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Avaliacao da Funcao Barorreflexa em Ratos Jovens
Espontaneamente Hipertensos

Evaluation of Baroreflex Function in Young Spontaneously Hypertensive Rats
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Antonio Correa?, Luiz Carlos de Abreu?, Eduardo Colombari?
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Resumo
Fundamento: A literatura tem descrito dados contraditérios em relacao ao inicio da diminuicao da funcao barorreflexa
em ratos espontaneamente hipertensos.

Objetivo: Este estudo foi realizado para avaliar a funcao barorreflexa em ratos jovens de 13 semanas espontaneamente
hipertensos.

Métodos: Foram estudados ratos machos Wistar Kyoto (WKY) (n=15) e ratos espontaneamente hipertensos (REH) de
13 semanas (n=15). Canulas foram inseridas na artéria aorta abdominal através da artéria femoral direita para medir
a pressao arterial média (PAM) e a freqiiéncia cardiaca (FC). A funcao barorreflexa foi calculada como a derivada da
variacao da FC em funcao da variacao da PAM (AFC/APAM), quando submetida a teste com uma dose depressora de
nitroprussiato de sédio (50ug/kg) e com uma dose pressora de fenilefrina (8ug/kg) através de canula inserida na veia
femoral direita em ratos espontaneamente hipertensos e WKY. Diferencas com um valor de p < 0.05 foram consideradas
estatisticamente significantes.

Resultados: Ratos espontaneamente hipertensos: APAM=43,5 mmHg=5,2, AFC=-59,7 ppm=17,9 e AFC/APAM=1,3
ppm/mmHg=0,1 testados com fenilefrina; Wistar Kyoto: APAM=456mmHg=3, AFC="-114,9ppm=11,3 e AFC /APAM
=#1,9ppm/mmHg=0,3 testados com fenilefrina; ratos espontaneamente hipertensos: APAM=-45,6mmHg+8,1,
AFC=40,1ppm=11,6 e AFC/APAM=0,9ppm/mmHg=0,5 testados com nitroprussiato de sédio; Wistar Kyoto: APAM=-
39,8mmHg+6,2, AFC=51,9ppm=21,8 e AFC/APAM=1,4ppm/mmHg=0,7 testados com nitroprussiato de sédio
(p<0,05; #p<0,01; p<0,001).

Conclusao: Nossos resultados mostram que ratos espontaneamente hipertensos de 13 semanas apresentaram reducao
da funcao barorreflexa quando testados com fenilefrina. (Arq Bras Cardiol 2009;92(3): 216-221)

Palavras-chave: Hipertensao; baroreflexo/controle, sistema nervoso central, idade de inicio.

Summary
Background: The literature describes contradictory data regarding the onset of the baroreflex reduction in spontaneously hypertensive rats.

Objective: This investigation was undertaken to evaluate the baroreflex function in 13-week-old spontaneously hypertensive rats.

Methods: Male Wistar Kyoto (n=15) and spontaneously hypertensive rats (n=15) aged 13 weeks were studied. Cannulas were inserted in the
abdominal aortic artery through the right femoral artery to measure mean arterial pressure and heart rate. Baroreflex function was calculated
as the derivative of the variation of HR in function of the MAP variation (Aheart rate/Amean arterial pressure) tested with a depressor dose of
sodium nitroprusside (50ug/kg) and with a pressor dose of phenylephrine (8ug/kg) in the right femoral venous approach through an inserted
cannula in awake spontaneously hypertensive rats and Wistar-Kyoto. Differences with p values < 0.05 were considered statistically significant.

Results: Spontaneously hypertensive rats: Amean arterial pressure=43.5mmHg=+5.2, Aheart rate=-59.7ppm=17.9 and Aheart rate/
Amean arterial pressure=1.3ppm/mmHg=0.17 tested with phenylephrine; Wistar Kyoto: Amean arterial pressure=*56mmHg=3, Aheart
rate="-114.9ppm=11.3 and Aheart rate/Amean arterial pressure=*1.9ppm/mmHg=0.3 tested with phenylephrine; spontaneously
hypertensive rats: Amean arterial pressure=-45.6mmHg+8.1, Aheartrate=40.T1ppm=11.6 and Aheart rate/Amean arterial pressure=0.9ppm/
mmHg=0.5 tested with sodium nitroprusside; Wistar Kyoto: Amean arterial pressure=-39.8mmHg=6.2, Aheart rate=51.9ppm=21.8 and
Aheart rate/Amean arterial pressure=1.4ppm/mmHg=0.7 tested with sodium nitroprusside (p<0.05; *p<0.01; {p<0.001).

Conclusion: Our results showed that 13-week-old spontaneously hypertensive rats presented reduced baroreflex function when tested with
phenylephrine. (Arq Bras Cardiol 2009;92(3): 205-209)
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Introducao

Diversos fatores (neurais, humorais, miogénicos) estao
envolvidos no aparecimento da hipertensao e diferentes
modelos animais sao usados para estudar essa patologia, tais
como o modelo de hipertensao renal, o modelo de hipertensao
DOCA-sal, o modelo de hipertensdo neurogénica e o
modelo genético de hipertensao em ratos espontaneamente
hipertensos (REH). REH é um modelo adequado para estudar
o desenvolvimento da hipertensao, por que é similar ao
ser humano com hipertensao essencial. Essas similaridades
incluem uma predisposicao genética a hipertensao arterial
sem etiologia especifica, aumento da resisténcia vascular
periférica sem expansao de volume e respostas similares ao
tratamento medicamentoso’.

Na fisiologia cardiovascular, o barorreflexo ou reflexo
barorreceptor é um dos mecanismos homeostaticos do
corpo para manter a pressao arterial. Ele fornece uma alga
de feedback negativo na qual um aumento na pressao arterial
causa, de forma reflexa, uma diminuicao na pressao arterial;
de forma similar, uma diminuicao na pressao arterial causa
a depressao do barorreflexo, fazendo a pressao arterial
aumentar. O sistema baseia-se em neurdnios especializados
(barorreceptores) no arco aértico, seios carotideos e outros
lugares para monitorar alteracdes na pressao arterial e
transmiti-las ao tronco cerebral. Alteragoes subseqtientes
na pressao arterial sao mediadas pelo sistema nervoso
autébnomo?. Estudos anteriores do desenvolvimento da funcao
barorreflexa em ratos jovens espontaneamente hipertensos
mostraram resultados conflitantes, quando comparados a
ratos normotensos (Wistar-Kyoto - WKY)?. Morrinson e cols.*
relataram que a fungao barorreceptora era aproximadamente
igual entre REH e WKY de 15 semanas. Entretanto, estudos
realizados por Lundin e cols.”> mostraram que REH da
mesma idade apresentavam fungdo barorreflexa reduzida.
Um conhecimento preciso do desenvolvimento de dano a
funcao barorreflexa é essencial para entender a hipertensao
como um processo patologico®”. Tendo em vista esses dados
conflitantes, nosso objetivo foi avaliar a funcao barorreflexa
em REH de 13 semanas testados com nitroprussiato de sédio
e fenilefrina e verificar se haveria uma reducao da funcao
barorreflexa nesta faixa etaria.

Método

Animais

Os animais receberam cuidados de acordo com os
““Principles of Laboratory Animal Care’ elaborados pelo
National Institutes of Health (National Institutes of Health
publicagao n°. 96-23, revisado, 1996) e o estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica para Estudos em Animais de
nossa Universidade (n° 1071/06). Os experimentos foram
conduzidos em ratos machos espontaneamente hipertensos
(REH) (13 semanas de idade, 260-300 gramas, n=15) e ratos
Wistar-Kyoto (WKY) (13 semanas de idade, 260-300 gramas,
n=15), obtidos do Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais para a Medicina e Biologia (CEDEME). A
temperatura foi monitorada e mantida a 22°C, com umidade
do ar de quase 60% e o ciclo claro-escuro foi controlado e

estabelecido como sendo 12 horas cada. Os animais tinham
livre acesso a comida e agua.

Medida da pressao arterial em ratos acordados

Sob anestesia com halotano, uma canula de polietileno
(PE 10 conectada a PE 50) foi inserida na aorta abdominal
através da artéria femoral para medir a pressao arterial média
(PAM) e freqliéncia cardiaca (FC). Uma segunda canula foi
inserida na veia femoral para administracao de medicamento.
As duas canulas foram inseridas subcutaneamente e expostas
nas costas do animal para permitir o acesso quando o animal
estava consciente. A PAM foi medida com um transdutor de
pressao tipo “strain-gauge” (Statham P23Db) conectado a um
pré-amplificador de corrente direta de baixo nivel acoplado
a poligrafo (Beckman, modelo R-611). A FCfoi derivada das
ondas de pressao arterial com um cardiotacometro (acoplador
tipo 9875B). Os estudos foram feitos em ratos acordados
24 horas apés os procedimentos cirtirgicos, para permitir
a recuperacao dos efeitos anestésicos pelos animais. Os
experimentos foram iniciados aproximadamente 30 minutos
ap6s o periodo de adaptacao as condigoes de luminosidade
e som do laboratério®.

Teste barorreflexo

O barorreflexo foi testado com uma dose pressora de
fenilefrina (FE-bolus-8ug/kg IV; Sigma Chemical) e doses
depressoras de nitroprussiato de s6dio (NPNa-bolus-50ug/kg
IV; RBI)°. O barorreflexo foi calculado como uma derivagao
da FC em funcao de variacdo da PAM (AFC/APAM)™°. Houve
um intervalo de pelo menos 15 minutos entre as infusdes para
a recuperagao de valores basais.

Analise estatistica

Os valores sdo apresentados como médias = desvios-
padrao das médias. Foram comparadas as FC, PAM, AFC,
APAM e AFC/APAM entre REH e WKY. Ap6s a avaliagao das
distribuigdes pelo teste de normalidade de Kolmogorov, o
teste t de Student foi utilizado para verificar as diferencas
entre as distribuigdes normais e o teste de Mann-Whitney para
examinar as diferengas entre distribuigdes nao-paramétricas.
O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05 para
todos os testes estatisticos.

Resultados

O peso corporal nao apresentou diferenca significante
entre ratos espontaneamente hipertensos (REH) (270g+8)
e Wistar-Kyoto (WKY) (298g=+5) (p>0.05). Os REH
apresentaram frequiéncia cardiaca (FC) (p<0,05) e pressao
arterial média (PAM) (p<0,05) mais altas (Tabela 1). De
acordo com a literatura, esperdvamos PAM e FC mais altas em
REH de 13 semanas. A AFC (Figura 1A) e APAM (Figura 1B)
apresentaram diferenca significante entre os grupos quando
a sensibilidade barorreflexa foi submetida a teste com FE. A
variagao dos parametros cardiovasculares estava reduzida em
REH (AFC: p<0,05; APAM: p<0,001). A Figura 2A e a Figura
2B mostram que nao ha diferengas significantes em relacao ao
AFC (p>0,05) e APAM (p>0,05) quando testados com NPNa.
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Analise comparativa de peso e variaveis cardiovasculares

em REH e WKY
Variavel REH WKY
Cardiovascular
*Peso (gramas) 269,7 +12 298 + 14,6
PAM (mmHg) 169,07 + 4,85* 107,03 + 6,97
FC (ppm) 466,19 + 1,33* 3711 £42,7

PAM - presséo arterial média; FC - freqiiéncia cardiaca; PPM - Pulsos por
minuto; mmHg - milimetros de mercurio. *Animais foram pesados antes dos
procedimentos cirdrgicos. *p<0.05.

Ratos WKY mostraram uma variagao maior de PAM, enquanto

os REH apresentaram uma maior variagao de FC.

A fungao barorreflexa (AFC/APAM) foi submetida a teste
com FE e NPNa. Uma diferenca significante foi observada
entre os grupos, com valores mais altos entre os ratos WKY
(p<0,01) (Figura 3A). Além disso, os valores médios de AFC/
APAM testados com NPNa também foram mais altos em ratos
WKY (p>0,05) (Figura 3B).

Discussao

O objetivo do nosso estudo foi avaliar a fungao barorreflexa
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Fig. 1 - Avaliagédo da fungdo barorreceptora in REH (n=15) e WKY (n=15) testados com FE: A- AFC (ppm) e B - APAM (mmHg). ‘p<0,05; ép<0,001.
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Fig. 2 - Avaliagéo da fungéo barorreceptora in REH (n=15) e WKY (n=15) testados com NPNa: A - AFC (ppm) e B - APAM (mmHg).
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Fig. 3 - Avaliagéo da fungdo barorreflexa (AFC/APAM, ppm/mmHg) em REH (n=15) e WKY (n=15) testados com FE (A) e NPNa (B); ‘p<0,05.

em ratos espontaneamente hipertensos (REH) de 13 semanas
testados com nitroprussiato de sédio (NPNa) e fenilefrina (FE)
e verificar diferencas entre esse modelo de estudo e ratos
Wistar-Kyoto (WKY) da mesma idade. De acordo com nossos
dados, foi observado que a sensibilidade barorreflexa, quando
submetida a teste com FE, estava diminuida em REH de 13
semanas. A variacdo na Pressao Arterial Média (APAM), na
freqiiéncia cardiaca (AFC) e AFC/APAM, quando submetidas
a teste com FE, estavam significantemente mais altas em ratos
WKY, enquanto REH mostraram APAM mais alto.

Os mecanismos que causam a reducao da fungao
barorreflexa ainda nao sao completamente entendidos em
REH™. Alguns estudos demonstraram que o corpo da carétida
em REH adultos ¢ significantemente maior do que em ratos
normotensos'*'*, enquanto outros estudos indicaram que
a diminuicao da fungao barorreflexa em REH é devida a
déficits nos niveis de norepinefrina, epinefrina e dopamina
no corpo da carétida’'® e areas do bulbo raquidiano
(medulla oblongata) que regulam o sistema cardiovascular*®.
Ha também relatos que em REH, as densidades do receptor
AT1 da angiotensina estao aumentadas, quando comparadas
com os niveis em ratos controle normotensos'’'8. Rossi e
cols."” indicaram que mecanismos receptores de endotelina
enddgenos estao envolvidos na hipertensao observada
em REH. Além disso, investigagdes recentes descreveram
a importancia do estresse oxidativo®, 6xido nitrico?' e da
pequena GTPase rho-quinase??, durante o desenvolvimento
da fungao barorreflexa em REH. Bertagnoli e cols.? sugeriram
que treinamento fisico reduz o estresse oxidativo, o qual
estd associado a uma melhora na sensibilidade barorreflexa
de REH. Waki e cols.?’ demonstraram que a atividade do
6xido nitrico sintase do bulbo raquidiano de REH esta
aumentada quando comparados a ratos WKY; ela tem
um papel importante na manutencdo da hipertensao e
diminuigao do ganho do reflexo barorreceptor cardiaco, que
sdo caracteristicas desse modelo animal. De acordo com Ito e

cols.??, embora a inibi¢ao da rho-quinase endégena no bulbo
raquidiano aumente o controle barorreflexo da FC em ratos
WKY e REH, ela melhora a funcao barorreflexa comprometida
em REH. Estudos prévios que descreveram uma diferenga
significante na pressao arterial entre ratos WKY e REH de 3
semanas® ou ao nascimento® foram baseados na anélise de
um ndmero pequeno de animais. Entretanto, a idade na qual
a funcao barorreflexa comeca a diminuir em REH ainda nao
foi confirmada.

Nossos achados mostraram que REH apresentavam
respostas depressoras mais baixas com FE, mas respostas
depressoras mais altas com NPNa, quando comparados com
ratos WKY. Nés nao esperdvamos esses dados contraditérios.
Gonzalez e cols.?® estimularam eletricamente os nervos
aérticos de REH de 15 semanas usando uma grande variedade
de frequiéncias de estimulos. As respostas depressoras
produzidas por tais estimulos foram significantemente
menores em REH do que as observadas em ratos WKY. O
mesmo estudo relatou que a inibigao da atividade do grande
nervo esplénico devido a estimulacdo do nervo aértico era
significantemente menor em REH do que em ratos WKY e a
atividade nervosa simpatica controle era maior em REH do
que em ratos WKY. Judy e cols.?#?* examinaram a fungao
barorreceptora através da variagdo espontdnea da PAM e
a atividade nervosa simpdtica em REH e ratos WKY entre
5 e 40 semanas de idade e verificaram que REH jovens (5
semanas) apresentavam sensibilidade barorreflexa reduzida.
Entretanto, a variacao na FC nao foi avaliada como fizemos
em nosso estudo.

Ohta e cols.?® relataram alteragbes nos componentes
aferentes do quimiorreflexo e do barorreflexo em REH de
15 semanas através da estimulagdo do nervo depressor
aértico (estimulo depressor) e do nervo do seio carotideo
(estimulo pressor). Eles observaram respostas depressoras
mais altas em ratos WKY e respostas pressoras mais altas em
REH. Lee e cols.?” mediram as respostas dos barorreceptores
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em REH de 6 a 10 meses de idade através da estimulagao
elétrica do nervo glossofaringeo e observaram respostas
depressoras mais altas em REH; entretanto, a bradicardia
estava reduzida em REH. Nesse estudo, nossa hipétese era
que os REH apresentariam respostas depressoras e pressoras
mais baixas; tal fato nao foi observado nas respostas
da FC a administragdo de NPNa intravenosa. Aspectos
metodolégicos podem explicar as diferengas de resultados
entre esses estudos citados acima, ja que eles utilizaram
procedimentos diferentes para avaliar as respostas pressora
e depressora e nao encontramos nenhum estudo que
tivesse avaliado a funcdo barorreflexa submetida a teste
com FE e NPNa em REH com menos de 14 semanas de
idade. E possivel que REH nao tenham mostrado aumento
na variabilidade da PAM, bem como ratos WKY com FE,
devido ao fato de apresentarem hipertensao arterial.

Nossos achados indicaram que ratos machos
espontaneamente hipertensos de 13 semanas apresentavam
diminuicao da fungao barorreflexa. Entretanto, dados
conflitantes foram descritos na literatura, os quais observaram
uma diminuicdo na funcao barorreflexa em REH jovens
quando avaliados através do controle da atividade simpatica.
Diferentes estudos mostraram que a fungao barorreflexa em
REH jovens é aproximadamente igual*® ou esta diminuida?>2
quando comparada a de ratos WKY. O estudo de Morrinson
e Whitehorn* demonstraram que a hiperreatividade em
REH de 15 semanas ndo se correlacionou com o reflexo
barorreceptor, o qual foi aproximadamente similar ao dos
ratos WKY e os autores concluiram que isso pode nao
confirmar que a diminuigao da funcdo barorreflexa em
REH jovens seja devida a sua hiperreatividade simpdtica.
Ricksten e cols.?® relataram variagdes espontdneas em PAM,
FC e a média retificada da atividade do nervo esplancnico
maior em REH e WKY de 15 semanas acordados e nao
submetidos a qualquer procedimento. A variabilidade na
PAM néo foi significantemente diferente, mas a variabilidade
da FC mostrou uma tendéncia a ser mais baixa em REH. A
variabilidade na atividade do nervo esplénico também ndo foi
significantemente diferente entre REH e WKY. Nossos dados
também mostraram uma variabilidade de FC menor em REH,
mas no estudo de Rickstein e cols.?®, a variabilidade nao foi
testada com medicamentos. Nagai e cols.? compararam
a atividade autonémica e a sensibilidade barorreflexa em
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