipertensdo renovascular 1 rim, um clipe (1R, 1C), o
sistema renina-angiotensina parece contribuir para a resposta hipertensora inicial, mas
cronicamente os niveis plasmaticos de renina sdo similares aos observados em animais
controle (Katholi et al., 1981; Pals et al., 1971). Estudos mostraram que a inibigdo do
sistema angiotensinérgico, por meio da administracdo de um antagonista dos receptores
da angiotensina Il, promoveu reducdo dos niveis pressoricos apenas na fase aguda do
modelo de hipertensdo 1R, 1C (Davis et al., 1974, Pals et al., 1971). Por outro lado, o
procedimento de desnervacgéo renal reduziu em mais de 40 mmHg os valores de pressédo
arterial sistolica de ratos hipertensos 2 semanas ap6s o implante do clipe na artéria
renal.

Estudos posteriores mostraram uma correlacdo positiva entre a pressdo arterial
média e o0s niveis plasmaticos de noradrenalina, o que indica que a atividade simpatica
estd aumentada no modelo 1R, 1C. Esse resultado foi confirmado por meio da
administracdo de hexametdnio, sendo observada uma maior queda da pressao arterial
nos animais 1R, 1C em relagéo aos controles (Katholi et al., 1982). No entanto, a queda
da presséo arterial promovida pela desnervacdo renal parece depender exclusivamente
das aferéncias renais e ndo da inervacdo eferente simpética, tendo em vista que a
natriurese observada apds o procedimento de desnervacdo renal foi similar entre
animais submetidos ao modelo 1R, 1C e animais controle, excluindo a participacédo da
inervacdo simpatica renal (Katholi et al., 1981). Nesse sentido, estudos sugerem que 0
aumento da atividade das fibras aferentes renais pode alterar a atividade de neurénios
geradores da atividade simpatica na RVLM (Vizzard et al., 1992), o que explica o

aumento da atividade simpatica na fase cronica do modelo 1R, 1C. A possivel
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influéncia da HCI sobre o desenvolvimento da hipertensdo no modelo 1R, 1C ainda ndo
foi estudada.

A linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) foi originalmente
desenvolvida a partir do cruzamento entre ratos Wistar que apresentavam elevados
valores de pressdo arterial na idade adulta sem qualquer intervencdo cirdrgica, assim
como entre o cruzamento de seus controles normotensos Wistar Kyoto (WKY)
(Okamoto and Aoki, 1963). Nesse modelo, sabemos que os animais desenvolvem
hipertensdo por volta da quinta semana de vida (Zicha and Kunes, 1999), o que esta
associado com o aumento da atividade simpatica. Assim como em outros modelos de
hipertensdo, a atividade simpatica de animais SHR estd aumentada mesmo antes da
elevacdo da pressdo arterial (Simms et al., 2009). Esse aumento parece estar associado a
uma maior atividade aferente dos corpusculos carotideos (Abdala et al., 2012;
Przybylski, 1981). Nesse sentido, estudos anteriores mostraram que a exposicéo de ratos
neonatos SHR a HCI potencializa o desenvolvimento da hipertensdo arterial na idade
adulta (Soukhova-O'Hare et al., 2008). Adicionalmente, estudos recentes mostraram que
a resposta cardiovascular a apneia obstrutiva estd aumentada em ratos SHR, o que se
deve a uma maior sensibilidade dos quimiorreceptores periféricos (Angheben et al.,
2014). Esses achados em conjunto sugerem uma possivel interacdo entre os modelos de
hipertensdo SHR e HCI. Portanto, estudamos também o possivel efeito da HCI sobre o

desenvolvimento da hipertensdo arterial em ratos SHR.
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2. OBJETIVOS
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Os objetivos desse trabalho foram os seguintes:

1. Avaliar as respostas cardiovasculares e respiratorias de ratos Wistar ao final de
um segundo protocolo de HCI, realizado 15 dias ap6s o encerramento do primeiro

protocolo de HCI.

2. Comparar a evolugdo temporal da elevacdo da presséo arterial no 4° dia do

protocolo de HCI entre animais previamente submetidos a HCI e animais controle.

3. Avaliar as respostas cardiovasculares e respiratorias de ratos Wistar ao final de
um protocolo de HCI, realizado 7 dias apds o encerramento do protocolo de 24 horas de

HM.

4. Avaliar os efeitos da exposicdo prévia a HCI sobre as alteracdes
cardiovasculares observadas 9 dias apds a cirurgia para instalagio do modelo de

hipertenséo renovascular 1R, 1C.

5. Avaliar se o efeito do pré-condicionamento promovido pela HCI sobre o
modelo 1R, 1C esta associado a uma menor atividade simpatica nesses animais, quando

comparados com animais submetidos apenas ao procedimento 1R, 1C.

6. Avaliar se o efeito do pré-condicionamento promovido pela HCI sobre o

modelo 1R, 1C depende da inervacao renal.
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7. Avaliar se o efeito do pré-condicionamento promovido pela HCI sobre o
modelo 1R, 1C depende da integridade dos quimiorreceptores periféricos, ou se esse é

um efeito direto da HCI em neurénios autondmicos no sistema nervoso central.

8. Avaliar se o desenvolvimento da hipertenséo arterial no modelo SHR pode ser

influenciado pelo pré-condicionamento a HCI.
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3. MATERIAL E METODOS
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Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar ou ratos SHR/WKY provenientes do
Servigo de Biotério do Campus da USP de Ribeirdo Preto. Durante o periodo prévio a
realizacdo dos experimentos, os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno forradas com maravalha (34,5 cm de largura, 41 cm de comprimento e 21
cm de altura), com no méximo cinco animais por caixa, e mantidos no Biotério do
Departamento de Fisiologia da FMRP, USP. O presente projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FMRP-USP, protocolo n® 056/2013).

Hipdxia cronica intermitente (HCI)

O protocolo de HCI teve duragdo de 10 dias consecutivos (Figura 1).
Inicialmente, agrupamos os animais experimentais em gaiolas coletivas, as quais foram
mantidas dentro de cAmaras de acrilico (volume de 210 L), equipadas com injetores de
gases e sensores de oxigénio, dioxido de carbono, temperatura e umidade. Durante oito
horas por dia, entre 08h30 e 16h30, os animais foram submetidos frequentemente a
episodios de hipoxia em ciclos de 9 minutos. Cada ciclo foi constituido de cinco
minutos de normdxia, na qual a FIO, foi mantida em 20,8%, seguidos de 4 minutos de
injecdo de nitrogénio puro, visando diminuir a FIO, para o nivel de hipdxia desejado de
6,0%, sendo este mantido por aproximadamente 30 - 40 segundos. A seguir, as valvulas
injetoras de nitrogénio foram fechadas e as valvulas injetoras de oxigénio foram abertas,
promovendo rapidamente o aumento da FIO, ao nivel inicial de 20,8%. Nas 16 horas
remanescentes (entre 16h30 e 08h30) os animais permaneceram em normoxia.

Simultaneamente, animais controle foram mantidos em camaras idénticas aquelas dos
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animais experimentais, mas durante todo protocolo de HCI eles permaneceram em
normoxia (Figura 1). Esse protocolo foi adotado em varios estudos do nosso laboratorio,
0 qual promoveu alteracGes significativas nas fungdes cardiovasculares e respiratorias

dos animais submetidos a HCI (Zoccal et al., 2009; Zoccal et al., 2008).
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Figura 1. Painel A, representacdo esquemaética ilustrando o protocolo de hipdxia cronica intermitente

(HCI). Painel B, representacdo esquematica ilustrando o protocolo controle.

Hipdxia mantida (HM)

O protocolo de HM teve duracdo de 24 horas (Figura 2). Inicialmente
agrupamos 0s animais experimentais em gaiolas coletivas (maximo de cinco animais
por gaiola), as quais foram mantidas dentro de camaras especificas de acrilico (volume
de 210 L) equipadas com injetores de gases e sensores de oxigénio, dioxido de carbono,
temperatura e umidade. Durante todo o protocolo, a FIO, foi mantida em 10%.
Simultaneamente, animais controle foram mantidos em camaras idénticas aquelas dos

animais experimentais, mas a FIO, permaneceu constate em torno de 20,8% (Figura 2).
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Figura 2. Painel A, representacdo esquematica ilustrando o protocolo de hipéxia mantida (HM). Painel B,

representacdo esquematica ilustrando o protocolo controle.

Canulagao da artéria e da veia femoral

Os ratos foram previamente anestesiados com ketamina (40mg/kg)/xilazina
(5mg/kg; Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu, Brasil). Com os
animais sob o efeito da anestesia, um cateter PE-10 conectado a um cateter PE-50 (Clay
Adams, Parsippany, EUA) foi introduzido na aorta abdominal, através de uma pequena
incisura que dava acesso a artéria femoral. Outro cateter PE-10 conectado a um PE-50
(Clay Adams, Parsippany, EUA) foi introduzido na veia femoral para administracéo
sistémica de drogas. Ambos os cateteres foram conduzidos subcutaneamente até a
cintura escapular dorsal do animal, utilizando um trocater. Os registros cardiovasculares
e respiratorios (ver abaixo) foram realizados 24 horas apos a cirurgia de canulagéo,
visando minimizar os possiveis efeitos do anestésico. Ao término da cirurgia, como
medida profilatica, foi administrado intramuscularmente (1mg/kg) o analgésico e o

antitérmico fluxina meglumina (Banamine, Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil).
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Modelo 1 rim, 1 clipe (1R, 1C)

Os ratos foram previamente anestesiados com ketamina (40 mg/kg)/xilazina
(5mg/kg; Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, Brasil). Com 0s
animais sob o efeito da anestesia, foi realizada uma laparotomia na linha Alba. As
visceras foram afastadas, permitindo a completa visualizacdo do rim esquerdo. Entéo, a
artéria renal esquerda foi isolada e um clipe de prata com abertura de 0,25 mm, fixado
em volta da artéria, obstruindo parcialmente o fluxo sanguineo. Em seguida, o rim
contralateral foi localizado, a nefrectomia foi realizada, e a incisura abdominal foi
suturada. Um subgrupo de animais foi submetido a cirurgia 1R, 1C Sham, na qual os
mesmos procedimentos foram realizados, mas sem o implante do clipe na artéria renal
esquerda. O grau de ocluséo do clipe foi estabelecido com base em experimentos piloto,
nos quais foi observado uma elevacdo nos niveis de pressao arterial média em torno de
30 mmHg apds 9 dias da cirurgia. Ao término da cirurgia, como medida profilatica, foi
administrado intramuscularmente (1mg/kg) o analgésico e o antitérmico fluxina
meglumina (Banamine, Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil) e 0,2 mL do
pentabiotico veterinario 1.200.00 UI/3 mL (Fontoura-Wyeth, Campinas, Brasil). Apos 8
dias do procedimento cirurgico, os animais foram submetidos a cirurgia para canulagédo
da artéria e da veia femoral para os registros da pressao arterial pulsatil, e para a injecao

de drogas, respectivamente, realizados no dia seguinte.

Desnervacao renal
A cirurgia de desnervacdo renal unilateral foi realizada simultaneamente com o0s
procedimentos para promover hipertensdo renal 1R, 1C em um subgrupo de animais. Os

ratos foram previamente anestesiados com ketamina (40 mg/kg)/xilazina (5mg/kg;



50

Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, Brasil). Com os animais sob
0 efeito da anestesia, a artéria renal esquerda foi identificada e completamente isolada.
Todos o0s nervos renais visiveis foram seccionados, incluindo fibras aderidas na camada
externa da artéria. Em seguida o trecho da artéria renal isolado foi pincelado com fenol
10%, diluido em solucdo de alcool 100%. O procedimento de desnervacdo renal foi
confirmado pela auséncia de resposta vasoconstritora apds estimulacdo elétrica da
cadeia simpatica lombar. Para tal, um eletrodo bipolar, conectado a um estimulador
elétrico, foi posicionado ao redor da artéria renal esquerda. A alteracdo na coloracao do
rim de vermelho para branco foi utilizada com indicador da vasoconstricdo renal. A
intensidade de estimulacdo utilizada foi de 10 V, com duracdo de 0,5 ms e com
frequéncias progressivas de 4, 8 e 10 Hz, como descrito por DiBona e Rios (1980). Em
um subgrupo de animais foi realizada a cirurgia de desnervacgédo renal Sham, na qual a

artéria renal esquerda foi apenas isolada, mas com preservacao da inervacao renal.

Remocao do corpusculo carotideo

Os ratos foram anestesiados com a mistura ketamina (40 mg/kg)/xilazina
(5mg/kg; Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu, Brasil). Com os
animais sob o efeito da anestesia, eles foram posicionados em uma mesa cirurgica na
posicdo supina. Foi realizada uma incisdo na linha mediana do pescoco, para expor 0s
musculos que recobrem a traqueia e a regido da bifurcacdo carotidea. Apds a dissec¢do
do masculo esternocleidomastoideo, o mesmo foi afastado da artéria cardtida comum
juntamente com 0s nervos vago, laringeo superior e o tronco simpatico cervical. O
corpusculo carotideo foi visualizado e removido com o auxilio de pingas cirdrgicas.

Esse procedimento foi realizado em ambos os lados, visando a remocdo bilateral do
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corpusculo carotideo. Ao término da cirurgia, como medida profilatica, foi administrado
intramuscularmente (1mg/kg) o analgésico e o antitérmico fluxina meglumina
(Banamine, Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil) e 0,2 mL do pentabiotico
veterinario 1.200.00 UI/3 mL (Fontoura-Wyeth, Campinas, Brasil). A eficicia da
remocao foi avaliada por meio da injecdo intravenosa de 40ug de KCN, diluido em 0,05
mL de salina, apds o registro basal das variaveis cardiovasculares. Em um subgrupo de
animais, a integridade dos barorreceptores também foi avaliada por meio da injecdo
intravenosa de fenilefrina. A Figura 3 mostra os tracados da resposta cardiovascular
apos a ativacdo do quimio- e do barorreflexo em animais representativos do grupo

controle e do grupo submetido a desnervacao do corpusculo carotideo.
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Figura 3. Tracados de um rato representativo do grupo Sham-Con (submetido a cirurgia Sham para
remocdo do corplsculo carotideo, seguida de normdxia, e apds cirurgia Sham para o modelo 1R, 1C),
mostrando as respostas de pressao arterial (PAP, pressao arterial pulsatil; PAM, pressdo arterial média) e
da frequéncia cardiaca (FC) a ativacdo do quimiorreflexo (painel A) e do barorreflexo (painel B); e de um
rato representativo do grupo RCC/Con-1R, 1C (submetido a cirurgia de remocéo do corpusculo carotideo,
seguida de normoxia, e apos cirurgia para instalagdo do modelo 1R, 1C), mostrando as respostas de
pressdo arterial (PAP e PAM) e da FC a ativacdo do quimiorreflexo (painel C) e do barorreflexo (painel

D).

Registros da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

Os registros cardiovasculares foram realizados 24 horas ap0s a cirurgia de
canulacdo da artéria e da veia femoral, conforme descrito previamente. O cateter
posicionado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressdo (MLT0380,
ADInstruments, Bella Vista, Australia), o qual estava acoplado a um amplificador
(Bridge Amp, ML221, ADInstruments, Bella Vista, Australia). Os sinais de pressao

arterial pulsatil foram adquiridos por um sistema de aquisicdo (PowerLab 4/25, ML845,
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ADInstruments, Bella Vista, Australia) e registrados por meio de um computador com
uma frequéncia de aquisicdo de 1 kHz, utilizando um programa apropriado (Chart Pro,
ADInstruments, Bella Vista, Austrdlia). Os valores de pressdo arterial sistolica,
diastolica e média, assim como de frequéncia cardiaca foram derivados a partir dos
sinais de pressao arterial pulsatil. As variaveis cardiovasculares foram registradas em
animais ndo anestesiados por periodos entre 45 a 60 minutos, sendo os dados obtidos

durante os ultimos 30 minutos considerados para analise.

Registros da frequéncia respiratoria, do volume corrente e da ventilacéo

As variaveis respiratérias foram registradas simultaneamente com a pressao
arterial pulsatil. Durante todo o protocolo experimental, os animais foram mantidos
dentro de uma camara pletismografica (6 litros) forrada com maravalha. Apds um
periodo de adaptacdo de aproximadamente 15-30 minutos com a camara ainda aberta, a
mesma foi fechada. As oscilacbes de pressdo produzidas pelos ciclos respiratorios dos
animais foram monitoradas usando um transdutor de pressdo diferencial (ML141
Spirometer, PowerLab, ADInstruments, Bella Vista, Australia), o qual foi conectado a
um sistema de aquisicdo (PowerLab 4/25, ML845, ADlInstruments, Bella Vista,
Australia). O volume corrente e a ventilagdo foram determinados de acordo com o

método descrito por Drorbaugh e Fenn em 1955 (Equacéo 1).

Equacéo 1
VT =VKXxPT/PKx (TC (PB - PA)) / (TC (PB —PA)) — (TA (PB - PC))
Na qual:

VT: volume corrente
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VK: volume de ar injetado na cadmara do animal para calibragéo;

PT: alteracdo de pressdo associada a cada ciclo respiratorio;

PK: alteracdo de pressdo associada ao volume de ar injetado para a calibragéo;
TC: temperatura corporal,

TA: temperatura do ar dentro da camara,;

PB: pressdo barométrica;

PC: pressdo de vapor d’agua a temperatura corporal,

PA: pressao de vapor d’adgua a temperatura da camara.

A temperatura do interior da cadmara pletismografica e da sala de registros, foram
continuamente monitoradas. A calibracdo do transdutor foi realizada ao final de cada
registro por meio da injecdo de 1 mL de ar, utilizando uma seringa graduada. Os valores
de volume corrente obtidos foram corrigidos pelo peso do animal, sendo expressos em
mL/kg. O produto da frequéncia respiratoria pelo volume corrente corresponde a
ventilagdo, a qual é expressa em mL.kg™.min™. As varidveis respiratérias foram
reportadas como a média de trés medidas realizadas entre dois e trés minutos no periodo
basal, quando o animal estava imdvel. Ruidos causados por movimentacdo do animal

dentro da camara de registro foram excluidos das analises.

Andlise da variabilidade da pressao arterial sistélica e da frequéncia cardiaca

Foi utilizado um periodo de 10 minutos na condicdo basal para avaliar a
variabilidade da pressdo arterial sistélica, a qual foi calculada no dominio do tempo e
expressa como a variancia total da série temporal (%). No dominio da frequéncia, séries

batimento a batimento da pressdo arterial sistélica foram convertidas em pontos a cada
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100 ms, utilizando a interpolacéo cubica de spline (10 Hz). As séries interpoladas foram
divididas em sequéncias interpostas de 512 pontos com 50% de interposicdo. Os
segmentos foram inspecionados visualmente e eventuais ruidos foram excluidos da
analise. O espectro de todos os segmentos foi calculado por meio da Transformada
Répida de Fourier, utilizando um programa de computador gentilmente cedido pelo Dr.
Daniel Penteado (CardioSeries, versdo 2.4; Ribeirdo Preto, Brasil). A poténcia obtida
pelos componentes oscilatorios foi quantificada em duas bandas de frequéncia: baixa

frequéncia (LF, 0,20 — 0,75 Hz) e alta frequéncia (HF, 0,75 — 3,0 Hz).

Analise do tdnus simpatico vascular

A contribuicdo da atividade simpatica para a manutencdo da presséo arterial foi
avaliada por meio do blogueio ganglionar. Depois do registro basal das variaveis
cardiovasculares e respiratorias, 0s receptores de angiotensina do tipo 1 (AT1) foram
bloqueados pelo antagonista losartan (10 mg.kg™*, Galena, Campinas, Brasil), em
seguida os receptores de vasopressina V1 foram bloqueados pelo antagonista AVPx (10
ng.kg™, Sigma). Esses antagonistas foram administrados, visando eliminar possiveis
mecanismos compensatérios do sistema renina-angiotensina-aldosterona e do sistema
vasopressinérgico frente a queda abrupta da pressao arterial em resposta ao blogueio
ganglionar simpatico. A seguir, os ganglios autonémicos foram bloqueados por meio de
hexametdnio (25 mg.kg*, Sigma). A injecdo sistémica desse bloqueador foi realizada 5
minutos apos a injecdo do antagonista AVPX. A resposta cardiovascular foi avaliada por
meio da diferenca de pressdo arterial média entre o periodo anterior a injecdo do

hexamet6nio e o pico da resposta hipotensora promovido pelo hexamet6nio.
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Ativacgéo dos reflexos

A ativacdo dos quimiorreceptores periféricos foi feita por meio de injecéo
intravenosa de KCN (40ug/rato; Merck, Darmstadt, Alemanha). A ativagdo dos
barorreceptores foi avaliada por meio da resposta cronotrépica decorrente da injegdo
intravenosa em bolus de: 1) fenilefrina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), com dose
suficiente para promover aumentos acima de 30 mmHg na pressao arterial média (0,5-
1ug, diluido em 0,5mL de salina); e 2) nitroprussiato de sédio (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) com dose suficiente para reduzir a pressdo arterial média abaixo de

40 mmHg (3-5ug, diluido em 0,5mL de salina).

Analise estatistica

Antes da realizacdo de qualquer teste estatistico, todas as variaveis dependentes
foram avaliadas quanto ao tipo de distribuicdo por meio de graficos de histograma e
normal probability plot. O tipo de distribuicdo observado entre as variaveis dependentes
apresentou indicios de serem provenientes de uma populacdo com distribuicdo normal.
A Figura 4 mostra um exemplo representativo do padrdo de distribuicdo da presséo
arterial média de um determinado grupo. Isso indica que a transformacdo dos dados ou a
utilizacdo de modelos estatisticos mais avancados, como métodos bayesianos ndo foram

necessarios (Martinez and Achcar, 2014).
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Figura 4. Painel A, Histograma de distribuicdo dos valores da pressao arterial média (PAM) e painel B,

normal probability plot da PAM de um grupo controle representativo.

Portanto, a hipdtese nula de que ndo ha diferenca entre 0s grupos para as
variaveis cardiovasculares e respiratorias avaliadas foi testada por meio da analise de
variancia (ANOVA) de uma via, ou de duas vias, no caso da resposta ventilatoria ao
KCN. Quando a ANOVA indicou diferenca significativa total entre a média dos grupos
para uma determinada variavel, o post hoc de “least significant difference” (LSD) foi
aplicado para investigar diferencas entre os grupos. A analise de regressdo linear entre o
peso corporal no dia do registro e a pressao arterial média dos animais submetidos a
cirurgia para instalagdo do modelo 1R, 1C também foi realizada, considerando que a
associacdo entre essas variaveis poderia interferir na interpretacdo dos resultados. Todos
os resultados foram reportados como média + erro padrdo da media. Os graficos foram
feitos por meio do programa GraphPad Prism (versdo 4, GraphPad, La Jolla, EUA), e 0s
procedimentos estatisticos por meio do programa SPSS (versdo 17,0, Chicago, EUA). O

nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.
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Protocolos experimentais

Protocolo 1 — Efeitos do pré-condicionamento & hipdxia cronica intermitente (HCI)

sobre as alteracdes cardiovasculares e respiratorias promovidas por uma sequnda

exposicdo a HCI

Para avaliar os possiveis efeitos de uma exposicdo prévia a HCI sobre as
alteracOes cardiovasculares e respiratérias promovidas por uma segunda exposicdo a
HCI, ratos Wistar recém-desmamados (P19-P21) foram divididos em 3 grupos:

1) Con — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a) inicialmente os
animais foram mantidos em normoxia durante 10 dias; b) em seguida, os animais foram
transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condicdes de
normoéxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); c) a seguir, eles foram
mantidos em normoxia por mais 10 dias.

2) HCI — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a) inicialmente os
animais foram mantidos em normoxia durante 10 dias; b) na etapa subsequente, eles
foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condicdes de
norméxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); c) a seguir, eles foram
expostos pela primeira vez ao protocolo de HCI.

3) Pré-HCI — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a) inicialmente,
os animais foram submetidos ao protocolo de HCI; b) em seguida, os animais foram
transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condicdes de
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normoxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); c) a seguir, foram novamente

expostos ao protocolo de HCI (Figura 5).

Durante o protocolo os animais tiveram acesso ad libitum a racdo e &gua, em
ambiente com temperatura controlada (23° C) e expostos ao ciclo claro/escuro de
12/12h. Ao final do protocolo, os ratos dos 3 grupos experimentais foram anestesiados e
canulados para avaliagdo dos parametros cardiovasculares e respiratérios no dia
seguinte. As variaveis cardiovasculares e respiratorias registradas foram comparadas
entre 0s grupos experimentais na condicdo basal e ap0s a ativacdo do quimio- e do

barorreflexo.

:
:

Controle
(normoxia)

:

Controle
(normoxia)

;

Protocolo
de HCI

Manutengio em
normoxia por
15 dias no biotério

Controle
(normoxia)

.

Protocolo
de HCI

;

Protocolo
de HCI

Figura 5. Protocolo experimental para avaliar os efeitos de uma exposicdo prévia a hipoxia cronica
intermitente (HCI) sobre as alteragBes cardiovasculares e respiratérias em resposta a uma segunda
exposi¢do & HCI 15 dias depois. O esquema acima ilustra cada fase do protocolo para os grupos Con, HCI

e Pré-HCI.
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Protocolo 2 — Evolucdo temporal da elevacdo da pressao arterial em resposta a

HCI em ratos previamente expostos a HCI

Para avaliar o efeito da pré-exposicdo a HCI sobre a evolucdo temporal do
aumento da pressao arterial em resposta a exposicao a um novo protocolo de HCI, ratos
Wistar recém-desmamados (P19-P21) foram divididos em 2 grupos:

1) HCI 3 dias — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a) inicialmente,
os animais foram mantidos em normoxia durante 10 dias; b) em seguida, os animais
foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condicdes de
normoéxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); ¢) a seguir, eles foram
expostos pela primeira vez ao protocolo de HCI com duracéo de 3 dias.

2) Pré-HCI/HCI 3 dias — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a)
inicialmente, os animais foram submetidos ao protocolo de HCI por 10 dias; b) em
seguida, os animais foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento
de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em
condicdes de normoxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); ¢) na sequéncia,
eles foram novamente expostos ao protocolo de HCI, porém com duracdo de apenas 3
dias (Figura 6).

Durante o protocolo os animais tiveram acesso ad libitum a racdo e dgua, em
ambiente com temperatura controlada (23° C), e expostos ao ciclo claro/escuro de
12/12h. Ao final do protocolo os ratos dos 2 grupos experimentais foram anestesiados e
canulados para registro dos parametros cardiovasculares e respiratérios no dia seguinte.

Os niveis basais de pressdo arterial e frequéncia cardiaca foram comparados entre os
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grupos experimentais estudados. Esse protocolo foi baseado em estudos anteriores,
mostrando que apds 3 dias de exposicdo a HCI ja podem ser observados aumentos da

pressao arterial média (Lai et al., 2006).

Controle Protocolo de

(normoxia) 5 HCI-3 dias
Manutengio em

normoxia por

15 dias no biotério
Protocolo de Protocolo de

HCI-10 dias HCI-3 dias

Figura 6. Protocolo experimental para o acompanhamento temporal da elevacdo da pressdo arterial
durante a hipdxia cronica intermitente (HCI). O esquema acima ilustra cada fase desenvolvida nos

protocolos experimentais para os grupos HCI 3 dias e Pré-HCI/HCI 3 dias.

Protocolo 3 — Efeitos do pré-condicionamento a hipéxia mantida (HM) sobre as

alteracdes cardiovasculares e respiratorias promovidas por uma nova exposicao a

hipoxia cronica intermitente (HCI)

Para avaliar os possiveis efeitos de uma exposicdo prévia a HM sobre as
alteracdes cardiovasculares e respiratérias promovidas por uma segunda exposicao a
HCI, ratos Wistar (P30) foram divididos em 3 grupos:

1) Con — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a) inicialmente, 0s
animais foram mantidos em norméxia durante 24 horas; b) em seguida, 0s animais
foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condicdes de
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normoxia (ar ambiente) por 7 dias (periodo de reversdo); c) a seguir, eles foram
mantidos em normdxia por mais 10 dias.

2) HCI — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a) inicialmente, 0s
animais foram mantidos em norméxia durante 24 horas; b) em seguida, os animais
foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condicdes de
normoxia (ar ambiente) por 7 dias (periodo de reversdo); c) a seguir, eles foram
expostos ao protocolo de HCI.

3) Pré-HM — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a) inicialmente,
os animais foram submetidos ao protocolo de HM por 24 horas; b) em seguida, 0s
animais foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em
condicdes de normdxia (ar ambiente) por mais 7 dias (periodo de reversdo); c) entdo,
eles foram expostos ao protocolo de HCI (Figura 7).

Durante o protocolo os animais tiveram acesso ad libitum a racdo e 4gua, em
ambiente com temperatura controlada (23° C) e expostos ao ciclo claro/escuro de
12/12h. Ao final do protocolo os ratos dos 3 grupos experimentais foram anestesiados e
canulados para registro dos parametros cardiovasculares no dia seguinte. Os parametros
cardiovasculares e respiratérios foram comparados entre 0s grupos experimentais na

condicao basal e apds a ativacdo do quimio- e do barorreflexo.
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Figura 7. Protocolo experimental para avaliar os efeitos de uma exposicdo prévia a hipoxia mantida
(HM) sobre as alteracdes cardiovasculares e respiratérias em resposta a uma segunda exposicédo a hipoxia
crénica intermitente (HCI). O esquema acima ilustra cada fase desenvolvida nos protocolos experimentais

para os grupos Con, HCI e Pré-HM.

Protocolo 4 — Influéncia do pré-condicionamento a hipdxia crénica intermitente

(HCI) sobre o desenvolvimento da hipertenséo renal 1 rim, 1 clipe (1R, 1C)

Para testar a hipdtese de que a exposicdo prévia a HCI poderia influenciar o
desenvolvimento da hipertensdo renal 1R, 1C, ratos Wistar recém-desmamados (P19-
P21) foram divididos em 4 grupos:

1) Con-Sham — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a) inicialmente,
os animais foram mantidos em normoxia durante 10 dias; b) em seguida os animais
foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condicdes de
norméxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); c) na sequéncia, eles foram

submetidos a uma cirurgia Sham para controle da hipertensao renal 1R, 1C.
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2) Con-1R, 1C — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a)
inicialmente, os animais foram mantidos em norméxia durante 10 dias; b) em seguida,
os animais foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em
condi¢des de normoxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversao); c) a seguir, eles
foram submetidos a cirurgia para instalacdo da hipertensao renal 1R, 1C.

3) HCI-Sham — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a)
inicialmente, os animais foram submetidos ao protocolo de HCI; b) em seguida, os
animais foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em
condicdes de normdxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); c) a seguir, eles
foram submetidos a uma cirurgia Sham para controle da hipertensédo renal 1R, 1C.

4) HCI-1R, 1C — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a)
inicialmente, os animais foram submetidos ao protocolo de HCI; b) em seguida, os
animais foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em
condicdes de normoxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); ¢) na sequéncia,
eles foram submetidos a cirurgia para instalacdo da hipertensao renal 1R, 1C (Figura 8).

Apos 8 dias da cirurgia para instalacdo da hipertensdo renal 1R, 1C ou da
cirurgia Sham os ratos dos 4 grupos experimentais foram anestesiados e canulados para
avaliacdo dos parametros cardiovasculares no dia seguinte. Os parametros
cardiovasculares e respiratérios foram comparados entre 0s grupos experimentais na
condicdo basal e o nivel de atividade simpatica foi avaliado por meio do bloqueio

ganglionar em um subgrupo de animais.
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Figura 8. Protocolo experimental para avaliar os efeitos de uma exposi¢do prévia a hipdxia crénica

intermitente (HCI) sobre as alteracfes cardiovasculares e respiratorias promovidas pelo modelo de

hipertensao renovascular 1 rim, 1 clipe (1R-1C). O esquema acima ilustra cada fase do protocolo para os

grupos Con-Sham, Con-1R, 1C, HCI-Sham e HCI-1R, 1C.

Protocolo 5 — Participacdo da inervacdo renal no pré-condicionamento promovido

pela hipdéxia cronica intermitente (HCI) sobre o desenvolvimento da hipertensao

renal 1 rim, 1 clipe (1R, 1C)

Visando avaliar se o pré-condicionamento promovido pela HCI sobre o

desenvolvimento da hipertensdo renal é dependente da integridade da inervacdo renal,

ratos Wistar recém-desmamados (P19-P21) foram divididos em 4 grupos:
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1) Con-1R, 1C/DR Sham — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a)
inicialmente, os animais foram mantidos em norméxia durante 10 dias; b) em seguida,
os animais foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em
condi¢des de normdxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); ¢) na sequéncia,
os animais foram submetidos a cirurgia para instalacdo da hipertensdo renal 1R, 1C. Na
mesma cirurgia, também foi realizado o procedimento Sham para controle da
desnervacéo renal.

2) Con-1R, 1C/DR — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a)
inicialmente, os animais foram mantidos em normoxia durante 10 dias; b) em seguida,
os animais foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em
condicdes de normoxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); ¢) na sequéncia,
0s animais foram submetidos a cirurgia para instalacdo da hipertenséo renal 1R, 1C. Na
mesma cirurgia, também foi realizado o procedimento para desnervacao renal.

3) HCI-1R, 1C/DR Sham — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a)
inicialmente, os animais foram submetidos ao protocolo de HCI; b) em seguida, os
animais foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em
condicBes de normodxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); c) na etapa
seguinte, os animais foram submetidos a cirurgia para instalacdo da hipertensdo renal
1R, 1C. Na mesma cirurgia, também foi realizado o procedimento Sham para controle

da desnervacao renal.
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4) HCI-1R, 1C/DR — nesse grupo o protocolo foi composto de 3 fases: a)
inicialmente, os animais foram submetidos ao protocolo de HCI; b) a seguir, 0s animais
foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condicdes de
normoxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); c) a seguir, 0s animais foram
submetidos a cirurgia para instalacdo da hipertensdo renal 1R, 1C. Na mesma cirurgia,
também foi realizado o procedimento para desnervagdo renal (Figura 9).

Apos 8 dias da cirurgia os ratos dos 4 grupos experimentais foram anestesiados
e canulados para avaliagdo dos parametros cardiovasculares no dia seguinte. Os
parametros cardiovasculares foram comparados entre 0S grupos experimentais na

condicao basal.

Controle Cirurgia
(normoxia) 1R, 1C + DR Sham

Controle Cirurgia
(normoxia) . 1R, 1C +DR
Manuten¢io em
Grupo normoxia por Grupo
HCI-1R, 1C/DR Sha 15 dias i Wiotdids CL-1R,1C/DR Sha
Protocolo Cirurgia
de HCI 1R,1C + DR Sham
Grupo Grupo
HCL 1R, 1C/DR HCIL 1R, 1C/DR
Protocolo Cirurgia
de HCI 1R,1C + DR

Figura 9. Protocolo experimental para avaliar os efeitos de uma exposicdo prévia a hipoxia cronica

intermitente (HCI) sobre as alteracfes cardiovasculares promovidas pelo modelo da hipertensdo renal 1
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rim, 1 clipe (1R-1C) com desnervagéo renal (DR). O esquema acima ilustra cada fase dos protocolos
experimentais para os grupos Con-1R, 1C/DR Sham, Con-1R, 1C/DR, HCI-1R, 1C/DR Sham e HCI-1R,

1C/DR.

Protocolo 6 — Participacdo dos quimiorreceptores periféricos no pré-

condicionamento promovido pela hipdxia cronica intermitente (HCI) sobre o

desenvolvimento da hipertensao renal 1 rim, 1 clipe (1R, 1C)

Para avaliar se o pré-condicionamento promovido pela HCI depende da
integridade dos quimiorreceptores periféricos ou se esse € um efeito direto da HCI em
nacleos do sistema nervoso central, ratos Wistar recém-desmamados (P19-P21) foram
divididos em 3 grupos:

1) Sham-Con — nesse grupo o protocolo foi composto de 4 fases: a) inicialmente,
os animais foram submetidos a uma cirurgia Sham para controle da cirurgia de remocéo
do corpusculo carotideo; b) apds 3 dias de recuperagdo pos-cirdrgica, 0s animais foram
mantidos em normoéxia durante 10 dias; ¢) em seguida, os animais foram transferidos
para 0 Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condi¢cGes de normoxia (ar
ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo); d) a seguir, eles foram submetidos a uma
cirurgia Sham para controle do modelo 1R, 1C.

2) RCC/Con-1R, 1C — nesse grupo o protocolo foi composto de 4 fases: a)
inicialmente, os animais foram submetidos a uma cirurgia para remocéo do corpudsculo
carotideo; b) apos 3 dias de recuperacdo pds cirdrgica, 0s animais foram mantidos em
normoéxia durante 10 dias; ¢) em seguida, os animais foram transferidos para o Biotério
de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, onde permaneceram em condi¢cbes de normodxia (ar ambiente) por 15 dias
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(periodo de reversdo); d) a seguir, eles foram submetidos a cirurgia para instalagdo do
modelo 1R, 1C.

3) RCC/HCI-1R, 1C — nesse grupo o protocolo foi composto de 4 fases: a)
inicialmente, os animais foram submetidos a uma cirurgia para remoc¢édo do corpusculo
carotideo; b) apds 3 dias de recuperagdo pds-cirdrgica, os animais foram submetidos ao
protocolo de HCI; ¢) em seguida, os animais foram transferidos para o Biotério de
Manutencdo do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, onde permaneceram em condi¢cfes de normdxia (ar ambiente) por 15 dias
(periodo de reversédo); d) na sequéncia, eles foram submetidos a cirurgia para instalacao
do modelo 1R, 1C (Figura 10).

Apos 8 dias da cirurgia os ratos dos 3 grupos experimentais foram anestesiados
e canulados para avaliacdo dos parametros cardiovasculares no dia seguinte. Os
parametros cardiovasculares foram comparados entre 0S grupos experimentais na
condicdo basal e o nivel de atividade simpatica foi avaliado por meio do bloqueio

ganglionar.
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Figura 10. Protocolo experimental para avaliar os efeitos de uma exposicdo prévia a hipdxia cronica
intermitente (HCI) sobre as alteracfes cardiovasculares promovidas pelo modelo de hipertensdo renal 1
rim, 1 clipe (1R-1C) em animais previamente submetidos a cirurgia para remocdo do corpusculo
carotideo (RCC). O esquema acima ilustra cada fase do protocolo para os grupos Sham-Con, RCC/Con-

1R, 1C e RCC/HCI-1R, 1C.

Protocolo 7 — Efeitos do pré-condicionamento a hipoxia cronica intermitente (HCI)

sobre o desenvolvimento da hipertensdo arterial em ratos espontaneamente

hipertensos (SHR)

Com o objetivo de avaliar o efeito do pré-condicionamento a HCI sobre o
desenvolvimento da hipertensdo arterial em ratos SHR, ratos SHR ou WKY recém-
desmamados (P19-P21) foram divididos em 4 grupos:

1) WKY-Con - nesse grupo o protocolo foi composto de 2 fases: a)
inicialmente, ratos WKY foram mantidos em norméxia durante 10 dias; b) em seguida,
os animais foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em

condigdes de normdxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reverséo).
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2) SHR-Con — nesse grupo o protocolo foi composto de 2 fases: a) inicialmente,
ratos SHR foram mantidos em normoxia durante 10 dias; b) em seguida, 0s animais
foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condicOes de
normoxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversdo).

3) WKY-HCI — nesse grupo o protocolo foi composto de 2 fases: a)
inicialmente, ratos WKY foram submetidos ao protocolo de HCI; b) em seguida, os
animais foram transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em
condicdes de normoxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversao).

4) SHR-HCI — nesse grupo o protocolo foi composto de 2 fases: a) inicialmente,
ratos SHR foram submetidos ao protocolo de HCI; b) em seguida, os animais foram
transferidos para o Biotério de Manutencdo do Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde permaneceram em condicdes de
normoxia (ar ambiente) por 15 dias (periodo de reversao, Figura 11).

No dltimo dia do protocolo, os ratos dos 4 grupos experimentais foram
anestesiados e canulados para registro dos parametros cardiovasculares no dia seguinte.
Os parametros cardiovasculares e respiratérios foram comparados entre 0S grupos
experimentais na condicdo basal e o nivel de atividade simpatica foi avaliado por meio
do bloqueio ganglionar. Nesse protocolo, o periodo de recuperacdo em normoéxia foi
maior do que o adotado nos outros protocolos de pré-condicionamento com o objetivo
de que, no dia do registro dos parametros cardiovasculares e respiratorios, todos os

animais apresentassem aproximadamente a mesma idade.
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Manutencdao em
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Figura 11. Protocolos experimentais para avaliar os efeitos uma exposicdo prévia a hipdxia cronica
intermitente (HCI) sobre o desenvolvimento da hipertensdo arterial em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR). O esquema acima ilustra cada fase dos protocolos experimentais para os grupos WKY-Con, SHR-

Con, WKY-HCI e SHR-HCI.
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4. RESULTADOS
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Efeitos do pré-condicionamento a hipdxia cronica intermitente (HCI) sobre as
alteracdes cardiovasculares e respiratdrias promovidas por uma segunda exposi¢ao a

HCI

Variaveis cardiovasculares basais

Na Figura 12 podemos observar os valores médios da pressdo arterial média,
da pressao arterial sistélica, da pressdo arterial diastolica e da frequéncia cardiaca nos 3
grupos estudados. Os dois grupos de animais submetidos a HCI apresentaram valores de
pressdo arterial média aumentados (HCI, 108 + 2 mmHg e Pre-HCI, 107 £ 2 mmHg) em
relagcdo ao grupo Con (98 + 1 mmHg) ao final do protocolo (p < 0,05; painel A). No
entanto, a elevagdo da pressao arterial media foi similar entre os grupos HCI e Prée-HCI
(p > 0,05).

Os valores de presséo arterial sistolica foram superiores nos grupos HCI e Pré-
HCI quando comparados ao grupo Con (p < 0,05; painel B). No entanto, ndo
observamos diferenca significativa entre os grupos HCI e Pré-HCI. Os valores de
pressdo arterial diastolica foram superiores nos grupos HCI e Pre-HCI comparado ao
grupo Con (p < 0,05; painel C). N&o observamos diferenca significativa entre 0s grupos
HCI e Pré-HCI. A exposicdo a HCI promoveu elevacdo significativa da frequéncia
cardiaca basal nos grupos HCI (433 £ 8 bpm) e Pré-HCI (442 £ 9 bpm) em relacdo ao
grupo Con (389 + 6 bpm) ao final do protocolo (p < 0,05; painel D). No entanto, o
aumento na frequéncia cardiaca basal foi semelhante entre os grupos HCI e Pré-HCI (p

> 0,05).
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Figura 12. Painel A, pressdo arterial média (PAM); painel B, pressdo arterial sistélica (PAS); painel C,
pressao arterial diastolica (PAD); e painel D, frequéncia cardiaca (FC) basais registradas 24 horas ap6s o
encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle (Con), hipdxia crénica intermitente (HCI) e

previamente submetidos a HCI (Pré-HCI). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da

média. (*) p <0,05.

Analise espectral

As analises no dominio do tempo mostraram que 0s grupos expostos a HCI
apresentaram maior variabilidade da pressdo arterial sistdlica (HCI, 26 + 3 mmHg? e
Pré-HCI, 24 + 3 mmHg?) em relacio ao grupo Con (14 + 1 mmHg% p < 0,05; Figura

13). No entanto, ndo houve diferenca entre os grupos HCI e Pré-HCI (p > 0,05).
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Figura 13. Variancia total da pressdo arterial sistélica avaliada 24 horas apés o encerramento do
protocolo experimental nos grupos: controle (Con), hipéxia crénica intermitente (HCI) e previamente
submetidos a HCI (Pré-HCI). Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média. (*) p <

0,05.

No dominio da frequéncia, a poténcia da banda de LF no espectro da presséo
arterial sistélica foi igualmente aumentada nos dois grupos submetidos a HCI (HCI,
5.96 + 0.9; Pré-HClI, 5.51 + 0.8 mmHg?), quando comparado com o grupo Con (3.09 +
0.3; p <0,05; painel A, Figura 14). A poténcia da banda de HF foi significativamente
maior apenas no grupo Pré-HCI (4.46 + 1.3 mmHg?), quando comparada ao grupo Con
(1.59 + 0.3 mmHg?), mas ndo quando comparada ao grupo HCI (3.52 + 0.8 mmHg?; p >

0,05; painel B, Figura 14).
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Figura 14. Poténcia das bandas LF (Painel A) e HF (Painel B) no espectro da pressdo arterial sistélica
avaliada 24 horas ap6s o encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle (Con), hipdxia
cronica intermitente (HCI) e previamente submetidos a HCI (Pré-HCI). Os resultados sdo expressos como

média + erro padrdo da média. (*) p < 0,05.

Variaveis respiratorias basais

Na Figura 15 sdo apresentados os valores meédios da frequéncia respiratéria, do
volume corrente, e da ventilagdo nos 3 grupos estudados. A frequéncia respiratéria basal
ndo diferiu significativamente entre os grupos analisados. Os valores médios de
frequéncia respiratoria foram: Con, 121 + 4; HCI, 117 £ 5; Pré-HCI, 112 + 3 ciclos por
minuto (painel A).

O volume corrente foi similar entre os grupos (p > 0,05; painel B). Os valores
medios do volume corrente foram: Con, 7,9 + 0,6; HCI, 9,7 + 0,8; Pré-HCI, 7,8 + 0,4
mL/kg. A ventilacdo também ndo foi diferente entre os grupos estudados (p > 0,05). Os
valores médios da ventilacdo foram: Con, 931,7 + 67,1; HCI, 1106,6 + 88,6; Pré-HClI,

879,3 + 48,7 mL.kg ™ .min™* (painel C).
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Figura 15. Painel A, frequéncia respiratoria (f); painel B, volume corrente; painel C, ventilagdo basal,
registrados 24 horas apds o encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle (Con), hipdxia
crénica intermitente (HCI) e previamente submetidos a HCI (Pré-HCI). Os resultados sdo expressos como

média + erro padrdo da média.

Duracéo das diferentes fases do ciclo respiratorio

Os valores médios da duracao do ciclo respiratorio, da inspiracdo e da expiracdo
sdo apresentados na Tabela 1. Nenhuma dessas variaveis foi alterada pela pré-exposicéo

A HCI (p > 0,05).
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Tabela 1. Valores basais da duracdo do ciclo respiratorio, da inspiragdo e da expiragdo, registrados 24
horas ap6s o encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle (Con), hipdxia crénica
intermitente (HCI) e previamente submetidos a HCI (Pré-HCI). Os resultados sdo expressos como média

+ erro padrdo da média.

Con HCI Pré-HCI
Duragdo do ciclo 540 + 23 560 + 30 570 + 16
(ms)
Duragdo da inspiragdo 220+ 6 230 £13 240 +9
(ms)
Durag&o da expiragio 320 + 2 340 + 26 300 + 12

(ms)

Respostas cardiovasculares e respiratdrias a ativacao do quimiorreflexo

A Figura 16 mostra as respostas pressora e bradicardica a ativacdo do
quimiorreflexo por meio da injecdo intravenosa de KCN. Podemos observar que 0 pico
da resposta bradicardica (Con, -311 + 9; HCI, -332 £ 9; Pré-HCI, -352 +13 bpm; painel
A) e da resposta hipertensora (Con, 57 £ 2; HCI, 60 £ 4; Pré-HCI, 59 £ 4 mmHg; painel

B) ndo foram diferentes entre os grupos (p > 0,05).
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Figura 16. Painel A, tracados de um rato representativo dos grupos controle (Con), hipdxia crénica
intermitente (HCI) e previamente submetidos @ HCI (Pré-HCI). O painel B mostra os valores e a média da
resposta da frequéncia cardiaca (FC) e o painel C mostra os valores e a média da resposta da pressdo
arterial média (PAM) em resposta & ativacao do quimiorreflexo com cianeto de potéssio (KCN), avaliada
24 horas ap6s o encerramento do protocolo experimental nos grupos Con, HCI e Pré-HCI. Os resultados

s80 expressos como média + erro padrdo da média.
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A elevacdo méxima da frequéncia respiratdria em resposta a ativacdo do
quimiorreflexo ocorreu dentro de 2 segundos apés a injecdo de KCN (Con, 343 £ 15;
HCI, 363 + 24 e Pré-HCI, 327 + 17 ciclos por minuto). No entanto, o delta entre
frequéncia respiratéria maxima e a frequéncia respiratoria basal ndo diferiu entre os
grupos Con (216 * 14 ciclos por minuto), HCI (241 + 23 ciclos por minuto) e Pré-HCI
(211 + 14 ciclos por minuto). Além disso, 0 comportamento da resposta respiratoria
avaliado a cada 2 segundos foi similar entre os grupos até 20 segundos apés a injecéo de

KCN (Figura 17).

—— Con
—— Pré-HCI

-1I8 -1I6 -1'4 -ll2 -1I0 -I8 -l6 -I4 -IZ (I] i A é é ll0 1'2 ll4 1l6 1I8 2'0
Tempo (s)

Figura 17. Média da frequéncia respiratoria (f) avaliada a cada 2 segundos, durante 20 segundos antes e

20 segundos apds a ativacdo do quimiorreflexo com cianeto de potassio (KCN; indicado pela seta

vermelha), realizada 24 horas ap6s o encerramento do protocolo experimental nos grupos nos grupos:

controle (Con), hipdxia crénica intermitente (HCI) e previamente submetidos a HCI (Pré-HCI). Os

resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média.
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Respostas cardiovasculares em resposta a ativacdo do barorreflexo

A injecdo de fenilefrina, um agonista seletivo para receptores adrenérgicos do
tipo a;, promoveu aumento similar da presséo arterial média entre os grupos Con (40 *
1 mmHg), HCI (38 £ 1 mmHg) e Pré-HCI (41 £ 2 mmHg; p > 0,05; painel B, Figura
18). A resposta bradicardica reflexa em resposta ao aumento da atividade dos
barorreceptores arteriais devido a elevacdo da pressdo arterial promovida pela
fenilefrina ndo foi significativamente alterada pela exposicdo a HCI entre 0s grupos

estudados (Con, -55 + 6; HCI, -62 + 7; Pré-HCI, -56 + 4 bpm; painel A, Figura 18).



83

A) Con HCI Pré-HCI

PAP (mmilg)

B) ‘
0
] [ ]
= Q ®
5 5% :
— -504 —00—
=
§ 5 9o —r— :—t’;
5,“ o0 Aa °o
]
E ‘g-loo- N
< 2 ©
w2
z o
-150-
)
80-
]
£ =
2 E 601 s
= = ¢
= o
Sé 40 098988 Aua 0,00
S a0 S v —rier—
- : ooo AA 4
> = Y 4a oy
[ ]
=2 204
<$
0 T T T
Con HCI Pré-HCI

Figura 18. Painel A, tracados de um rato representativo dos grupos controle (Con), hipdxia crénica
intermitente (HCI) e previamente submetidos @ HCI (Pré-HCI). O painel B mostra os valores e a média da
bradicardia reflexa (AFC) e o painel C mostra os valores e a média da elevacdo na pressao arterial média
(APAM) em resposta a injegdo de fenilefrina 24 horas ap6s o encerramento do protocolo experimental nos

grupos Con, HCI e Pré-HCI. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média.
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A injecdo de nitroprussiato de sédio, um potente vasodilatador por ser rapidamente
degradado na circulacdo liberando 6xido nitrico, promoveu queda similar da pressao
arterial média entre os grupos Con (-33 + 1 mmHg), HCI (-35 = 2 mmHg) e Pré-HCI (-
38 £ 2 mmHg; p > 0,05; painel B, Figura 19). A resposta taquicardica reflexa em
resposta a diminuicdo da atividade dos barorreceptores arteriais devido a queda da
pressao arterial promovida pelo nitroprussiato também ndo foi significativamente
alterada pela exposicao a HCI entre os grupos (Con, 71 + 6; HCI, 70 £ 6; Pré-HCI, 77 +

7 bpm; painel A, Figura 19).
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Figura 19. Painel A, tracados de um rato representativo dos grupos controle (Con), hipdxia crénica
intermitente (HCI) e previamente submetidos a HCI (Pré-HCI). O painel B mostra os valores e a média da
bradicardia reflexa (AFC) e o painel C mostra os valores e a média da queda da presséo arterial media
(APAM) em resposta a injecdo de nitroprussiato de sddio 24 horas ap6s o encerramento do protocolo
experimental nos grupos Con, HCI e Pré-HCI. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da

média.



86

Evolucdo temporal da elevagdo da pressdo arterial em resposta a HCI de ratos

previamente expostos & HCI

Variaveis cardiovasculares basais

A Figura 20 mostra a elevacdo dos valores da pressao arterial média, da pressao
arterial sistolica, da pressao arterial diast6lica e da frequéncia cardiaca 3 dias apds
exposicdo & HCl em um grupo previamente exposto a HCI e em um outro exposto a
HCI pela primeira vez. Como podemos observar ndo houve diferenga da pressao arterial
média entre os grupos HCI 3 dias (98 £ 2 mmHg) e Pré-HCI/HCI 3 dias (100 £ 2
mmHg; p > 0,05; painel A).

A pressao arterial sistolica no grupo HCI 3 dias (126 + 2 mmHg) foi similar
aquela observada no grupo Pré-HCI/HCI 3 dias (127 + 2 mmHg; p > 0,05; painel B). A
pressdo arterial diastolica no grupo HCI 3 dias (79 + 2 mmHg) foi similar aquela
observada no grupo Pre-HCI/HCI 3 dias (82 + 2 mmHg; p > 0,05; painel C). Da mesma
forma, a frequéncia cardiaca no grupo HCI 3 dias (407 £ 6 bpm) foi similar aquela
observada no grupo Pré-HCI/HCI 3 dias (411 + 8 bpm; p > 0,05; painel D). Esses dados
indicam que o pre-condicionamento a HCI ndo altera a evolucdo das alteracGes

cardiovasculares avaliadas ap6s uma segunda exposicao a HCI.



87

120 150
L]
A A
110 . 140 o*
o N .:0 En A .
£ 100 R — E 130 .
£ veee E —_— L
: “:“ .. 7 A‘A ...:
= 90 i % 120 als :
~ A~ A
80 110
0 [ T T VT T T
HCI 3 dias Pré-HCVHCI 3 dias HCI 3 dias Pré-HCUHCI 3 dias
(n=15) (n=16) (n=15) (n=16)
100 ” 500 .
90 Aa + R
C . 450 .
= Aa - " oo
E 8 —m=—— ) *
E T S il — = —
N AA . A,A oo
g2 7 R g Al ::.-
& A
60 350
T , , oL : :
HCI 3 dias Pré-HCUHCI 3 dias HCI 3 dias Pré-HCIHCI 3 dias
(n=15) (n=16) (n=15) (n=16)

Figura 20. Painel A, pressdo arterial média (PAM); painel B, pressao arterial sistélica (PAS); painel C,
pressao arterial diastolica (PAD); e painel D, frequéncia cardiaca (FC) basais registradas 24 horas ap6s o
encerramento do protocolo experimental nos grupos: hipoxia crénica intermitente de 3 dias (HCI 3 dias) e

previamente submetidos a HCI seguida de HCI de 3 dias (Pré-HCI/HCI 3 dias). Os resultados sdo

expressos como média + erro padrao da média.



88

Efeitos do pré-condicionamento a hipoxia mantida (HM) sobre as alteracGes
cardiovasculares e respiratorias promovidas por uma nova exposicdo a hipdxia

cronica intermitente (HCI)

Variaveis cardiovasculares basais

Na Figura 21 podemos observar os valores médios da pressdo arterial média,
da pressao arterial sistélica, da pressdo arterial diastolica e da frequéncia cardiaca nos 3
grupos estudados. Ao final do protocolo os valores de pressdo arterial média foram
superiores em ambos os grupos submetidos a HCI (HCI, 105 * 2; Pré-HM, 106 * 2
mmHg) em relacdo ao grupo Con (98 £ 1 mmHg; p < 0,05; painel A). A exposicao
prévia @ HM nao influenciou a elevacdo da pressdo arterial média promovida pela HCI
entre os grupos (HCI e Pré-HM; p > 0,05).

A exposicdo a HCI elevou a pressao arterial sistélica dos grupos HCI (133 + 3
mmHg) e Pré-HM (131 £ 2 mmHg) em comparagédo aos animais do grupo Con (123 £ 1
mmHg; p < 0,05; painel B). Ndo houve efeito adicional trazido pela pré-exposicao a
HM (HCI e Pré-HM; p > 0,05). Os niveis de pressdo arterial diastolica foram superiores
nos grupos HCI (86 £ 2 mmHg) e Pré-HM (88 £ 3 mmHg) em relacdo aos animais do
grupo Con (80 £ 1 mmHg; p< 0,05; painel C). Efeito que foi independente da pré-
exposicdo a HM (HCI e Pré-HM; p > 0,05). Os valores de frequéncia cardiaca basal
foram superiores nos grupos HCI (427 £ 9 bpm) e Pré-HM (446 £ 9 bpm) quando
comparados ao grupo Con (386 £ 5 bpm; p < 0,05; painel D). No entanto, ndo houve

diferenca entre os grupos HCI e Pré-HM (p > 0,05).
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Figura 21. Painel A, pressdo arterial média (PAM); painel B, pressdo arterial sistélica (PAS); painel C,
pressao arterial diastolica (PAD); e painel D, frequéncia cardiaca (FC) basais registradas 24 horas ap6s o
encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle (Con), hipdxia crénica intermitente (HCI) e

previamente submetidos a HM (Pré-HM). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da

média. (*) p < 0,05.

Variaveis respiratorias basais

Na Figura 22 sdo apresentados os valores médios da frequéncia respiratéria, do
volume corrente, e da ventilacdo nos 3 grupos estudados. A frequéncia respiratéria basal
ndo foi alterada por nenhum dos protocolos de hipoxia (painel A). Os valores médios da
frequéncia respiratdria em cada grupo sdo: Con, 108 + 3; HCI, 111 £ 5; Pré-HM, 120 +
5 ciclos por minuto (p > 0,05).

O volume corrente foi significativamente maior no grupo HCI (12,5 + 0,4

mL/kg) em relagdo ao grupo Con (10,6 = 0,4 mL/kg; p < 0,05). No entanto, o grupo
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Con e o grupo pré-HM (12,0 £ 0,5 mL/kg) apresentaram valores similares de volume
corrente (p > 0,05; painel B). A ventilacdo basal também foi significativamente maior
no grupo HCI (1484,3 + 61,5 mL.kg™ .min™%), quando comparada ao grupo Con (1141,2
+ 44,7 mL.kg™.min™"; p < 0,05). Os valores de ventilagéo basal foram similares entre os

grupos Con e pré-HM (1318,1 + 74,7 mL.kg™.min*; p > 0,05; painel C).
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Figura 22. Painel A, frequéncia respiratéria (f); painel B, volume corrente; painel C, ventilacdo basal,
registrados 24 horas apds o encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle (Con), hipéxia
crénica intermitente (HCI) e previamente submetidos a HM (Pré-HM). Os resultados sdo expressos como

média + erro padrdo da média.

Duracéo das diferentes fases do ciclo respiratorio

Os valores médios da duracdo do ciclo respiratério, da inspiracdo e da expiracdo
nos grupos Con, HCI e Pré-HM sdo apresentados na Tabela 2. Nenhuma dessas

variaveis foi alterada pela pré-exposi¢do a HCI (p > 0,05).



91

Tabela 2. Valores basais da duragdo do ciclo respiratdrio, da inspiragdo e da expiragdo, registrados 24
horas ap6s o encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle (Con), hipoxia crénica
intermitente (HCI) e previamente submetidos 8 HM (Pré-HM). Os resultados séo expressos como média +

erro padrdo da média.

Con HCI Pré-HM
Duracéo do ciclo 596 + 19 596 + 26 535+ 19
(ms)
Duragéo da inspiragdo 238 + 7 236 + 10 224+ 7
(ms)
Duragdo da expiracao 358 +17 350 + 22 311+ 14

(ms)

Respostas cardiovasculares e respiratdrias a ativacao do quimiorreflexo

A bradicardia maxima em resposta a ativacdo do quimiorreflexo foi maior nos
grupos HCI (-346 £ 9 bpm) e Pré-HM (-370 = 10 bpm), quando comparados ao grupo
Con (-312 + 9 bmp; p < 0,05; painel A, Figura 23). Por outro lado, a magnitude da
resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo ndo diferiu entre os grupos (Con, 64 + 2;

HCI, 66 + 3; Pré-HM, 66 + 4 mmHg; p >0,05; painel B, Figura 23).
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Figura 23. Painel A, tracados de um rato representativo dos grupos controle (Con), hipdxia crénica

intermitente (HCI) e previamente submetidos 8 HM (Pré-HM). O painel B mostra os valores e a média da

resposta da frequéncia cardiaca (FC) e o painel C mostra os valores e a media da resposta da pressao

arterial média (PAM) em resposta a ativagdo do quimiorreflexo com cianeto de potéssio (KCN), avaliada

24 horas ap6s o encerramento do protocolo experimental nos grupos Con, HCI e Pré-HM. Os resultados

s80 expressos como média + erro padrdo da média. (*) p < 0,05.



93

A Figura 24 mostra que a magnitude da taquipneia em resposta a ativacdo do
quimiorreflexo ndo foi diferente entre os grupos Con (205 + 12 ciclos por minuto), HCI
(213 + 10 ciclos por minuto), e Pré-HM (239 + 22 ciclos por minuto). A magnitude da
resposta respiratoria foi superior no grupo Pré-HM em relacdo ao grupo Con apds a
ativacdo do quimiorreflexo com KCN (4 seg., p < 0,05). Nao foram observadas

diferencas significativas entre os grupos Con e HCI.

—— Con *
—— HCI
—— Pré-HM

0 ] 1 ] | ] | ] L) ] ] I ] | ]
-18-16-14-12-10 -8 -6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (s)

Figura 24. Média da frequéncia respiratoria (f) avaliada a cada 2 segundos, durante 20 segundos antes e
20 segundos ap6s a ativacdo do quimiorreflexo com cianeto de potassio (KCN; indicado pela seta
vermelha), realizada 24 horas apds o encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle (Con),
hipdxia cronica intermitente (HCI) e previamente submetidos a HM (Pré-HM). Os resultados sdo

expressos como média + erro padrdo da média. (*) p < 0,05.

Respostas cardiovasculares em resposta a ativacdo do barorreflexo

A magnitude da resposta pressora em resposta a injecdo de fenilefrina foi
similar entre os grupos (Con, 42 + 2; HCI, 43 £ 2; Pré-HM, 43 £ 2 mmHg; p > 0,05;

painel B, Figura 25). Da mesma forma, a bradicardia reflexa em resposta a essas
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elevacbes da pressdo arterial apds a administragdo da droga também ndo foram
diferentes entre os grupos (Con, -63 + 10; HCI, -72 + 7; Pré-HM, -61 + 7 bpm; p > 0,05;

painel A, Figura 25).
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Figura 25. Painel A, tracados de um rato representativo dos grupos controle (Con), hipdxia crénica
intermitente (HCI) e previamente submetidos @ HM (Pré-HM). O painel B mostra os valores e a média da
bradicardia reflexa (AFC) e o painel C mostra os valores e a média da elevacéo na pressao arterial média
(APAM) em resposta a injecdo de fenilefrina 24 horas ap6s o encerramento do protocolo experimental nos

grupos Con, HCI e Pré-HM. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média.
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A magnitude da resposta pressora (A PAM) em resposta a injecdo de
nitroprussiato de sédio foi semelhante entre os grupos (Con, -33 + 2; Grupo HCI, -36 +
2; Pré-HM, -40 £ 2 mmHg; painel B, Figura 26). A taquicardia reflexa em resposta a
queda da pressdo arterial também ndo foi alterada pelos protocolos de hipdxia entre os

grupos (Con 76 = 8; HCI, 72 £ 4; Pré-HM, 71 £+ 8 bpm; p > 0,05; painel A, Figura 26).
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Figura 26. Painel A, tracados de um rato representativo dos grupos controle (Con), hipdxia crénica
intermitente (HCI) e previamente submetidos a HM (Pré-HM). O painel B mostra os valores e a média da
bradicardia reflexa (AFC) e o painel C mostra os valores e a média da queda da presséo arterial média
(APAM) em resposta & inje¢do de nitroprussiato de sodio 24 horas apds o encerramento do protocolo
experimental nos grupos Con, HCI e Pré-HM. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da

média.
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Influéncia do pré-condicionamento a hipdxia crénica intermitente (HCI) sobre o

desenvolvimento da hipertensdo renal 1 rim, 1 clipe (1R, 1C)

Peso corporal

O peso corporal dos animais no dia do registro das varidveis
cardiorrespiratorias foi: Con-Sham, 323 + 7; Con-1R, 1C, 306 + 6; HCI-Sham, 286 + 7
e HCI-1R, 1C, 311 + 6 gramas (Figura 27). Apenas o grupo HCI-Sham apresentou

menor peso corporal em relagédo ao grupo HCI-1R, 1C (p < 0,05).
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Figura 27. Peso corporal avaliado 24 horas apds o encerramento do protocolo experimental. nos grupos:
controle seguido de cirurgia Sham (Con-Sham); controle seguido de cirurgia 1R, 1C (Con-1R, 1C);
hipdxia crénica intermitente seguida de cirurgia Sham (HCI-Sham) e hipdxia cronica intermitente seguida
de cirurgia 1R, 1C (HCI-1R, 1C). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. (*) p

< 0,05.
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Como podemos observar na Figura 28, ndo houve associagdo entre 0 peso
corporal dos animais submetidos a cirurgia para instalagdo do modelo 1R, 1C e os
niveis de pressao arterial média obtidos no dia do registro (p > 0,05). A inclinacdo da
reta gerada pelo modelo de regressdo mostra que para cada grama de peso corporal, a
pressao arterial média desses animais aumenta 0,148 mmHg, o que ndo foi considerado
significativamente diferente de zero. Adicionalmente, apenas 2% da variabilidade
encontrada pode ser explicada pela associagdo entre o peso corporal dos animais e 0s

valores de pressdo arterial média, sendo os outros 98% atribuidos a outros fatores.

PAM (mmHg)
D @&

< <

1 1
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260 280 300 320 340 360 38
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Figura 28. Grafico de dispersdo entre o peso corporal e a pressdo arterial média (PAM) basal registrada
24 horas apds o encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle seguido de cirurgia 1R, 1C
(Con-1R, 1C) e hipdxia crénica intermitente seguida de cirurgia 1R, 1C (HCI-1R, 1C). A figura acima
mostra que ndo hé associacgdo entre o peso corporal dos animais e os valores de PAM obtidos no dia do
registro. A linha continua mostra a “best fit line” calculada na regressio linear pelo métodos dos minimos

quadrados, enquanto que as linhas tracejadas representam as bandas de confianca (95%).
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Variaveis cardiovasculares basais

Na Figura 29 podemos observar os valores médios da pressdo arterial média,
da pressao arterial sistélica, da pressdo arterial diastélica e da frequéncia cardiaca nos 4
grupos estudados. Ao final do protocolo experimental, a pressao arterial média do grupo
Con-1R, 1C (140 £ 6 mmHg) foi significativamente superior em relagcdo ao grupo Con-
Sham (96 £ 1 mmHg; painel A). Da mesma forma, a pressdo arterial média do grupo
HCI-1R, 1C (117 £ 3 mmHg) foi maior em relagdo a do grupo HCI-Sham (94 = 1
mmHg; p < 0,05). N&do observamos diferengas nos niveis de pressao arterial média entre
0s grupos Con-Sham e HCI-Sham (p < 0,05). No entanto, a presséo arterial média do
grupo HCI-1R, 1C foi significativamente menor quando comparada com a do grupo
Con-1R, 1C.

Os valores de pressdo arterial sistolica foram significativamente maiores nos
grupos Con-1R, 1C (179 £ 8 mmHg) e HCI-1R, 1C (150 £ 4 mmHg) em relacdo aos
seus respectivos controles (Con-Sham, 121 + 2 e HCI-Sham, 118 + 1 mmHg; p < 0,05;
painel B). Nao houve diferenca significativa entre os valores de presséao arterial sistolica
entre os grupos Con-Sham e HCI-Sham, embora o grupo HCI-1R, 1C tenha apresentado
valores significativamente menores quando comparados aos do grupo Con-1R, 1C. A
pressdo arterial diastolica foi superior nos grupos Con-1R, 1C (111 + 5 mmHg) e HCI-
1R, 1C (91 £ 3 mmHg) em relagdo aos grupos Con-Sham (78 £ 1 mmHg) e HCI-Sham
(76 £ 1 mmHg; p < 0,05; painel C), respectivamente. Ndo houve diferenca significativa
entre os grupos Con-Sham e HCI-Sham (p > 0,05), mas os niveis de pressao arterial
diastdlica foram significativamente menores no grupo HCI-1R, 1C em relacdo ao grupo

Con-1R, 1C (p < 0,05). Os valores de frequéncia cardiaca basal nos grupos foram: Con-
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Sham, 363 = 7; Con-1R, 1C, 394 £ 16; HCI-Sham, 350 + 7 e HCI-1R, 1C, 364 + 6 bpm.

N&o houve diferenga significativa na frequéncia cardiaca basal entre os 4 grupos

analisados (painel D).
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Figura 29. Painel A, pressao arterial média (PAM); painel B, pressao arterial sistélica (PAS); painel C,

pressao arterial diastolica (PAD); e painel D, frequéncia cardiaca (FC) basais registradas 24 horas ap6s o

encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle seguido de cirurgia Sham (Con-Sham);

controle seguido de cirurgia 1R, 1C (Con-1R, 1C); hipdxia cronica intermitente seguida de cirurgia Sham

(HCI-Sham) e hipdxia crbnica intermitente seguida de cirurgia 1R, 1C (HCI-1R, 1C). Registros

cardiovasculares foram realizados 9 dias ap6s o procedimento cirlrgico 1R, 1C e os resultados sdo

expressos como média + erro padrdo da média. (*) p < 0,05.

Variaveis respiratorias basais

Na Figura 30 podemos observar os valores médios da frequéncia respiratoria,

do volume corrente, e da ventilacdo nos 4 grupos estudados. A frequéncia respiratOria
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basal foi semelhante nos diferentes grupos experimentais estudados (p > 0,05; painel
A). Os valores de frequéncia respiratoria basal para cada grupo foram: Con-Sham, 113
+ 3; Con-1R, 1C, 120 + 5; HCI-Sham, 109 + 6; HCI-1R, 1C, 123 + 4 ciclos por minuto.
Os valores de volume corrente na condicdo basal também foram similares entre
0S grupos experimentais (p > 0,05; painel B). Os valores de volume corrente para cada
grupo foram: Con-Sham, 10,9 + 0,5; Con-1R, 1C, 11,2 £ 0,6; HCI-Sham, 10,6 £ 0,7;
HCI-1R, 1C, 11,0 + 0,3 mL/kg. A ventilacdo basal também néo foi diferente entre os
grupos avaliados (p > 0,05; painel C). Os valores de ventilagcdo entre os grupos foram:
Con-Sham, 1245,0 + 83,5; Con-1R, 1C, 1346,8 + 86,6; HCI-Sham, 1100,9 + 50,5; HCI-

1R, 1C, 1350,2 + 52,3 mL.kg™.min,



103

180 . 204
160 ¢
. < - © o*
140 . 00 e = 154 o
) t ®000® = ooo ° o
%040 @ o]
g ol —E- o —uE ¥ - O seagts
o H . & %— "%‘
& 160 8 % oo o o= 104 082000 Seee 2 94
Z 80 5 EE o* %08 .
60 I
! 5
40 @ -
CT T T T T T T T T
Con-Sham Con-1R, 1C HCI-Sham HCI-1R, 1C Con-Sham Con-1R, 1C HCI-Sham HCI-1R, 1C
(n=18) n=18) (n=15) n=19) m=17) n=18) (n=15) n=19)
2500
L]
. 20004 o
o ) %%
s = oo o >
'S E 1500 * %0 3 3.._!
E s © 0o »
S = 1000 oo,
: = Ogg see® ©00 .
=
~ 500
0 T T T T
Con-Sham  Con-1R,1C  HCI-Sham HCI-1R, 1C
n=17) (n=18) (n=15) n=19)

Figura 30. Painel A, frequéncia respiratéria (f); painel B, volume corrente; painel C, ventilacdo basal,

registrados 24 horas apds o encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle seguido de

cirurgia Sham (Con-Sham); controle seguido de cirurgia 1R, 1C (Con-1R, 1C); hipdxia crénica

intermitente seguida de cirurgia Sham (HCI-Sham) e hipdxia cronica intermitente seguida de cirurgia 1R,

1C (HCI-1R, 1C). Registros cardiovasculares foram realizados 9 dias apds o procedimento cirdrgico 1R,

1C e os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média.

Duracéo das diferentes fases do ciclo respiratorio

Os valores médios da duracdo do ciclo respiratério, da inspiracdo e da

expiracdo nos grupos Con-Sham, Con-1R, 1C, HCI-Sham e HCI-1R, 1C sdo

apresentados na Tabela 3. Nenhuma dessas variaveis foi alterada pela pré-exposicao a

HCI (p > 0,05).
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Tabela 3. Duracdo do ciclo respiratorio, da inspiragdo e da expiragdo, registrados 24 horas ap6s o
encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle sequido de cirurgia Sham (Con-Sham);
controle seguido de cirurgia 1R, 1C (Con-1R, 1C); hipdxia cronica intermitente seguida de cirurgia Sham
(HCI-Sham) e hipdxia cronica intermitente seguida de cirurgia 1R, 1C (HCI-1R, 1C). Registros
cardiovasculares foram realizados 9 dias ap6s o procedimento cirdrgico 1R, 1C e os resultados sdo

expressos como média * erro padréo da média.

(Er’n:‘;agao do ciclo 564 + 25 532+ 25 605 + 54 506 + 17
a‘:)ra‘?éo da inspiracdo 22547 225+ 10 220+ 11 222410
Duragao da expiragao 338+ 25 307+ 18 385+ 47 284 + 10

(ms)

Blogueio ganglionar

Na Figura 31 podemos observar a pressdo arterial media no periodo basal, e
apos a injecdo intravenosa de losartan, AVPx e hexametdnio (painel A). A queda da
pressdo arterial em resposta ao bloqueio ganglionar com hexametdnio foi maior no
grupo Con-1R, 1C (-62 £ 3 mmHg) em relacdo ao grupo Con-Sham (-44 + 2 mmHg; p
< 0,05; painel B, Figura 31). No entanto, a queda de pressdo ap0s a administracdo do
hexamet6nio ndo diferiu entre os grupos HCI-Sham (-44 = 3 mmHg) e HCI-1R, 1C (-52
+ 3 mmHg; p > 0,05), enquanto a queda de pressdo observada no grupo HCI-1R, 1C foi

menor quando comparada ao grupo Con-1R, 1C (p < 0,05).
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Figura 31. Protocolo de bloqueio ganglionar com hexameténio. Painel A, pressdo arterial média (PAM)
antes (basal), apds a injecdo sequencial de losartan, AVPx e hexametonio. Painel B, variagdes na PAM
promovidas pela injecdo de hexamet6nio realizada 24 horas ap6s o encerramento do protocolo
experimental nos grupos: controle seguido de cirurgia Sham (Con-Sham); controle seguido de cirurgia
1R, 1C (Con-1R, 1C); hipdxia cronica intermitente seguida de cirurgia Sham (HCI-Sham) e hipoxia
cronica intermitente seguida de cirurgia 1R, 1C (HCI-1R, 1C). Os registros cardiovasculares foram
realizados 9 dias ap6s o procedimento cirdrgico 1R, 1C e os resultados séo expressos como média + erro

padrdo da média. (*) p < 0,05.
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Participacdo da inervacdo renal no pré-condicionamento promovido pela hipoxia
cronica intermitente (HCI) sobre o desenvolvimento da hipertensdo renal 1 rim, 1

clipe (1R, 1C)

Variaveis cardiovasculares basais

Na Figura 32 podemos observar os valores médios da pressdo arterial média,
da pressao arterial sistélica, da pressdo arterial diastélica e da frequéncia cardiaca nos 4
grupos estudados. Apos a desnervagéo renal, o aumento de pressao arterial promovido
pelo modelo de hipertensdo 1R, 1C foi significativamente reduzido. Os grupos Con-1R,
1C/DR (109 = 3 mmHg) e HCI-1R, 1C/DR (109 + 4 mmHg) apresentaram os valores de
pressdo arterial meédia significativamente menores quando comparados aos Seus
controles Con-1R, 1C/DR Sham (153 + 9 mmHg) e HCI-1R, 1C/DR Sham (135 + 6
mmHg; p < 0,05; painel A), respectivamente. As diferencas entre os grupos Con-1R,
1C/DR Sham e HCI-1R, 1C/DR Sham (p < 0,05), ndo foram mais observadas apds a
desnervacéo renal (Con-1R, 1C/DR vs HCI-1R, 1C/DR; p > 0,05).

Os valores de pressao arterial sistolica foram significativamente maiores nos
grupos Con-1R, 1C/DR Sham (180 + 11 mmHg) e HCI-1R, 1C/DR Sham (164 + 8
mmHg), quando comparados aos grupos Con-1R, 1C/DR (128 + 4 mmHg) e HCI-1R,
1C/DR (130 + 6 mmHg; painel B), respectivamente. Nao foram identificadas diferencas
entre 0s grupos Con-1R, 1C/DR Sham e HCI-1R, 1C/DR Sham, assim como entre 0s
grupos Con-1R, 1C/DR e HCI-1R, 1C/DR (p > 0,05). A pressao arterial diast6lica dos
grupos Con-1R, 1C/DR Sham (129 £ 9 mmHg) e HCI-1R, 1C/DR Sham (109 £ 5

mmHg) foi maior em relacdo aos grupos Con-1R, 1C/DR (92 + 3 mmHg) e HCI-1R,
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1C/DR (91 = 5 mmHg; painel C), respectivamente. Por outro lado, o grupo Con-1R,
1C/DR Sham apresentou niveis superiores de pressao arterial diastolica em relagdo aos
encontrados no grupo HCI-1R, 1C/DR Sham (p < 0,05). No entanto, ndo foram
encontradas diferencas significativas na pressdo arterial diastolica entre os grupos Con-
1R, 1C/DR e HCI-1R, 1C/DR (p > 0,05). N& houve diferenga significativa na
frequéncia cardiaca basal entre os grupos (p > 0.05; painel D). Os valores médios de
frequéncia cardiaca encontrados em cada grupo foram os seguintes: Con-1R, 1C/DR
Sham, 326 + 17; Con-1R, 1C/DR, 334 + 18; HCI-1R, 1C/DR Sham, 340 + 17; HCI-1R,

1C/DR, 374 + 30 bpm.
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Figura 32. Painel A, pressdo arterial média (PAM); painel B, pressdo arterial sistélica (PAS); painel C,
pressao arterial diastolica (PAD); e painel D, frequéncia cardiaca (FC) basais registradas 24 horas ap6s o
encerramento do protocolo experimental nos grupos: controle seguido de cirurgia 1R, 1C + desnervacéo
renal Sham (Con-1R, 1C/DR Sham); controle seguido de cirurgia 1R, 1C + desnervacéo renal (Con-1R,
1C/DR); hipoxia cronica intermitente seguida de cirurgia 1R, 1C + desnervagdo renal Sham (HCI-1R,
1C/DR Sham) e hipdxia cronica intermitente seguida de cirurgia 1R, 1C + desnervacdo renal (HCI-1R,
1C/DR). Registros cardiovasculares foram realizados 9 dias ap6s o procedimento cirtrgico 1R, 1C e o0s

resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. (*) p < 0,05.
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Participacdo dos quimiorreceptores periféricos no pré-condicionamento promovido
pela hipoxia crénica intermitente (HCI) sobre o desenvolvimento da hipertenséo

renal 1 rim, 1 clipe (1R, 1C)

Variaveis cardiovasculares basais

Na Figura 33 podemos observar os valores médios da pressao arterial média,
da pressao arterial sistélica, da pressdo arterial diastolica e da frequéncia cardiaca nos 3
grupos estudados. Os animais submetidos ao modelo de hipertenséo renal 1R, 1C
(RCC/Con-1R, 1C, 135 £ 6; RCC/HCI-1R, 1C, 128 + 6 mmHg) desenvolveram niveis
de presséo arterial media significativamente maiores que os observados no grupo Sham-
Con (99 = 2 mmHg; painel A). No entanto, com a remoc¢do prévia do corpusculo
carotideo, verificamos que o efeito do pré-condicionamento promovido pela HCI sobre
0 modelo de hipertensdo 1R, 1C foi abolido (RCC/Con-1R, 1C vs RCC/HCI-1R, 1C; p
> 0,05).

Os valores de pressdo arterial sistolica foram significativamente maiores nos
grupos RCC/Con-1R, 1C (162 + 8 mmHg) e RCC/HCI-1R, 1C (145 £ 6 mmHg),
quando comparados ao grupo Sham-Con (116 £ 3 mmHg; p > 0,05; painel B). Néo
foram identificadas diferencas entre os grupos RCC/Con-1R, 1C e RCC/HCI-1R, 1C (p
> 0,05). Os valores de pressao arterial diastolica foram significativamente superiores
nos grupos RCC/Con-1R, 1C e RCC/HCI-1R, 1C (111 £ 5 e 110 £ 6 mmHg,
respectivamente), em relacdo ao grupo Sham-Con (85 = 3 mmHg; painel C). No
entanto, os niveis de pressdo arterial observados nos grupos RCC/Con-1R, 1C e
RCC/HCI-1R, 1C nao foram diferentes (p > 0,05). Ndo observamos diferencas

significativas na frequéncia cardiaca entre os grupos experimentais (p > 0,05; painel D).
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Os valores médios de frequéncia cardiaca obtidos em cada grupo foram: Sham-Con, 347

+9; RCC/Con-1R, 1C, 357 + 15 e RCC/HCI-1R, 1C, 388 + 20 bpm.
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Figura 33. Painel A, pressao arterial média (PAM); painel B, pressao arterial sistélica (PAS); painel C,

pressao arterial diastolica (PAD); e painel D, frequéncia cardiaca (FC) basais registradas 24 horas ap6s o

encerramento do protocolo experimental nos grupos: cirurgia de remogao do corpusculo carotideo Sham

seguida de controle + cirurgia 1R, 1C (Sham-Con); cirurgia de remocdo do corpusculo carotideo seguida

de controle + cirurgia 1R, 1C (RCC/Con-1R, 1C); cirurgia de remogdo do corpusculo carotideo seguida

de hipoxia crénica intermitente + cirurgia 1R, 1C (RCC/HCI-1R, 1C). Registros cardiovasculares foram

realizados 9 dias apds o procedimento cirdrgico 1R, 1C e os resultados sdo expressos como média * erro

padrdo da média. (*) p < 0,05.
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Bloqueio ganglionar

Na Figura 34 podemos observar a pressdo arterial media no periodo basal, e
apos a injecdo intravenosa de losartan, AVPx e hexameténio (painel A). O protocolo de
bloqueio ganglionar mostrou que a queda da pressdo arterial média promovida pela
injecdo de hexamet6nio foi maior nos grupos RCC/Con-1R, 1C e RCC/HCI-1R, 1C (-
60 + 4 e -63 £ 7 mmHg, respectivamente), quando comparados ao grupo Sham-Con (-
37 £ 2 mmHg). No entanto, ndo houve diferenca entre os grupos RCC/Con-1R, 1C e

RCC/HCI-1R, 1C (p > 0,05; painel B, Figura 34).



112

A)
1401
1304
1204
~ 1104
)
= 1004
£
£ 901
= 804
;:- 704
0 —e— Sham-Con
- —+— RCC/Con-1R, 1C
N —— RCC/HCI-1R, 1C
0 L] L] L L]
Basal Losartan AVPx Hexametonio
B)
Sham-Con RCC/Con-1R, 1C RCC/HCI-1R, 1C
(n=28) n=7) n=7)
0 | | |
=)
= 2204
£ S
: g oO L ]
=0 %
= = -404
£ 2 o
E = y
~ D S —
= = _60- % ce
=< -
= —F
<< g‘ * °
£ -804
B e
!
-100- *

Figura 34. Protocolo de bloqueio ganglionar com hexamet6nio. Painel A, pressdo arterial média (PAM)
antes (basal), apds a injecdo sequencial de losartan, AVPx e hexametonio. Painel B, variagdes na PAM
promovidas pela injecdo de hexametbnio realizada 24 horas ap6s o encerramento do protocolo
experimental nos grupos: cirurgia de remocdo do corpusculo carotideo Sham seguida de controle +
cirurgia 1R, 1C (Sham-Con); cirurgia de remogéo do corpusculo carotideo seguida de controle + cirurgia
1R, 1C (RCC/Con-1R, 1C); cirurgia de remoc¢do do corpusculo carotideo seguida de hipdxia cronica
intermitente + cirurgia 1R, 1C (RCC/HCI-1R, 1C). Os registros cardiovasculares foram realizados 9 dias

apos o procedimento cirdrgico 1R, 1C e os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média.

(*) p < 0,05.
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Efeitos do pré-condicionamento a hipdxia crénica intermitente (HCI) sobre o
desenvolvimento da hipertensdo arterial em ratos espontaneamente hipertensos

(SHR)

Variaveis cardiovasculares basais

Na Figura 35 podemos observar os valores médios da pressao arterial média,
da pressao arterial sistélica, da pressdo arterial diastélica e da frequéncia cardiaca nos 4
grupos estudados. Os valores de pressdo arterial média basal foram superiores nos
grupos SHR-Con (138 + 2 mmHg) e SHR-HCI (133 + 3 mmHg) em comparacdo aos
seus controles WKY-Con (104 + 2 mmHg) e WKY-HCI (104 = 1 mmHg; p < 0,05;
painel A), respectivamente. No entanto, ndo houve diferenca entre os grupos WKY-Con
e WKY-HCI (p > 0,05), assim como entre 0s grupos SHR-Con e SHR-HCI (p > 0,05).

A pressao arterial sistélica basal também foi significativamente maior nos
grupos SHR-Con (165 + 3 mmHg) e SHR-HCI (155 + 4 mmHg) em comparacdo aos
seus controles WKY-Con (124 + 3 mmHg) e WKY-HCI (121 + 1 mmHg; painel B),
respectivamente. N&o houve diferenca significativa entre os grupos WKY-Con e WKY -
HCI, assim como entre os grupos SHR-Con e SHR-HCI (p > 0,05). Da mesma forma,
os valores de pressdo arterial diastolica basal foram significativamente maiores nos
grupos SHR-Con (112 + 3 mmHg) e SHR-HCI (113 + 4 mmHg) em comparacdo aos
seus controles WKY-Con (87 £ 3 mmHg) e WKY-HCI (87 £ 2 mmHg; p < 0,05; painel
C), respectivamente. Os valores de pressao arterial diastdlica ndo foram diferentes entre
0s grupos WKY-Con e WKY-HCI, assim como entre os grupos SHR-Con e SHR-HCI

(p > 0,05). No que diz respeito a frequéncia cardiaca basal, os grupos SHR-Con (356 *
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6 bpm) e SHR-HCI (389 + 14 bpm) apresentaram valores significativamente elevados
quando comparados aos seus respectivos controles WKY-Con (309 + 10 bpm) e WKY -
HCI (304 £ 6 bpm; p < 0,05; painel D). Os valores de frequéncia cardiaca basal nos

grupos controle WKY-Con e WKY-HCI ndo foram diferentes entre os grupos estudados

(p > 0,05).
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Figura 35. Painel A, pressdo arterial média (PAM); painel B, pressdo arterial sistélica (PAS); painel C,
pressao arterial diastolica (PAD); e painel D, frequéncia cardiaca (FC) basais registradas 24 horas ap6s o
encerramento do protocolo experimental nos grupos: ratos Wistar Kyoto submetidos ao controle (WKY-
Con); ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao controle (SHR-Con); ratos Wistar Kyoto
submetidos a hipdxia crénica intermitente (WKY-HCI); ratos espontaneamente hipertensos submetidos a
hipoxia cronica intermitente (SHR-HCI). Os resultados sdo expressos como media + erro padrdo da

média. (*) p < 0,05.
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Variéveis respiratérias basais

Na Figura 36 podemos os valores médios da frequéncia respiratoria, do volume
corrente, e da ventilagdo nos 4 grupos estudados. N&o foram detectadas diferencas
significativas na frequéncia respiratéria basal entre os grupos (p > 0,05; painel A). Os
valores medios da frequéncia respiratoria referentes a cada grupo experimental foram os
seguintes: WKY-Con, 93 + 9; SHR-Con, 89 + 4; WKY-HCI, 99 + 6; SHR-HCI, 84 £ 4
ciclos por minuto.

N&o foram observadas diferencas significativas no volume corrente na condigéo
basal entre os grupos (painel B). Os valores médios de volume corrente referentes a
cada grupo experimental foram os seguintes: WKY-Con, 13,0 + 1,7; SHR-Con, 15,7 +
1,2; WKY-HCI, 13,4 + 0,7; SHR-HCI, 14,9 £ 1,8 mL/kg. Ndo foram encontradas
diferencas significativas nos valores médios da ventilacdo basal entre os grupos (p >
0,05; painel C). Os valores médios da ventilacdo referentes a cada grupo experimental
foram os seguintes: WKY-Con, 1159,9 + 117,9; SHR-Con, 1414,2 £+ 156,7; WKY-HCI,

1381,4 + 118,1; SHR-HCI, 1307,4 + 140,0 mL.kg™.min™.
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Figura 36. Frequéncia Painel A, frequéncia respiratoria (f); painel B, volume corrente; painel C,

ventilacdo basal, registrados 24 horas apds o encerramento do protocolo experimental nos grupos: ratos

Wistar Kyoto submetidos ao controle (WKY-Con); ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao

controle (SHR-Con); ratos Wistar Kyoto submetidos a hipdxia crénica intermitente (WKY-HCI); ratos

espontaneamente hipertensos submetidos a hipdxia cronica intermitente (SHR-HCI). Os resultados sdo

expressos como média + erro padrao da média.

Duracéo das diferentes fases do ciclo respiratério

A duracdo do ciclo respiratorio, da inspiracdo e da expiracdo foi semelhante entre os

grupos analisados (p > 0,05). Os valores referentes a cada grupo estdo apresentados na

Tabela 4.
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Tabela 4. Duragdo do ciclo respiratério, da inspiracdo e da expiracdo registrados 24 horas ap6s o0
encerramento do protocolo experimental nos grupos: ratos Wistar Kyoto submetidos ao controle (WKY-
Con); ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao controle (SHR-Con); ratos Wistar Kyoto
submetidos a hipoxia cronica intermitente (WKY-HCI); ratos espontaneamente hipertensos submetidos a

hipoxia cronica intermitente (SHR-HCI). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da

média.

En‘:)raqao do ciclo 709 +58 712432 63135 765 + 33
(2;‘;""95‘0 da inspiracdo 375+37 360 +31 332423 380 + 34
Duragdo da expiragdo 334+ 26 352 +41 298 + 20 383+ 15

(ms)

Blogueio ganglionar

Na Figura 37 podemos observar a pressdo arterial media no periodo basal, e
apos a injecdo intravenosa de losartan, AVPx e hexametdnio (painel A). A queda na
pressdo arterial média observada apds a injecdo de hexameténio foi significativamente
maior nos grupos SHR-Con (-64 £ 2 mmHg) e SHR-HCI (-67 £ 3 mmHg), quando
comparada com os grupos WKY-Con (-51 £ 4 mmHg) e WKY-HCI (-54 + 3 mmHg; p
< 0,05). Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos SHR-Con e
SHR-HCI, assim como entre os grupos WKY-Con e WKY-HCI (p > 0,05; painel B,

Figura 37).
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Figura 37. Protocolo de bloqueio ganglionar com hexameténio. Painel A, pressdo arterial média (PAM)
antes (basal), apds a injecdo sequencial de losartan, AVPx e hexametonio. Painel B, variagdes na PAM
promovidas pela injecdo de hexametbnio realizada 24 horas ap6s o encerramento do protocolo
experimental nos grupos: ratos Wistar Kyoto submetidos ao controle (WKY-Con); ratos espontaneamente
hipertensos submetidos ao controle (SHR-Con); ratos Wistar Kyoto submetidos & hipdxia crénica
intermitente (WKY-HCI); ratos espontaneamente hipertensos submetidos a hipdxia cronica intermitente

(SHR-HCI). Os resultados sao expressos como média + erro padrdo da média. (*) p < 0,05.
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5. DISCUSSAO
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Efeitos do pré-condicionamento a hipdxia cronica intermitente (HCI) sobre as
alteracdes cardiovasculares e respiratdrias promovidas por uma segunda exposi¢cdo a
HCI

Nesse protocolo investigamos os efeitos de uma exposicdo prévia a HCI sobre
as alteracBes cardiovasculares e respiratdrias normalmente observadas em resposta a
uma segunda exposicdo. Apesar das evidéncias experimentais indicando que diferentes
tipos de pré-condicionamento protegem o sistema cardiovascular de outros estimulos
futuros mais intensos (Katare et al., 2009; Redington et al., 2012), nos nossos
experimentos observamos alteracfes semelhantes em ratos pré-condicionados a HCI e
naives quando expostos a HCI. Isso indica que o pré-condicionamento, pelo menos
nessas condigdes experimentais, ndo exerce o esperado efeito protetor sobre o sistema
cardiovascular.

Os grupos submetidos a HCI ficaram hipertensos, 0 que provavelmente esta
relacionado a um aumento da atividade simpatica. Evidéncias sobre o aumento da
atividade simpatica cardiovascular foi obtida por meio da variabilidade da pressao
arterial sistolica no dominio do tempo e da frequéncia (Zoccal et al., 2009). E que
oscilagbes da banda LF no espectro da pressdo arterial sistdlica estdo diretamente
relacionadas com o tdnus simpatico vasoconstrictor, enquanto que oscilacdes da banda
HF estdo relacionadas com a modulacdo respiratoria da pressdo arterial (Japundzic et
al., 1990; Malliani et al., 1991; Montano et al., 1994).

NOs observamos aumento da variancia total da pressdo arterial sistélica, assim
como da poténcia de LF em ambos 0s grupos expostos a HCI, o que sugere que a
modulacdo simpética da pressdo arterial sistolica estd elevada em ratos submetidos a

HCI. Esses resultados estdo de acordo com os reportados em estudos prévios do nosso
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laboratorio, que mostraram por meio de bloqueio ganglionar e da analise espectral
aumento da atividade simpatica em ratos expostos a HCI (Zoccal et al., 2009). Além
disso, a frequéncia cardiaca basal foi maior nos animais submetidos a HCI quando
comparada aquela registrada no grupo Con, o que também parece depender de uma
elevacdo na atividade simpética.

A poténcia da banda de HF, por outro lado, aumentou apenas no Grupo Pré-
HCI em relag&o ao grupo Con. Como mencionado acima, a poténcia da banda de HF no
espectro da pressdo arterial sistolica esta relacionada com a modulacdo da respiragdo
sobre a pressdo arterial e pode estar associada com: 1) alteragdes da pressdo
intratoracica durante o ciclo respiratorio, causadas especialmente por aferéncias de
receptores de estiramento pulmonar; 2) alteracdes no acoplamento entre neurdnios
geradores da atividade simpatica e respiratdria no bulbo. Ainda que a poténcia da banda
de HF esteja aumentada no grupo Pré-HCI em relacdo ao Con, ndo observamos
diferencas entre os grupos HCI e Pre-HCI. Nesse sentido, estudos prévios do nosso
laboratério mostraram aumento da poténcia de HF em animais expostos a HCI pela
primeira vez (Zoccal et al., 2009).

As variaveis ventilatdrias basais, medidas por meio da pletismografia de corpo
inteiro, ndo foram afetadas pela HCI. Todos os grupos avaliados apresentaram valores
similares de frequéncia respiratéria, volume corrente, ventilacdo e duracdo da
respiracdo, da inspiracdo e da expiracdo. Estudos anteriores mostraram que a respiracao
basal ndo ¢é afetada em animais adultos submetidos a HCI (McGuire et al., 2003). No
entanto, ha estudos mostrando que a exposicdo de ratos neonatos a HCI leva a diversas
disfuncdes respiratorias que permanecem até a vida adulta, como aumento da ventilacéo

e da frequéncia respiratoria, assim como respiracdo irregular (Nanduri et al., 2012;
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Reeves et al., 2006). Estudos de Pawar et al. (2008) compararam as respostas das
celulas do corpusculo carotideo a HCI entre ratos adultos e neonatos. A susceptibilidade
a HCI, a magnitude da sensibilizacdo, a reversibilidade da resposta e as mudancas
morfoldgicas das células glomus foram diferentes entre eles, indicando que ratos
neonatos sao mais afetados pela HCI que ratos adultos. O método utilizado para
avaliacdo dos paradmetros respiratorios também pode influenciar na interpretacdo dos
resultados obtidos. Estudos prévios do nosso laboratério mostraram por meio do
registro direto do nervo frénico, indicador da atividade inspiratéria, e do nervo
abdominal, indicador da atividade expiratoria, que a exposicdo a HCI promove
alteracdes em fases especificas ao longo do ciclo respiratério em ratos jovens (Zoccal et
al., 2008). No entanto, os resultados da pletismografia fornecem informacdes a respeito
da atividade integrada dos diferentes masculos respiratorios recrutados durante o ciclo
respiratdrio, ndo permitindo a distingdo entre eles.

Nossos resultados mostraram que a resposta cardiovascular e respiratoria do
quimiorreflexo ndo foi alterada ap6s a HCI. Estudos de Braga et al. (2006) mostraram
na preparacdo coracao-tronco cerebral isolados que a resposta de simpatoexcitacao e a
bradicardia promovida pela ativacdo do quimiorreflexo foi maior em ratos jovens
expostos a HCI. A frequéncia respiratéria, avaliada pela atividade do nervo frénico,
também estava aumentada 20 segundos apés a ativacdo do quimiorreflexo em animais
expostos a HCI, mas corroborando com 0s nossos resultados a frequéncia respiratoria
foi similar em todos os outros periodos analisados anteriormente (Braga et al., 2006).
Estudos de Marcus et al. (2010) mostraram que a resposta pressora apos 20 segundos de
apneia foi similar entre ratos adultos mantidos em normoxia e expostos a HCI. Por outro

lado, Nanduri et al. (2012) reportaram que a resposta ventilatdria a hipdxia foi maior em
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animais expostos a HCI no periodo neonatal. Possivelmente, a intensidade e duragao
dos protocolos de HCI, e a idade dos animais sdo responsaveis pelas diferencas entre os
estudos supracitados.

Adicionalmente, ndo observamos alteragdes na resposta cronotrépica
promovida pela ativagdo do barorreflexo, a qual foi analisada no pico da presséo arterial
atingido apds a injecdo de fenilefrina ou nitroprussiato de sédio em ratos adultos
expostos a 1 ou 2 protocolos de HCI. Estudos anteriores do nosso laboratério mostraram
que a resposta barorreflexa esta aumentada em ratos jovens submetidos a HCI por 10
dias, o que de acordo com os autores contribuiu para que a elevacéo da pressdo arterial
promovida pela HCI ndo fosse ainda maior (Zoccal et al., 2009). Outros estudos
reportaram reducdo do controle barorreflexo apos exposicdo a HCI (Lai et al., 2006;
Peng et al., 2012).

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que ndo houve influéncia
de uma pré-exposicdo a HCI sobre as respostas cardiovasculares e respiratorias
promovidas por uma nova exposicdo a HCI. As respostas cardiorrespiratorias
observadas ap0s a ativacdo do quimio- e do barorreflexo também ndo foram alteradas
pela HCI. Quando as variaveis cardiovasculares foram avaliadas apds 3 dias de
exposicdo a HCI, ndo houve diferenca da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca entre
0s animais pré-condicionados a HCI e animais naive, 0 que sugere que o aumento da
pressdo arterial e da frequéncia cardiaca em resposta a HCI ocorre de forma similar

entre esses dois grupos.
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Efeitos do pré-condicionamento a hipoxia mantida (HM) sobre as alteracfes
cardiovasculares e respiratorias promovidas por uma nova exposi¢do a hipoxia
cronica intermitente (HCI)

Nosso objetivo nesse protocolo foi avaliar uma possivel influéncia de outros
estimulos hipdxicos sobre as respostas cardiovasculares e respiratérias observadas apos
uma exposicdo a HCI. Ainda que nossos resultados anteriores tenham mostrado que a
pré-exposicdo a HCI ndo afetou as alteracBes cardiovasculares e respiratorias
promovidas pela HCI, nés testamos a hipétese de que outros estimulos hipdxicos como
a HM poderiam influenciar as respostas cardiovasculares e respiratorias a HCI. Nesse
sentido, os estudos de Reeves et al. (2003) mostraram que a exposi¢do de ratos adultos

durante 30 dias a HCI (FIO, 10% a cada 90 segundos, por 12 horas/dia) ou a HM
(F10,10% por 12 horas/dia) promoveu aumento da ventilagdo basal, o qual seria

mediado por mudancas distintas na relacdo entre frequéncia respiratoria e volume
corrente dependendo do protocolo de hipdxia adotado. Foi demonstrado por esses
autores que a HCI, mas ndo a HM estava relacionada com aumento da expressdo de
receptores NMDA na regido dorso-caudal do tronco cerebral (Reeves et al., 2003),
sugerindo que as adaptacOes observadas apés episddios de HCI ou HM envolvem
mecanismos celulares e moleculares diferentes.

Nossos resultados mostraram que ratos jovens previamente mantidos durante

24 horas em hipoxia (FIO, 10%) apresentam aumentos na pressdo arterial em resposta a

HCI similares aqueles observados em animais que ndo foram pré-condicionados. Por
outro lado, alteracBes na plasticidade neuronal capazes de influenciar os niveis
pressoricos em longo prazo foram observadas nos estudos de Ross et al. (2010), quando

a exposicdo a HM ocorreu em um periodo critico do desenvolvimento. Esses autores
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mostraram que ratos neonatos mantidos em hipoxia (FIO, 12% de P1 a P10) apresentam

niveis de pressao arterial elevados ap6s 2 meses de vida (Ross et al., 2010). Esses
estudos mostraram que a HM promove alteracfes plasticas no sistema cardiovascular
quando aplicada dentro dos primeiros dias de nascimento. Nossos resultados indicam
que tais alteracdes deixam de ser observadas quando esse estimulo hipoxico ocorre apos
0 periodo de amamentagéo.

NoOs observamos que o pré-condicionamento com HM preveniu contra o
aumento da respiracdo basal apds exposicdo a HCl. O mesmo ndo ocorreu quando
realizamos o pré-condicionamento com a HCI, sugerindo uma influéncia em longo
prazo especifica da HM sobre a ventilacdo. No entanto, devemos ressaltar que o periodo
de recuperacdo em normdxia adotado no protocolo de pré-condicionamento com HM
foi metade daquele adotado no protocolo de pré-condicionamento com HCI, o que
poderia ser suficiente para revelar possiveis efeitos na ventilagdo induzidos pelo pré-
condicionamento. Nesse sentido, estudos de Olea et al. (2012) mostraram que 0
aumento da ventilacdo basal observado ap0s a exposicdo de ratos neonatos a HM
desaparece ap0s certo tempo. Por outro lado, a combinacdo entre HM pos-natal e HCI

(FIO, 5% durante 40 segundos, a cada 80 segundos, 8 horas/dia) na vida adulta

promoveu efeitos aditivos (Olea et al., 2012). A combinacdo entre HM e HCI no
periodo pos-natal (entre PO e P15) aumenta a ventilacdo basal para niveis superiores aos
observados com a exposicdo a HCI isolada (Mayer et al., 2013). Reeves et al. (2003)
mostraram que o0 aumento da ventilacdo observado ap0s a exposicao de ratos adultos a
HM depende de um maior volume corrente. No entanto, a resposta ventilatéria aguda a
hipdxia depende de um aumento tanto na frequéncia respiratdria, quanto no volume

corrente.
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Foi demonstrado que a exposicdo de ratos neonatos a HM esté relacionada com
uma menor resposta ventilatéria aguda a hipoxia (Eden and Hanson, 1987; Mortola et
al., 1986), a qual parecer ser dependente, a0 menos em parte, de uma menor
sensibilidade do corpusculo carotideo (Sterni et al., 1999). A combinacdo entre HM e
HCI nesse periodo diminui a resposta ventilatoria aguda a hipoxia em relacéo tanto a
HCI quanto a HM empregadas de forma isolada (Mayer et al., 2013). No entanto, ha
evidencias mostrando que a exposicdo de ratos a HM na fase adulta aumenta a resposta
ventilatéria aguda a hipdxia (Aaron and Powell, 1993; Reeves et al., 2003). Nossos
estudos, realizados em animais adultos e ndo anestesiados, mostraram que animais
expostos a HCI apresentam maior bradicardia reflexa ap0s a ativacdo do quimiorreflexo.
Entretanto, ndo observamos qualquer influéncia do pré-condicionamento a HM sobre a
resposta cronotrépica decorrente da injecdo intravenosa de KCN. A resposta respiratoria
do quimiorreflexo diferiu apenas na fase inicial da resposta nos animais pré-
condicionados a HM, sugerindo um efeito discreto da HM sobre o componente
respiratorio da resposta.

O barorreflexo arterial exerce uma influéncia inibitoria tdnica sobre a atividade
simpatica. Nossos resultados mostraram que a resposta de bradicardia reflexa, associada
a um aumento na pressao arterial, ndo esta alterada em ratos adultos expostos a HCI,
independente do pré-condicionamento a HM. Estudos de Lai et al. (2006) foram os
primeiros a reportar uma reducdo da atividade barorreflexa espontanea em ratos adultos
a partir de 20 dias de exposicao a HCI. Estudos de Peng et al. (2012) corroboraram com
esses resultados, mostrando que a sensibilidade do barorreflexo estad diminuida apds a
HCI, o que de acordo com esses autores seria decorrente do aumento da expressao de

endotelina 1 em células endoteliais do seio carotideo, mediada por espécies reativas de
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oxigénio. Resultados consistentes foram obtidos tanto em animais adultos ndo
anestesiados, como em animais sob o efeito de anestesia (Peng et al., 2012). Por outro
lado, estudos do nosso laboratério mostraram que o ganho do barorreflexo esta
aumentado apds a HCI em ratos jovens com livre movimentagdo (Zoccal et al., 2009).
No entanto, a simpatoinibicdo ao nivel do nervo cervical e a bradicardia reflexa nao foi
alterada em resposta a injecdo de fenilefrina 30 dias apds a HCI em animais adultos e
anestesiados (Greenberg et al., 1999). Considerando a diferenca entre os estudos
supracitados, o efeito da HCI sobre a atividade barorreflexa parece também ser
influenciado pela duragéo e intensidade do estimulo hipoxico, efeito da anestesia e local
onde a atividade simpética foi registrada.

Com base nos nossos resultados, podemos concluir que a pré-exposicdo a HM
ndo afeta o desenvolvimento da hipertensdo arterial observada apos a HCI. A resposta
respiratoria do quimiorreflexo foi maior nos animais pre-condicionados a HM. No
entanto, o controle do barorreflexo, avaliado em ratos adultos, ndo foi alterado apds a

HCI, independente do pré-condicionamento.
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Influéncia do pré-condicionamento a hipdxia cronica intermitente (HCI) sobre o
desenvolvimento da hipertenséo renal 1 rim, 1 clipe (1R, 1C)

Esse protocolo testou a hipotese de que a HCI promoveria alteragdes em longo
prazo no sistema nervoso central, capazes de influenciar a resposta pressora do modelo
de hipertensdo renovascular 1R, 1C. Nossos resultados mostraram que a exposi¢ao
prévia de ratos jovens a HCI durante 10 dias atenuou o desenvolvimento da hipertenséo
arterial induzida pelo modelo 1R, 1C. Nesse protocolo tivemos o cuidado de
acompanhar o peso corporal dos animais ao longo de todo o protocolo experimental,
incluindo o dia do implante do clipe na arterial renal e o dia do registro. Estudos
sugerem que no modelo 1R, 1C, o nivel de hipertensdo observado para uma mesma
abertura do clipe também esta relacionado ao peso corporal, tendo em vista que animais
mais pesados tendem a atingir os valores mais elevados de presséo arterial que animais
mais leves (Bergamaschi et al., 2014; Murphy et al., 1984; Thomas et al., 2003).

N&o observamos nenhuma diferenca de peso corporal entre 0s grupos controle
seguido de cirurgia 1R, 1C e hipdxia cronica intermitente seguida de cirurgia 1R, 1C,
seja no dia do implante do clipe na artéria renal, ou no dia do registro. Adicionalmente,
a analise de regressao linear mostrou que ndo houve associacdo significativa entre peso
corporal dos animais e o nivel de hipertensdo alcancado apos a instalagdo do modelo
1R, 1C. Esses resultados excluem a possibilidade de que eventuais variacdes de peso
entre 0s grupos poderiam contribuir para 0s menores valores de pressdo arterial
observados nos animais pré-condicionados a HCI. Mesmo que estatisticamente o0 peso
dos animais do grupo hipoxia cronica intermitente seguida de cirurgia Sham tenha sido
menor comparado ao peso dos animais do grupo hipoxia cronica intermitente seguida de

cirurgia 1R, 1C no dia do registro, por esse ser um grupo controle submetido apenas a
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cirurgia 1R, 1C Sham, acreditamos que essa diferenca ndo influenciou a interpretagédo
dos nossos resultados.

A fisiopatologia associada ao modelo 1R, 1C foi bastante estudada por
diferentes laboratérios (Bergamaschi et al., 2014; Katholi et al., 1982; Katholi et al.,
1981; Machado and Salgado, 1991; Menani et al., 1988; Salgado and Machado, 1990),
porém até hoje pouco se sabe sobre possiveis alteracdes respiratorias induzidas por esse
modelo. Nossos resultados mostraram que as variaveis respiratorias avaliadas nesse
estudo foram similares entre os grupos no dia do registro, mostrando que o modelo 1R,
1C ndo afeta o padrdo respiratorio desses animais, independente do pre-
condicionamento a HCI. No entanto, o método de pletismografia avalia a atividade
integrada dos diferentes musculos respiratorios, 0s quais, por sua vez, sdo controlados
pela atividade coordenada dos neurdnios respiratérios no tronco cerebral. Possiveis
alteracbes em subpopulacdes especificas de neurdnios geradores da atividade
respiratOria, assim como na atividade de determinado musculo respiratério ndo foram
avaliadas devido as limitacGes desse método utilizado em animais acordados e com livre
movimentacao.

Nosso proximo passo foi investigar o mecanismo pelo qual a HCI atenua o
aumento de pressao arterial promovido pelo modelo 1R, 1C. Inicialmente realizamos o
blogueio dos ganglios autonémicos com hexametonio. Esse método ja foi utilizado em
estudos anteriores do nosso laboratorio (Zoccal et al., 2009), assim como em estudos de
outros laboratérios (Abdala et al., 2012), visando comparar a contribuicdo da atividade
simpaética para manutencdo dos niveis basais de pressao arterial. Nossos resultados estéo
em concordancia com outros estudos que mostraram, por meio da medida de

noradrenalina plasmatica e da resposta pressora a injecdo de hexametdnio, aumento da
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atividade simpética na fase cronica do modelo 1R, 1C (Katholi et al., 1982).
Adicionalmente, nd6s mostramos pela primeira vez que a exposi¢do prévia a HCI reduz o
nivel da atividade simpética e protege contra 0 aumento de pressdo arterial decorrente
do modelo 1R, 1C.

Ainda que os mecanismos envolvidos sejam distintos, 0 aumento de pressdo
decorrente da exposicdo a HCI, assim como do modelo de hipertensdo renal 1R, 1C,
depende de alteragbes neurais que desencadeiam uma condi¢do de hiperatividade
simpética. Diferentes areas no sistema nervoso central estdo envolvidas na génese da
atividade simpaética. Dentre elas podemos destacar a por¢do parvocelular do nucleo
paraventricular do hipotalamo; grupos celulares noradrenérgicos A5 da ponte; rafe
caudal; neurénios C1 da RVLM; regido rostral ventromedial do bulbo; e substéncia
branca da medula espinhal ao nivel da coluna cervical superior (Simms et al., 2010).
Essas areas possuem neurdnios pre-motores simpaticos e sdo caracterizadas por
enviarem projecdes monossinapticas para a coluna intermédio-lateral da medula
espinhal (Jansen and Loewy, 1997; Strack et al., 1989). Diversos estudos mostraram a
importancia desses grupos neuronais para a regulacdo simpatica do ténus vasomotor, no
entanto a RVLM parece exercer uma funcao essencial. A inativacdo ou lesdo da RVLM
imediatamente caudal ao grupo motor facial reduz a atividade simpatica para niveis
correspondentes aqueles observados apds a transeccdo da medula espinhal, o que indica
que a RVLM é a principal fonte excitatoria para o ténus vasomotor simpatico
(Dampney and Moon, 1980; Guertzenstein and Silver, 1974; Guyenet, 2006; Ross et al.,
1984).

Em condi¢cdes basais, sinapses inibitorias gabaérgicas da regido caudal

ventrolateral do bulbo regulam a atividade dos neurénios da RVLM (Cravo et al.,
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1991). Neurbnios pré-motores simpaticos da rafe, area A5, nlcleo parabraquial e nlcleo
paraventricular do hipotadlamo enviam projecdes e podem influenciar a atividade dos
neurbnios da RVLM em situacdes especificas (Guyenet, 2006). Por outro lado,
neurénios de segunda ordem na por¢do caudal do nucleo do trato solitario recebem
preferencialmente aferéncias do corpusculo carotideo, e sdo estimulados em situacfes
de hipoxia (Accorsi-Mendonca et al., 2011; Machado, 2001; Mifflin, 1992). Esses
neurénios, direta ou indiretamente, enviam projecdes excitatorias para diversas areas
envolvidas com a geracdo da atividade simpética no sistema nervoso central (Zoccal et
al., 2014). Em ratos neonatos, a exposicdo a HCI foi capaz de promover alteracGes
cardiovasculares permanentes, 0 que possivelmente estd relacionado com alteracfes
neuronais plasticas na via do quimiorreflexo (Nanduri et al., 2012). Nesse contexto,
nossos resultados dao suporte a hipotese de que a rede neuronal envolvida com o
controle da presséo arterial esta alterada apés a HCI, mostrando que a pré-exposicao a
HCI protege contra a simpatoexcitacdo caracteristica do modelo de hipertenséo renal
1R, 1C, atenuando os valores de pressao arterial observados nesse modelo.

Oscilagbes na concentracdo de oxigénio observadas durante os ciclos de hipoxia-
reoxigenacdo podem contribuir para o aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (Peng et al., 2003; Peng et al., 2006), levando a um desequilibrio na expressao
de fatores induzidos pela hipéxia (HIFs) (Nanduri et al., 2015). Esse é considerado um
importante mecanismo molecular envolvido nas alteragdes cardiovasculares e
respiratorias promovidas pela HCI. Nesse sentido, o tratamento com antioxidantes
preveniu contra 0 aumento da atividade simpatica e, consequentemente, da pressdo
arterial associado a HCI (Nanduri et al., 2015; Peng et al., 2003). O aumento do estresse

oxidativo em decorréncia da exposicdo a HCI também esta relacionado com reducdes na
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populacdo neuronal em diferentes regides cerebrais, como no hipocampo (Goldbart et
al., 2003), no nacleo ambiguo (Yan et al., 2009; Yan et al., 2008), no RVLM (Yan et
al., 2008), e no grupo respiratorio ventral (Yan et al., 2008). Dessa forma, os efeitos
deletérios promovidos pela HCI frequentemente levam a deficiéncias cognitivas
(Goldbart et al., 2003), assim como a atenuacdo do controle cardiovascular (Yan et al.,
2009; Yan et al., 2008). A possibilidade de que a degeneracdo neuronal promovida pela
HCI em areas especificas de controle cardiovascular possa estar envolvida nos
mecanismos protetores associados ao pré-condicionamento a hipoxia ndo foi
investigada nesse estudo. No entanto, esses achados podem ajudar a explicar nossos
resultados.

Ao contrario do que foi observado em outros estudos de pré-condicionamento a
HCI (Greenberg et al., 1999), nossos dados mostraram um efeito protetor da HCI sobre
0 sistema cardiovascular em resposta ao modelo de hipertensdo 1R, 1C. Na HCI, a
ativacdo repetida dos quimiorreceptores periféricos leva ao aparecimento de disfuncdes
cardiovasculares, como taquicardia, aumento da resisténcia vascular periférica, e
elevacdo da pressdo arterial, as quais sdo mediadas pela hiperatividade simpatica
(Marcus et al., 2012; Souza et al., 2015; Tahawi et al., 2001; Zoccal et al., 2007). No
entanto, protocolos diferentes de hipoxia intermitente podem promover resultados
opostos. Estudos mostraram que a exposicdo a hipdxia intermitente moderada € segura e
eficiente na prevencdo e no tratamento da hipertensdo arterial sistémica (Serebrovskaya
et al., 2008; Shatilo et al., 2008). Isso mostra que a intensidade dos protocolos de HCI
tem grande relevancia para o tipo de alterac@es cardiovasculares que serdo observadas,

podendo ter efeitos desejaveis, indesejaveis, ou um balanco entre os dois (Brooks et al.,
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1997; Fletcher et al., 1992; Lesske et al., 1997; Serebrovskaya et al., 2008; Shatilo et
al., 2008; Tahawi et al., 2001).

A exposicdo a HCI estimula a producdo de maltiplos fatores de crescimento,
como brain-derived neurotrophic factor (BDNF), vascular endothelial growth factor
(VEGF) e erythropoetin (EPO). A BDNF é uma neurotrofina descoberta primeiramente
pela sua funcdo na neuroprotecdo de animais adultos e em desenvolvimento (Barde et
al., 1982; Jiang et al., 2003; Marini et al., 2004; Marini et al., 1998; Tabakman et al.,
2004; Walton et al., 1999). A expressédo do BDNF no cérebro estd diretamente
associada com a pressdo parcial de oxigénio no sangue arterial, via ativacdo do
corpusculo carotideo (Dale et al., 2014). Ja a producéo das proteinas VEGF e a EPO é
regulada pelos niveis de hipoxia-inducible factor-1 (HIF-1), um fator de transcricao
importante na regulacdo de diferentes genes sensiveis a hipdxia. Tanto a VEGF quanto a
EPO sdo conhecidas por desempenharem um papel protetor, seja no sistema nervoso
central (Dale et al., 2014) ou no sistema cardiovascular (Cai et al., 2003; Dale et al.,
2014). Possivelmente, o aumento da expressao de BDNF, VEGF e EPO em decorréncia
da HCI pode também estar contribuindo para os efeitos cardioprotetores observados em
nossos estudos. No entanto, estudos adicionais serdo necessarios para comprovarem

essa hipdtese.



134

Participacdo da inervacdo renal no pré-condicionamento promovido pela hipoxia
cronica intermitente (HCI) sobre o desenvolvimento da hipertensdo renal 1 rim, 1
clipe (1R, 1C)

Como documentado em estudos anteriores, a manutencdo da hipertensdo
durante a fase cronica do modelo 1R, 1C depende da integridade das aferéncias renais
(Katholi et al., 1981). A reducdo do fluxo sanguineo causada pela clipagem da artéria
renal é um forte estimulo para ativacdo de receptores quimiossensiveis situados em
regides estratégicas do parénquima renal (Ciriello and de Oliveira, 2002). Nesse sentido,
estudos em gatos anestesiados mostraram que a estimulacdo elétrica dos nervos renais
excita a maioria dos neurdnios na regido rostral ventrolateral do bulbo (Vizzard et al.,
1992), onde estdo localizados os neurdnios geradores da atividade simpatica. Esses
estudos destacam a importéncia da inervacdo renal para o desenvolvimento da
hipertensdo arterial, assim como indicam que o aumento da atividade simpatica no
modelo 1R, 1C parece depender da estimulacdo de areas envolvidas na geracdo da
atividade simpatica por vias sensoriais de origem renal.

Com a finalidade de compreender a contribuicdo da inervacédo renal para o pre-
condicionamento promovido pela HCI, observamos que a hipertensdo decorrente do
modelo 1R, 1C foi significativamente reduzida ap6s a desnervacdo renal.
Adicionalmente, o nivel de pressdo arterial foi semelhante entre os grupos controle
seguido de cirurgia 1R, 1C com desnervacdo renal e hipdxia crbnica intermitente
seguida de cirurgia 1R, 1C com desnervacdo renal. Esses resultados nos permite
concluir que a desnervacdo renal inibe o desenvolvimento da hipertensdo arterial
associado ao modelo 1R, 1C, e eliminou o efeito do pré-condicionamento promovido

pela HCI. Como a desnervacdo renal remove tanto as fibras aferentes sensoriais como as
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fibras eferentes simpaticas, ndo foi possivel excluir a possibilidade de que uma maior
atividade simpatica renal poderia contribuir para esse resultado. No entanto, trabalhos
de outros laboratdrios ja mostraram que a atividade simpética renal ndo estd aumentada
duas semanas apos a instalagdo do modelo 1R, 1C (Katholi et al., 1981).

Podemos sugerir que a reducdo parcial do fluxo sanguineo que chega ao
parénquima renal ativa mecano- e quimiorreceptores renais, estrategicamente
localizados. Essa informacgdo é, entdo, transmitida para areas especificas envolvidas no
controle da atividade simpatica no sistema nervoso central via aferentes neurais
(Vizzard et al., 1992). A estimulagdo dessas areas promove 0 aumento da resisténcia
periférica e, consequentemente, da pressao arterial. Nos animais pré-condicionados a
HCI, o mesmo estimulo proveniente das aferéncias renais leva a um menor aumento de
pressdo arterial, sugerindo que a HCI, nesse caso em particular, induz alteracGes de
longa duracdo na rede neuronal envolvida no controle cardiovascular, atenuando o

aumento de pressao observado no modelo de hipertensdo 1R, 1C.
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Participacdo dos quimiorreceptores periféricos no pré-condicionamento promovido
pela hipoxia cronica intermitente (HCI) sobre o desenvolvimento da hipertensdo
renal 1 rim, 1 clipe (1R, 1C)

Est& bem estabelecido na literatura o envolvimento do corpusculo carotideo nas
alteracOes cardiovasculares e respiratérias relacionadas a HCI (Fletcher et al., 1992;
Iturriaga et al., 2014; Nanduri et al., 2012; Nanduri et al., 2015). A HCI sensibiliza os
quimiorreceptores periféricos a hipdxia, tornando suas aferéncias tonicamente ativas,
mesmo quando a concentracdo de oxigénio no sangue arterial estd dentro de niveis
adequados, promovendo hiperatividade simpatica (Prabhakar et al., 2005; Wolk et al.,
2003). No entanto, estudos mostraram que neurdnios localizados na superficie
ventrolateral do bulbo podem responder diretamente a hipdxia, detectando mudancas na
concentracdo de oxigénio circundante (Nolan and Waldrop, 1993; Reis et al., 1994).
Episddios de hipdxia aguda e cronica foram suficientes para promover aumento da
expressdo de RNA mensageiros para tirosina hidroxilase em neurénios C1 na superficie
ventral do bulbo em animais sem corpusculo carotideo (Roux et al., 2000). Dessa
forma, podemos considerar a possibilidade da acdo direta da HCI sobre grupos
neuronais no sistema nervoso central. Portanto, nesse protocolo avaliamos o efeito da
remocdo do corpusculo carotideo sobre o pré-condicionamento promovido pela HCI
sobre o desenvolvimento da hipertensao arterial no modelo 1R, 1C.

Nossos resultados mostraram que na auséncia das células quimiossensiveis do
corpusculo carotideo, o efeito cardioprotetor promovido pela HCI ndo foi mais
observado. Esses achados indicam que o mecanismo cardioprotetor da HCI ¢é
dependente das aferéncias periféricas do corpusculo carotideo. Por outro lado, durante a

cirurgia de remocao do corpusculo carotideo, fibras aferentes do seio carotideo podem
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também terem sido danificadas, tendo em vista que ndo é possivel remover
seletivamente apenas as aferéncias do corpusculo carotideo. No entanto, a resposta do
barorreflexo ndo foi alterada entre os grupos, o que exclui a possivel participacdo dos
barorreceptores no pré-condicionamento induzido pela HCI.

Por meio do bloqueio ganglionar com hexametonio mostramos que o aumento
da atividade simpaética decorrente do modelo 1R, 1C passa a ser similar entre 0s grupos
submetidos a cirurgia de remocdo do corplsculo carotideo seguida de controle em
normoxia e posterior cirurgia 1R, 1C; e a cirurgia de remogdo do corpusculo carotideo
seguida de hipdxia cronica intermitente e posterior cirurgia 1R, 1C. Esse resultado
evidencia que o pré-condicionamento promovido pela HCI ocorre via reducdo da
atividade simpatica. Sabemos que a HCI aumenta a atividade aferente do corpusculo
carotideo (Prabhakar, 2011), e induz alteracbes plasticas em centros de controle
cardiorrespiratorio (Nanduri et al., 2012). Possivelmente, o desenvolvimento da
hipertensdo arterial promovida pelo modelo 1R, 1C foi atenuado devido a menor
responsividade de neurdnios pré-motores simpaticos.

Possiveis centros neuronais que podem ter sido afetados pela HCI séo: 1) a
porcdo parvocelular do nucleo paraventricular do hipotalamo; 2) grupos celulares
noradrenérgicos A5 da ponte; e 3) rafe caudal. Em funcdo de estudos anteriores do
nosso laboratério podemos sugerir que a RVLM ndo esta diretamente envolvida no pré-
condicionamento a HCI, considerando que as propriedades intrinsecas dos neur6nios
pré-motores simpaticos dessa regido nao foram alteradas pela HCI (Almado et al., 2014;
Moraes et al., 2013). Por outro lado, foi demonstrado que a exposi¢do a HCI promove

degeneracdo neuronal em diferentes areas do sistema nervoso central envolvidas no
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controle cardiovascular e respiratorio (Goldbart et al., 2003; Yan et al., 2009; Yan et
al., 2008), o que poderia explicar os resultados observados nesse estudo.

Sendo assim, n6s podemos concluir que a HCI atenua o aumento de pressdo
arterial decorrente da instalacdo do modelo 1R, 1C. Esse efeito protetor da HCI depende
da integridade do corpusculo carotideo, pois ele € eliminado em animais previamente
desnervados. Portanto, a ativacdo dos quimiorreceptores periféricos durante a HCI, por
mecanismo ainda ndo conhecido, previne o aumento da atividade simpatica relacionado

ao modelo 1R, 1C.
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Efeitos do pré-condicionamento a hipdxia cronica intermitente (HCI) sobre o
desenvolvimento da hipertensdo arterial em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR)

Nesse protocolo avaliamos se a exposicdo a HCI poderia influenciar o
desenvolvimento da hipertensdo arterial em ratos espontaneamente hipertensos (SHR).
Como esperado, nossos resultados mostraram que os valores de presséo arterial foram
superiores nos animais SHR em relacéo aos seus controles WKY. No entanto, o nivel de
hipertensdo dos animais SHR nao foi alterado pela exposi¢édo prévia a HCI. Ja a pressao
arterial dos animais WKY se manteve dentro de valores considerados normais, mesmo
no grupo exposto a HCI. Devemos considerar que 0s registros das variaveis
cardiovasculares aconteceram somente 26 dias apos o término do protocolo de HCI. Em
ratos Wistar, estudos do nosso laboratdrio mostraram que ha reversdo da hipertensao
arterial dentro de 15 dias em normoéxia (Zoccal et al., 2009). Possivelmente 0 mesmo
tenha ocorrido com os animais WKY, isto €, ainda que a HCI tenha elevado os niveis
pressoricos agudamente, 0s mesmos retornaram para valores normotensos dentro de 4
semanas em condicdes de normoxia.

Independente da exposicdo a HCI no periodo pos-desmame, o desenvolvimento
da hipertenséo arterial foi similarmente elevado nos ratos SHR. Esses resultados sdo
diferentes dos resultados obtidos no protocolo anterior, o qual mostrou a influéncia da
HCI sobre o desenvolvimento da hipertensdo arterial no modelo renovascular 1R, 1C.
Sabemos que diferentes areas do sistema nervoso central estdo envolvidas com a génese
da atividade simpatica. Possivelmente, mecanismos neurais distintos desencadeiam a
hiperatividade simpatica, e consequentemente elevacdo da pressao arterial entre os

modelos de ratos SHR e 1R, 1C.
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As variaveis respiratorias apdés a HCI permaneceram dentro de valores
considerados normais nos ratos WKY, assim como nos SHR. Isso mostra que nem o
modelo SHR, nem a HCI promovem alteraces nos parametros ventilatérios basais
avaliados. Esses resultados corroboram com os encontrados em outros protocolos
experimentais do nosso trabalho, descritos anteriormente.

Em determinadas situacdes de desafio fisioldgico, a atividade respiratdria pode
ser regulada para niveis adequados por meio de alteracdes plasticas neuronais, visando
assegurar o0 aporte de oxigénio para os tecidos. Esse fendmeno, conhecido como
facilitagdo respiratoria de longa duracdo, depende da liberagdo de serotonina por
terminagdes axonais de regides pontinas sobre nicleos motores do nervo frénico,
localizados na regido C4 da medula espinhal (Fuller et al., 2001). Estudos mostraram
que poucos episddios de hipoxia intermitente aguda sdo suficientes para promoverem a
facilitacdo respiratéria de longa duracdo (Feldman et al., 2003; MacFarlane and
Mitchell, 2008; Mahamed and Mitchell, 2007; Terada and Mitchell, 2011).

A facilitacdo respiratoria de longa duracdo pode permanecer por até 1 hora
ap0s os episodios de hipoxia intermitente aguda, e depende da producdo local de
espécies reativas de oxigénio via NADPH oxidase. Essa teoria esta fundamentada em
estudos mostrando que a HCI regula a ativacdo da NADPH oxidase (Peng et al., 2009),
e gue a injecdo intratecal de agentes antioxidantes elimina a facilitacdo respiratoria de
longa duracdo induzida pela hipdxia intermitente aguda (MacFarlane and Mitchell,
2008). Adicionalmente, estudos recentes mostraram que a formacao de espécies reativas
de oxigénio pela NADPH oxidase medeia outros tipos de facilitacdo de longo prazo

(Kishida et al., 2006; Kishida and Klann, 2007).
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Sabe-se que ciclos de hipoxia/reoxigenacdo tecidual € um potente estimulo
para producdo de espécies reativas de oxigénio (MacFarlane et al., 2008; Prabhakar et
al., 2012; Wilkerson et al., 2007). Durante a HM, os niveis de baixa FIO, sdo mantidos
constantes, e os ciclos de hipdxia/reoxigenacdo caracteristicos da HCI ndo sdo
observados. Nessa condicdo de HM, a facilitacdo respiratoria de longa duracdo
normalmente ndo ocorre (Baker and Mitchell, 2000), mas pode ser revelada por meio da
inibicdo farmacoldgica de proteinas fosfatases, reguladas negativamente durante a HCI
(Wilkerson et al., 2008). Nos realizamos o registro das variaveis respiratorias varias
semanas apos o término da HCI e, muito provavelmente, qualquer efeito da HCI sobre a
respiracdo basal tanto de animais WKY quando de SHR foi revertido ao longo desse
periodo.

A injecdo de hexamet6nio, pelo antagonismo de receptores nicotinicos (Ny)
nos ganglios autondémicos, mostrou que ambos 0s grupos de animais SHR apresentavam
maior queda de pressdo arterial em resposta ao bloqueio ganglionar. Esses experimentos
corroboram com os estudos existentes na literatura, pois indicam que o mecanismo
envolvido no aumento da pressdo arterial nos animais SHR depende do aumento da
atividade simpatica (Simms et al., 2009; Zicha and Kunes, 1999). Adicionalmente, a
influéncia da atividade simpatica sobre os valores de pressdo arterial também ndo foi

afetada pela exposicdo prévia a HCI.
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7. CONCLUSOES
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O presente estudo mostrou que o pré-condicionamento com hipdxia pode
promover respostas cardiovasculares diferentes, dependendo do desafio fisiolgico
enfrentado no futuro. Nossos resultados mostraram que o pré-condicionamento com a
HCI, assim como com a HM ndo alterou as respostas cardiovasculares e respiratorias
promovidas por uma segunda exposi¢cdo a HCI.

A exposicdo prévia a HCI exerceu um efeito cardioprotetor em resposta ao
aumento de presséo arterial promovido pelo modelo de hipertensdo renal 1R, 1C. Esse
efeito foi devido a uma inibicdo do ténus simpéatico vasoconstrictor. O procedimento de
desnervacéo renal confirmou resultados de outros estudos, mostrando que a integridade
da inervacdo renal é necessaria para o desenvolvimento da hipertensdo arterial no
modelo 1R, 1C. Consequentemente, os efeitos protetores associados ao pré-
condicionamento com HCI foram eliminados apds o procedimento de desnervagédo
renal. Adicionalmente, o nivel de hipertenséo arterial promovido pelo modelo 1R, 1C
foi similar entre animais pré-condicionados com HCI e animais controle apds a remocéo
do corpusculo carotideo.

O pré-condicionamento com HCI ndo alterou o desenvolvimento da
hipertensdo arterial em ratos SHR. O tdnus simpatico vasoconstrictor também ndo foi

afetado pelo pré-condicionamento com HCI nesses animais.
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