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RESUMO

Respostas cardiorrespiratorias apos ativacdo do barorreflexo sdo afetadas pelo balanco
de sodio ou anestesia. No presente estudo, investigamos as respostas
cardiorrespiratorias e a sensibilidade do barorreflexo: ap6s ativacdo e desativacdo dos
barorreceptores com infusdes intravenosa (iv) de fenilefrina (fenil) e nitroprussiato de
sodio (NP) com e sem o bloqueio de receptores angiotensinérgicos do tipo 1 (ATy);
apos ativacdo dos barorreceptores com infusdo iv de angiotensina Il (ANG 1I), e as
respostas cardiorrespiratorias: ap0s ativacdo de receptores cardiopulmonares com
infusdes iv de fenilbiguanida; apo6s ativacdo quimiorreceptores com infusdes iv de
cianeto de postassio (KCN) em ratos ndo anestesiados normovolémicos, depletados e
repletos de sodio. Foram utilizados ratos Holtzman (280-320 g, n = 8 - 19) com um tubo
de polietileno inserido na aorta abdominal através da artéria femoral para registrar a
pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) e veia femoral para
administracdo das drogas. A frequéncia respiratoria (fR), volume corrente (VC) e
ventilagdo (Ve) foram determinadas por pletismografia de corpo inteiro. A deplegéo de
sodio ndo modificou os valores basais de PAM (102 £ 2, vs. normovolémicos: 107 + 2
mmHg), FC (382 + 9, vs. normovolémicos: 385 + 7 bpm) ou Ve (468 + 27, vs.
normovolémicos: 447 + 26 ml/min/kg). A infusdo iv de fenil (5 pg/kg, 0,011ml/s)
produziu resposta pressora e bradicardica semelhante em ratos normovolémicos,
depletados e repletos de sodio (A +58 + 2, +59 + 2 e +60 = 3 mmHg, respectivamente)
(A -97 + 10, -120 + 11 e -110 += 9 bpm, respectivamente), no entanto, os ratos
depletados de sddio mostraram um aumento na Ve (A +152 + 40, vs. normovolémicos:
+53 + 26 ml/min/kg, p <0,05). Apés a replecdo de sddio, a Ve retornou préximo ao
valor dos ratos normovolémicos (A +125 + 50 ml/min/kg). Em outro grupo de animais,
foi realizado bloqueio dos receptores AT: com injecOes iv em bolus de losartana e néo

foi observado este aumento da Ve nos ratos depletados de sodio (A +77 + 33
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ml/min/kg). O ganho do componente bradicardico também aumentou em ratos
depletados (-1,9 + 0,1, vs. normovolémicos: -1,3 = 0,1 bpm/mmHg, p <0,05) e retornou
aos valores basais nos ratos repletos de sodio (-1,5 £ 0,1 bpm/mmHg). A infuséo iv de
NP (30 ng/kg, 0,011ml/s) promoveu respostas hipotensoras e taquicardicas semelhantes
nos ratos normovolémicos, depletados e repletos de sddio assim como a Ve e 0 ganho
do componente taquicardico ndo sofreram alteracdes significativas. A infusdo iv de
fenilbiguanida (50 pg/kg/ml) promoveu respostas hipotensoras e bradicardicas
semelhantes nos ratos normovolémicos e depletados de sédio, porém aumentou a Ve nos

animais depletados de sddio (A +281 + 34, vs. normovolémicos: +150 + 50 ml/min/kg,

p <0,05). A infusdo iv de cianeto de potéassio (KCN, 40 pg/0,1ml por rato) ndo alterou
as respostas cardiorrespiratédrias. Sendo assim, os resultados sugerem que a deple¢éo de
sodio com furosemida seguido de dieta deficiente em sodio aumentou componente
bradicérdico do barorreflexo e as mudancas neuronddcrinas produzidas pela deplecéo de
sodio (como aumento da ANG Il) podem facilitar as respostas respiratérias a ativacdo

dos barorreceptores.

Palavras-chave: deplecdo de sédio, barorreflexo, diurético furosemida, ventilacéo,

respostas cardiorrespiratorias, dieta deficiente em sédio.



ABSTRACT

Cardiorespiratory responses to peripheral baroreceptor activation are affected by
sodium balance or anesthesia. In the present study, we investigated the baroreflex
sensitivity and cardiorespiratory responses: to baroreceptor activation and deactivation
with intravenous (iv) infusions of phenylephrine (phenyl) and sodium nitroprusside
(NP) with or without angiotensinergic type 1 receptor (AT1) blocking; to baroreceptor
activation with iv infusions of angiotensin 1l (ANG II), and cardiorespiratory responses:
to cardiopulmonary receptor activation with iv infusions of fenilbiguanide: to
chemoreceptor activation with iv infusions of sodium nitroprusside (KCN) in
normovolemic, sodium depleted, and sodium repleted unanesthetized rats. Male
Holtzman rats (280-320 g, n = 8 - 19) with a polyethylene tubing inserted into
abdominal aorta through femoral artery to record mean arterial pressure (MAP) and
heart rate (HR) and femoral vein to perform iv administration drugs were used.
Respiratory frequency (fR), tidal volume (V1) and ventilation (Ve) were recorded by
whole-body plethysmography. Sodium depletion did not modify baseline MAP (102 +
2, vs. normovolemic: 107 + 2 mmHg), HR (382 * 9, vs. normovolemic: 385 + 7 bpm) or
VE (468 £ 27, vs. normovolemic: 447 = 26 ml/min/kg). Iv infusion of phenyl (5
pg/kg/ml, 0.011ml/s) in normovolemic, sodium depleted and repleted rats produced
similar pressor (A +58 + 2, +59 + 2 and +60 + 3 mmHg, respectively) and bradycardic
(A -97 £ 10, -120 + 11 and -110 + 9 bpm, respectively) responses, however, sodium
depleted rats showed an increased in Ve (A +152 + 40, vs. normovolemic: +53 £ 26
ml/min/kg, p<0.05). After sodium repletion the Ve returned to approximate value of
normovolemic rats (A +125 + 50 ml/min/kg). In the other group of animal was made
AT receptor blocking with iv bolus injections of losartan and was observed an

attenuation of Ve that was increased in sodium depleted rats (A +77 £ 33 ml/min/kg).



The bradicardic component gain also was increased in depleted rats (-1.9 £ 0.1, vs.
normovolemic: -1.3 £ 0.1 bpm/mmHg, p<0.05) and returned to baselines values in
sodium repleted rats (-1.5 + 0.1 bpm/mmHg). Iv Infusion of NP (30 pg/kg/ml,
0.011ml/s) in normovolemic, sodium depleted and repleted rats produced similar
hypotensive, tachycardic responses, similar Ve and the tachycardic component gain.
The iv infusion of fenilbiguanide (50 pg/kg/ml) induced similar hypotensive and

bradicardic responses in normovolemic and sodium depleted rats, however increased Ve

in sodium depleted rats (A +281 + 34, vs. normovolemic: +150 + 50 ml/min/kg, p

<0.05). lv infusion of potassium cyanide (KCN, 40 pg/0.1ml per rat) did not change

cardiorespiratory responses. Thus, the results suggest that sodium depletion with
furosemide plus sodium-deficient diet increased bradicardic component of baroreflex
and the neurondocrine changes produced by sodium depletion (like increased
angiotensin 1) may facilitate respiratory responses to baroreceptor activation with

phenyl iv.

Keywords: sodium depletion, baroreflex, furosemide, ventilation, cardiorespiratory

responses, sodium deficient diet.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS
ANG I, angiotensina Il;

bpm, batimentos por minuto;

cpm, ciclos por minuto;

CVLM, érea caudoventrolateral do bulbo;
E.P.M, erro padréo da media;

FC, frequéncia cardiaca;

Fenil, fenilefrina;

fR, frequéncia respiratoria;

Hb, hemoglobina;

HCOgs', bicarbonato;

Hct, hematdcrito;

Hz, hertz;

ip, intraperitoneal;

iv, intravenosa;

KCN, cianeto de potéassio;

n, numero de ratos;

NA, nucleo ambiguo;

NacCl, cloreto de sddio;

NDA, nervo depressor aortico;
NMDV, nucleo motor dorsal do vago;
NOR, norepinefrina,;

NP, nitropussiato de sadio;

NTS, nlcleo do trato solitério;

PAM, pressdo arterial média;

PAP, pressao arterial pulsatil;
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PCOg, pressdo parcial de gas carbbnico;
PE, polietileno;

Pk*, concentracdo plasmatica de potassio;
Pna*, concentracdo plasmaética de sodio;
PO2, presséo parcial de oxigénio;

Posm, 0smolalidade plasmatica;

Py, proteinas totais;

RVLM, area rostroventrolateral do bulbo;
sc, subcutanea;

SNC, sistema nervoso central;

sOz2, saturacdo de oxigénio;

TE, tempo expiratorio;

TI, tempo inspiratério;

VC, volume corrente;

VE, ventilagdo pulmonar;
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1. INTRODUCAO

Balango de agua e ions.

O corpo humano é amplamente constituido por fluidos, no qual corresponde
cerca de 55-65% do peso corporal, variando com a idade, sexo e quantidade de gordura
corpérea (Evora e cols., 1999). Este liquido encontra-se distribuido entre os
compartimentos intracelular e extracelular (liquido intersticial e plasma sanguineo).
(Evora e cols., 1999, Verbalis, 2003). A manutencdo da quantidade desses liquidos se
d& por um balanco entre ganhos e perdas. O ganho ocorre principalmente através da
ingestdo de liquidos e pela agua contida nos alimentos, além disso, a oxidacdo dos
carboidratos também libera uma quantidade de &gua, porém menor. A perda ocorre
através da excrecdo de urina, de fezes, pela evaporacdo que ocorre nos pulmdes durante
a respiracdo e pelo suor dependendo da temperatura ambiente e do grau de atividade
fisica (Vebalis, 2003, Souza e Elias, 2006).

Além dos liquidos que permeiam esses compartimentos, tem-se a presenca de
soluto, os ions, no qual sua composicdo se difere nos dois compartimentos, pois no
compartimento extracelular o sédio é o cation predominante, enquanto que o potassio é
0 cétion predominante no compartimento intracelular (Evora e cols., 1999). A diferenca
na composicao entre os liquidos intracelular e extracelular € muito importante, para o
desempenho adequado das fungdes celulares (Vebalis, 2003, Souza e Elias, 2006).
Assim, o volume e a distribuicdo dos fluidos corporais sdo em Ultima andlise,
determinados pela quantidade de agua corporal e principalmente pelo ion soédio. A
importancia do sodio esta relacionada com o controle que ele exerce na distribui¢do da
agua em todo o organismo. O numero de moléculas de soédio por unidade de agua

determina a osmolalidade do liquido extracelular. Se o sddio é perdido, a agua €
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excretada na tentativa de manter a osmolalidade normal, e se 0 sddio € retido, a 4gua
também deve ser retida para dilui-lo (Evora e cols., 1999).

No entanto, a regulacdo no volume de agua e sodio é altamente complexa,
envolvendo multiplos fatores que atuam tanto de forma independente como em conjunto

(Anderson, 1977).

Desbalanco hidroeletrolitico e modelos experimentais.

Transtornos de fluidos corporais estdo entre os problemas mais comuns
encontrado na prética da medicina clinica (Verbalis, 2003). Altera¢cdes no volume
sanguineo podem ser causadas por diferentes situacbes como vomito, diarréia, aumento
da ingestéo de s6dio, ou uso de diuréticos (Evora e cols., 1999).

Para reproduzir essas alteracbes no balanco de fluidos e de ions, existem
modelos experimentais, dentre eles podemos citar: a privacdo de agua, a gavagem

intragastrica com salina hipertdnica, a deplecdo de sédio com diuréticos, entre outros.

Modelo experimental de deplecéo de sodio.

A deplecdo de sddio produzida por inje¢cdo subcutdnea (sc) do
diurético/natriurético furosemida associada a 24 horas de dieta deficiente em sodio € um
modelo amplamente utilizado em nosso laboratério para o estudo do apetite ao sédio
(Sato e cols., 1996; Menani e cols., 1998; Nozaki e cols., 2002; de Oliveira e cols.,
2003; de Oliveira e cols., 2007; Menezes e cols., 2011).

O diurético/natriurético, furosemida, age na alca Henle do néfron e seu
mecanismo de acdo ocorre pelo bloqueio do co-transportador tri-iénico de ions Na*, K™,
2 CI" prejudicando a reabsorcdo destes ions que entdo serdo excretados (natriurese).
Além disso, esta porcdo do néfron é impermeavel a 4gua, que também serd excretada

em maior quantidade (diurese) levando ao aumento do volume urinario excretado
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(Weiner, 1990). Alteracbes no equilibrio de agua e sddio no organismo modifica a
atividade de vérios hormonios (angiotensina, aldosterona, peptideo natriurético atrial,
vasopressina) e sistemas neurais (atividade simpéatica) com o objetivo de reestabelecer o
balanco hidroeletrolitico (Menani e cols., 2004).

A deplecdo de sodio provoca mudancas no balanco dos fluidos corporais,
promovendo respostas comportamentais, hormonais e autdbnomas para corrigir essas
alteragOes e restaurar o equilibrio na homeostase de sddio (Zardetto-Smith e cols., 1993;
De Luca e cols., 2000). Um estudo n&o publicado do nosso laboratério mostrou que a
pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) ndo sdo alteradas apos a
deplecédo de s6dio com uma Unica injecéo sc de furosemida seguido por dieta deficiente
de sddio, embora estes animais estivessem hipovolémico (Favero, 2012). A PAM e a
FC ndo se altera devido a um aumento na atividade do sistema renina-angiotensina que
mantém PAM em niveis normais.

Esta bem estabelecido que durante a deplecdo de sédio com furosemida ocorre
uma diminuicdo do fluxo sanguineo renal, e isto leva a alteracbes neuroenddcrinas
como um elevado nivel de angiotensina Il (ANG Il) e um aumento de aldosterona
circulante (Haber, 1976; Speilman e Davis, 1974), reducdo da reatividade vascular
(Armsworth e cols., 1986; Gerkens e cols., 1987), desativacdo de receptores de volume
e atenuacdo barorreflexo (Rocchini e cols., 1977; Echtenkamp e Anderson, 1988).
Embora ANG Il aumente a atividade simpatica (Zimmerman, 1973; Zimmerman e cols,
1984) foi demonstrado que durante a deplecdo de sddio em cées a atividade simpatica
foi reduzida (Brosninhan e cols.,, 1981; Szilagyi e cols., 1981). Estas alteracdes
neuroendocrinas que ocorrem apdés a deplecdo de so6dio modificam as respostas
cardiovasculares de alguns agentes vasoativos como a ANG Il e norepinefrina (NOR), e
também afeta a hipertensdo durante a oclusdo bilateral da carétida (Salgado e cols.,

1986). Além disso, estudo do nosso laboratério mostrou que a deplecdo de sodio
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reduziu a resposta pressora a injecao periférica de ANG Il e NOR, e a injecdo central da
ANG II, NOR e carbacol, sugerindo que a deplecdo de sédio afeta os mecanismos
envolvidos na resposta pressora através da ativacdo central e periférica mediada por
ativagdo simpatica e ANG Il (Colombari e cols., 1992). No entanto, nenhum destes
estudos analisou se a deplecdo de sédio poderia alterar a funcdo de um importante

mecanismo relacionado ao controle rapido da PAM, o barorreflexo.

Barorreflexo.

O barorreflexo é o principal e mais estudado mecanismo de regulacdo rapida da
PAM, porque é o Unico com velocidade suficiente para responder as frequentes
mudancas na PAM em diferentes estimulos, como por exemplo, exercicios fisicos,
alteracdes emocionais, posturais, sono, alimentacdo, etc. O sistema de auto-regulacédo
renal, humoral e tecidual que também estdo envolvidos no controle da PAM, sdo muito
lentos para responder de forma eficaz a esses estimulos (Heesch, 1999; Irigoyen e cols.,
2001).

Desta forma, a grande sensibilidade dos barorreceptores permite a manutengéao
da PAM dentro de uma faixa de variacdo que permite a perfusdo sanguinea através dos
vasos de elevada resisténcia e também o controle tecidual de fluxo, obtido através da
modificacdo do calibre de artérias e arteriolas por fatores como tensdo parcial de
oxigénio (O.), ions hidrogénio, gas carbonico (CO2), metabdlitos celulares e por fatores
miogénicos intrinsecos (Guyton e Hall, 2002). Os barorreceptores exercem a regulacao
da pressdo arterial através da regulacdo reflexa da frequéncia cardiaca, débito cardiaco,
contratilidade miocérdica, vasomotricidade e consequentemente distribuigdo regional do
fluxo sanguineo (Heesch, 1999; Irigoyen e cols., 2001).

Esse reflexo inicia-se pelos barorreceptores arteriais que sdo mecanoceptores

localizados na circulagdo toracica, no arco adrtico, na regido do tronco braquiocefélica e
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artérias subclavias, e também nos seios carotideos da regido cervical (Kirchheim, 1976,
Bogue e Stella, 1935, Landgren, 1952). Eles respondem as deformacGes ou distensdes
na parede vascular, onde estdo localizados. A elevacdo da PA provoca distensdo da
parede vascular e dos elementos conjuntivos (colageno e elastina) que estdo conectados
em série com as terminagdes barossensiveis (causando ativacdo do barorreflexo e
disparo de potenciais de agédo). Estes potenciais de a¢do gerados nas aferéncias do seio
carotideo e do arco da aorta trafegam pelo nervo de Hering, glossofaringeo e nervo vago
respectivamente (Guyton e Hall, 2002) para regides do bulbo no sistema nervoso central
(SNC), como nucleo do trato solitario (NTS). O NTS envia projecbes para nucleo
ambiguo (NA) e nucleo motor dorsal do vago (NMDV). Além disso, envia projecdes
para area bulbar ventrolateral caudal (CVLM), que se projeta para area bulbar
ventrolateral rostral (RVLM), onde ocorre integracdo dos mecanismos aferentes com os
eferentes, desencadeando respostas autbnomas caracterizadas por ativacdo do sistema
nervoso autbnomo parassimpatico e inibicdo do sistema nervoso autbnomo simpatico
(Campagnole-Santos e Haibara, 2001; Albaghdadi, 2007) consistindo em diminuicdo da
resisténcia vascular periférica, frequéncia cardiaca e forca contratil do coracdo
(Kirchheim, 1976, Reis e Ledoux, 1987).

Apesar de muitos estudos sobre o envolvimento do barorreflexo na regulacédo
cardiovascular, ainda pouco se sabe sobre mudancas ventilatorias (Ve) causadas apds a

ativacdo deste reflexo.

AlteracOes ventilatorias durante ativacédo do barorreflexo.

Alguns estudos tém relatado que a ativacdo do barorreflexo demonstra uma série
de efeitos variaveis sobre Ve (Sapru e cols., 1981; Miserocchi e Quinn, 1980; Dove e
Katona, 1985; Hayashi e cols., 1993; McMullan e cols., 2007 e 2009). Sapru e cols.,

(1981) investigaram que em ratos descerebrados e ndo vagotomizados, a estimulagéo do
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nervo depressor adrtico (NDA) deprime o ritmo respiratorio. Estudo de Dove e Katona
(1985) mostrou que a ativacdo dos barorreceptores promoveu um aumento no tempo de
inspiracdo (TI) e no tempo de expiracdo (TE). Além disso, Miserocchi e Quinn (1980)
mostraram que a frequéncia respiratéria (fR) ndo se alterou durante hipotenséo
hemorragica em gatos e Hayashi e cols., (1993) ndo observaram mudancas na fR
durante a estimulagdo do NDA em ratos anestesiados. Assim, todos estes estudos
sugeriram que a variabilidade dos efeitos sobre a ventilagdo durante a ativacdo do
barorreflexo depende da espécie animal, da cepa, do tipo de preparacdo e da anestesia.
Portanto, baseado nas evidéncias acima, neste estudo, investigamos a
sensibilidade do barorreflexo e respostas cardiorrespiratorias apds a ativacdo e
desativacdo do barorreflexo com infus@es intravenosa (iv) do agente vasoconstritor
fenilefrina (fenil) e do agente vasodilatador nitroprussiato de sodio (NP),
respectivamente, em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sédio), depletados de
sodio (24 h apo6s a deplecdo de sodio com furosemida, 20mg/kg por peso corporal,
injetado subcutaneamente associado a 24 horas de dieta deficiente em sddio) e repletos
de sodio (duas horas apo6s o livre acesso a agua e 0,3 M de NaCl, para restaurar o
equilibrio de agua e sddio). Também investigamos as respostas cardiorrespiratorias apds
a ativacdo do reflexo cardiopulmonar e quimiorreflexo com infus@es intravenosa (iv) de
fenilbiguanida e cianeto de potassio, respectivamente, em ratos normovolémicos e

depletados de sédio.
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2 OBJETIVOS
1) Investigar as respostas cardiorrespiratorias e a sensibilidade do barorreflexo:

a) apos a ativacdo e desativacdo dos barorreceptores com infus@es intravenosa
(iv) de fenilefrina (fenil) e de nitroprussiato de sddio (NP), respectivamente,
em ratos normovolémicos, depletados de sddio e repletos de sodio;

b) ap6s a ativagdo dos barorreceptores com injecdo iv em bolus de angiotensina
Il (ANG IlI), em ratos normovolémicos, depletados de sodio e repletos de
sodio;

c) apds a ativacdo e desativacdo dos barorreceptores com infusdes iv de fenil e
de NP, respectivamente, em ratos normovolémicos e depletados de sdédio
com e sem o0 blogueio dos receptores angiotensinérgicos do tipo 1 (ATy).

2) Investigar as respostas cardiorrespiratorias ap6s a ativacdo dos receptores
cardiopulmonares com injecdo iv em bolus de fenilbiguanida e ap0s a ativacdo dos
quimiorreceptores periféricos com injecdo iv em bolus de cianeto de potassio

(KCN) em ratos normovolémicos e depletados de sddio.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Holtzman adultos (aproximadamente 12 semanas) nédo
anestesiados, com peso entre 280-320 g, fornecidos pelo Biotério do Campus de
Araraquara, UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de aco
inoxidavel, com livre acesso a racdo contendo sédio normal (Guabi Rat Chow, Paulinia,
SP - Brasil), &gua e 0,3 M de NaCl (quando necessério). A temperatura foi mantida 23 +
2° C e umidade de 55 + 10%, com ciclo claro-escuro de 12 h, com as luzes acendendo
as 7:30 horas da manhd. Os experimentos foram realizados entre 08:00 e 18:00h. Os
protocolos experimentais realizados no presente estudo foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP, Brasil
(Proc.CEUA n° 29/2013) e seguiram as normas do Instituto Nacional de Guia de Saude
para o cuidado e uso de Animais de Laboratorio (NIH publicacbes n°® 80-23, 1996,
EUA). Foram feitos todos os esfor¢os para minimizar o desconforto do animal e o

ndmero de animais utilizados.

3.2 Canulacao da artéria e veia femoral

Um dia antes dos experimentos foi realizada canulacdo da artéria e da veia
femoral. As céanulas utilizadas foram confeccionadas previamente com um tubo de
polietileno PE-10 (Clay Adams, Parsipanny, NJ) de 3,5 cm conectado a outro tubo de
polietileno PE-50 de 15 cm. Antes de serem implantadas, as canulas foram preenchidas
com solucdo fisioldgica e obstruidas na extremidade livre do PE-50 com pino de metal.
Assim, os ratos foram anestesiados com injecdo intraperitoneal (ip) de cetamina (80
mg/kg do peso corporal) combinada com xilazina (7 mg/kg do peso corporal) e a canula
arterial foi introduzida na aorta abdominal, através da artéria femoral e um outro tubo de

polietileno foi introduzido na veia femoral. Uma vez implantados, os tubos de
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polietileno foram dirigidos subcutaneamente, com auxilio de um trocater, foram
exteriorizados para a regido escapular do rato, e fixados com linha de sutura, permitindo
o livre movimento dos ratos. A cénula arterial foi utilizada para registro direto da
pressao arterial pulsatil (PAP) e calculo da pressdo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC). A céanula venosa foi utilizada para administracao sistémica de drogas. No
final da cirurgia, foi injetado via intramuscular um coquetel de antibi6ticos
(benzilpenicilina-diidrostreptomicina-estreptomicina; 80.000 Ul/kg, 33 mg/kg e 33
mg/kg, respectivamente) e injecdo subcutanea de anti-inflamatorio (Cetoprofeno 1% -
0,1 ml/rato). Apds a cirurgia, os animais foram monitorados até retomarem a

consciéncia.

3.3 Medida da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)

Vinte e quatro horas apds a canulacdo da artéria e veia femoral, quando os ratos
estavam recuperados da cirurgia e adaptados ao ambiente da sala de registro, o catéter
arterial foi ligado a um transdutor de pressdo (Stathan P 23 Db, Dover, NH, EUA)
acoplado a um pré-amplificador (Bridge Amp, ML221, ADInstruments, Castle Hill,
NSW, Australia) que foi conectado ao Powerlab, um sistema computadorizado de

registro (PowerLab 16/30, ML880, ADInstruments, Castle Hill, NSW, Australia).

3.4 Determinacédo da ventilacdo pulmonar

As medidas de Ve foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro (Bartlett e
Tenney, 1970). Este método é baseado no principio de que um animal, dentro de uma
camara vedada, terd seu volume de ar corrente inspirado aquecido da temperatura da
camara a temperatura corporal e saturado com vapor de dgua; enquanto na expiracao,
seu volume de ar corrente sera esfriado até a temperatura da camara, havendo perda de

vapor de &gua. Estas situacdes de aquecer e umidecer o ar inspirado e de esfriar e
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desidratar o ar expirado sdo acompanhadas por pequenas mudancas de pressdo, que
podem ser detectadas por um transdutor sensivel. A cdmara de acrilico, onde o animal
foi colocado e se movimentava livremente, tinha conexdo com o transdutor diferencial
de pressdo e com outra camara de referéncia, a qual evita artefatos de medidas
provocados pela variagdo de pressdo dentro do laboratério, como a abertura de portas.
Além disto, a cAmara estava equipada com um termémetro e uma seringa para
calibracdo. Durante as medidas de ventilagcdo, o fluxo foi interrompido e a camara
selada por curtos periodos de tempo (~ 2 min) e as oscilacbes na temperatura do ar
causadas pela respiracdo foram medidas como oscilagbes na pressdo. Os sinais
detectados pelo transdutor diferencial de pressdo foram coletados por um registrador, o
qual estava conectado a um conversor analdgico-digital. Isto permitiu a digitalizacédo
dos sinais em um computador, utilizando um programa de aquisicdo de dados. Os dados
foram analisados atraves de um programa de célculos, permitindo a obtencdo da
frequéncia respiratdria (fR) e da amplitude do sinal (PT). O volume corrente (VC) foi
calculado através da formula abaixo (Bartlett e Tenney, 1970). A calibracdo do volume
foi feita antes e durante cada experimento por injecdo na camara de uma quantidade
conhecida de ar (1 ml) usando uma seringa graduada. A Ve foi calculada multiplicando
0 VC pela fR. Segundo Bartlett e Tenney (1970) e Malan (1973) medidas diretas de Ve
por pneumotacografia resultam em valores bastante préximos daqueles obtidos por

pletismografia.

VC =PT x VKX TC x (PB - PC)
PK TR  (PB-PC)-TC x (PB-PR)
Tb

Definicao dos simbolos da equacéo:

VC: Volume de ar corrente.

VK: Volume de ar injetado na camara do animal para calibragéo.
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PT: Deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar corrente.
PK: Deflexdo de presséo associada ao volume injetado para calibragéo.
Th: Temperatura corporal (em Kelvin)

TC: Temperatura do ar dentro da cAmara do animal.

PB: Pressdo barométrica.

PR: presséo de vapor de 4gua a temperatura corporal.

PC: pressdo de vapor de agua na camara do animal.

TR: temperatura ambiente.

3.5 Drogas e soluces utilizadas
- Furosemida (20 mg/kg de peso corporal — diurético/saliurético), foi injetado sc e
dissolvido em solucdo salina alcalina (pH ajustado para 9,0 com NaOH);
- Fenilefrina (Fenil, 5 pg/kg de peso corporal - agonista al adrenérgico, agente
vasoconstritor), foi administrada por infuséo iv;
- Nitroprussiato de sédio (NP, 30 pg/kg de peso corporal - doador de 6xido nitrico,
agente vasodilatador) foi administrado por infusdo iv;
- Losartana (10 mg/kg de peso corporal — antagonista de receptores angiotensinérgicos
do tipo 1 - ATy) foi administrada por injecéo iv em bolus;
- Angiotensina Il [ANG 1] - (50 ng/0,dml por rato — agente vasoconstritor), foi
administrada por injecdo iv em bolus;
- Fenilbiguanida (50 pg/kg de peso corporal — agonista de receptores serotoninérgicos
tipo 3 - 5-HT3) foi administrada por injecdo iv em bolus;
- Cianeto de potassio [KCN] - (40 pg/0,1ml por rato — induz hipdxia citotoxica), foi
administrada por injecdo iv em bolus;

- Solucado fisioldgica (NaCl 0,9% - veiculo).
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Todas as drogas foram obtidas pelo de Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA.
As drogas (exceto furosemida) foram dissolvidos em solucdo salina isotonica estéril.

Fenil e NP foram infundidos com uma bomba peristéltica (velocidade 0,011ml/s).

3.6 Deplecéo de sddio por 24 horas

A racdo, a 4gua e a solucdo de 0,3 M de NaCl foram removidas das gaiolas dos
ratos e foram enxaguadas. Deplecdo de sddio foi induzida por uma injecdo sc de
diurético furosemida (20 mg/kg de peso corporal) e em seguida os animais tiveram livre
acesso a agua e racdo deficiente em sodio (fuba; 0,001% de sddio e de potassio 0,33%)
durante 24 h. Apos este periodo, a agua e o fuba foram removidos e os protocolos
experimentais foram realizados. Esta deplecdo de sodio (induzida por tratamento com
furosemida sc associado a dieta deficiente de sodio) induz perda de 1,5 a 2,0 mEq de
sodio e aumenta a ingestdo de solucdes de sddio hiperténico (Jalowiec, 1974; Sakai e
cols., 1989; De Luca Jr e cols., 1991; Rowland e Fregly, 1992).

Os ratos que foram utilizados para o estudo de deplecdo de sodio, além da agua,

tiveram a disposicdo 0,3 M de NaCl, desde 6 dias antes do inicio dos experimentos.

3.7 Teste de ingestédo de NacCl

Ingestdo cumulativa de dgua e 0,3 M de NaCl foram medidas aos 30, 60, 90 e
120 min. A quantidade de ingestdo de agua e sddio nos protocolos experimentais foram
quantificados utilizando buretas de vidro equipado com um bico de metal graduadas em

0,1 ml. Os animais ndo tiveram acesso a racao durante os experimentos.

3.8 Coleta de sangue
a. para a determinacdo da concentragdo plasmatica de sodio (Pna*), potassio (Px*),

proteinas totais (Pt), osmolalidade (Posm).
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Amostras de sangue foram coletadas nos mesmos animais que foram submetidos
aos experimentos. O sangue arterial foi retirado (1,5 ml) a partir da artéria femoral para
a determinacdo da concentracdo plasmatica de proteinas totais (Pt), de sédio (Pna*), de
potassio (P«") e osmolalidade (Posm) no estado normovolémico (acesso livre a ragdo,
agua e 0,3 M de NaCl), depletados de sdédio (24 h apds a injecdo sc de furosemida
seguido por 24 h de dieta deficiente de sodio) e repleto de sodio (duas horas apos o
acesso livre a 4gua e 0,3 M de NaCl, para restaurar o equilibrio de agua e sodio). Foi
realizada reposi¢cdo do volume (1,5 ml) com salina isotonica. As amostras foram
recolhidas em tubos contendo EDTA de sddio (2 mg/ml de sangue) para se obter
plasma. Todas as amostras foram centrifugadas durante 10 min. Osmolalidade
plasmatica foi medida em osmémetro (modelo 3250 Osmometer, AdvancedInstruments,
Norwood, MA, EUA) pela depressdo do ponto de congelamento. A concentracao
plasmatica de sodio e de potassio foram medidas por um elétrodo especifico de ions
(Nova). A concentracdo de proteina plasmatica foi medida em um refratbmetro

(ATAGO).

b. para as determinacdes gasométricas de sangue arterial

Foi realizada remocéo de sangue arterial (0,5 ml) da artéria femoral dos animais.
As amostras de sangue retiradas foram colocadas em um cartucho (CG7+, I-Stat) e
inseridos num aparelho de gasometria (I-Stat, Abbott Laboratory, NJ, USA) para a
analise de potencial hidrogeniénico (pH), pressdo parcial de gas carbdnico (PCO,),
pressdo parcial de oxigénio (PO.), bicarbonato (HCOs), hematocrito (Hct),

hemoglobina (Hb) e saturacdo de Oz (sO>).
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3.9 Andlise do barorreflexo

Foi feita administracdo das drogas utilizando um método de infusdo com bomba
e consiste em uma breve infusdo (0,011ml/s) para aumentar ou reduzir a pressao arterial
em cerca de 50 mmHg por 30 s (usando fenil ou NP, respectivamente). A sensibilidade
do barorreflexo foi determinada através de uma relacgdo linear entre a PAM e FC durante
as mudangas transientes de pressdo. Os valores das alteracdes de FC (A FC) foram
coletados para cada intervalo de 5 mmHg de PAM a partir de 0 mmHg e terminando em
(+ ou -) 50 mmHg. Portanto, o ganho do baroreflexo foi determinado por ajuste de uma
linha de regressao linear, através de uma vasta gama de pontos. A inclinacéo desta linha

representa sensibilidade do barorreflexo (Farah e cols., 1999).

3.10 Analise estatistica

Os resultados de cada animal submetido aos protocolos experimentais foram
tabelados e foram expressos pela média + erro padrdo da média (E.P.M.). A analise de
variancia ANOVA uma via, teste t, e pos-teste de Newman Keuls ¢ Dunn’s foram
usados para testar a significadncia estatistica. As diferencas foram consideradas

significativas para p < 0,05.
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4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1 Efeito da deplecdo de sédio sobre as respostas cardiorrespiratérias e
sensibilidade do barorreflexo apds a ativacdo e desativacdo dos barorreceptores
com fenil e NP, respectivamente, em ratos ndo anestesiados.

Os ratos foram colocados individualmente em camaras de Plexiglas (5 L) com
livre movimentacdo. A camara foi ventilada com ar ambiente durante cerca de 30 min
para aclimatacdo do animal. Todos os ratos (n = 19) foram expostos a trés condi¢des
diferentes: normovolémica (livre acesso a racdo, agua e 0,3 M de NaCl), depletado de
sodio (apds a injecdo sc de furosemida seguido por 24 h de dieta deficiente em sodio) e
repleto de sddio (apds 2 h de livre acesso a agua e 0,3 M de NaCl, para restaurar o
equilibrio de &gua e sodio).

No primeiro dia de experimentos foram medidas as respostas cardiorrespiratorias
e a sensibilidade do barorreflexo ap0s a ativacdo e desativacdo dos barorreceptores na
condicdo normovolémica. Posteriormente, esses mesmos ratos receberam injecdo sc de
furosemida e foram colocados em caixas individualizadas contendo agua e fuba (baixo
teor de sodio) para que apds 24 h, fosse repetido os testes para determinar as respostas
cardiorrespiratdrias e a sensibilidade do barorreflexo ap6s a ativacao e desativacdo dos
barorreceptores na condi¢do depletados de sodio. Depois disso, 0s ratos retornaram as
suas gaiolas e foi oferecido aos animais agua e 0,3 M de NaCl em buretas de vidro
graduadas de 0,1 a 0,1 ml durante 2 h para restaurar o equilibrio de adgua e sodio. A
ingestdo cumulativa de agua e 0,3 M de NaCl foram medidas no periodo de 30, 60, 90 e
120 minutos. Depois disso, as respostas cardiorrespiratorias e a sensibilidade do
barorreflexo ap6s a ativacdo e desativacdo dos barorreceptores foram medidas
novamente agora com o0s ratos repletos de sodio. Antes da realizacdo de cada
experimento, foi feita coleta de sangue dos animais para realizacdo das dosagens

plasméticas (de acordo com item 3.8 a) nas condi¢cfes normovolémica, depletada e
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repleta de sodio. Os experimentos foram realizados em dois dias consecutivos. A
ativacdo dos barorreceptores foi realizada atraves da infusdo iv de fenil (5 pg/kg de peso
corporal) e a desativacdo dos barorreceptores foi realizada através da infusdo iv de NP
(30 pg/kg de peso corporal). As infusdes foram realizadas de forma aleatéria e o

intervalo minimo entre elas foi de 15 min.

4.2 Efeito da deplecdo de sddio sobre as respostas cardiorrespiratérias e
sensibilidade do barorreflexo apos a ativacao dos barorreceptores com ANG Il em
ratos ndo anestesiados.

Os ratos foram colocados individualmente em camaras de Plexiglas (5 L) com
livre movimentacdo. A camara foi ventilada com ar ambiente durante cerca de 30 min
para aclimatacdo do animal. Todos os ratos (n = 8) foram expostos a trés condi¢bes
diferentes: normovolémica (livre acesso a racdo, agua e 0,3 M de NaCl), depletado de
sodio (apds a injecdo sc de furosemida seguido por 24 h de dieta deficiente em sodio) e
repleto de sddio (apds 2 h de livre acesso a agua e 0,3 M de NaCl, para restaurar o
equilibrio de &gua e sodio).

No primeiro dia de experimentos foi medida as respostas cardiorrespiratérias e a
sensibilidade do barorreflexo, apds injecdo iv em bolus de ANG Il em condicdo
normovolémica. Posteriormente, esses mesmos ratos receberam injecdo sc de
furosemida e foram colocados em caixas individualizadas contendo agua e fuba (baixo
teor de sodio) para que apds 24 h, fosse repetido os testes para determinar as respostas
cardiorrespiratdrias e a sensibilidade do barorreflexo apos injecdo iv em bolus de ANG
Il em condicéo de deplecéo de sodio. Depois disso, 0s ratos retornaram as suas gaiolas e
foi oferecido agua e 0,3 M de NaCl em buretas de vidro graduadas de 0,1 a 0,1 ml
durante 2 h para restaurar o equilibrio de agua e sodio. A ingestdo cumulativa de agua e

0,3 M de NaCl foram medidas no periodo de 30, 60, 90 e 120 minutos. Em seguida, as
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respostas cardiorrespiratorias e a sensibilidade do barorreflexo ap6s a ativacdo dos
barorreceptores foram medidas novamente agora com os ratos em condicéo repletos de
sodio. Os experimentos foram realizados em dois dias consecutivos. A ativacdo dos
barorreceptores foi realizada através da injecdo iv em bolus de ANG 11 (50 ng/0,1ml por

rato).

4.3 Efeito da deplecdo de sédio sobre as respostas cardiorrespiratérias e
sensibilidade do barorreflexo apds a ativacdo e desativacdo dos barorreceptores
com fenil e NP, respectivamente, em ratos ndo anestesiados com e sem o0 bloqueio
de receptores angiotensinérgicos ATx.

Para este protocolo, os ratos foram divididos em dois grupos: normovolémicos
(n = 18) e depletados (n = 18). O grupo de ratos que foi exposto a condicao
normovolémica teve livre acesso a racdo, agua e 0,3 M de NaCl antes da realizacdo dos
experimentos e estes foram subdivididos em dois outros grupos: 0s que receberam
injecdo iv em bolus de losartana para blogqueio de receptores ATi1 (n = 9) e 0s que
receberam injecdo iv em bolus de veiculo (salina, n = 9) antes do teste do barorreflexo.
Esses animais foram colocados individualmente em camaras de Plexiglas (5 L) com
livre movimentacdo. A camara foi ventilada com ar ambiente durante cerca de 30 min
para aclimatacdo do animal. Em seguida foram realizadas as medidas das respostas
cardiorrespiratdrias e sensibilidade do barorreflexo apds a ativacdo dos barorreceptores
na condicdo normovolémica.

O outro grupo de ratos, que foi exposto a condi¢do de depletado de sddio,
recebeu a injecdo sc do diurético e natriurético, furosemida, e permaneceu por 24 h com
acesso a dieta deficiente em sodio (fubd) e agua. Os animais depletados de sodio
também foram subdivididos em dois outros grupos: 0s que receberam injecdo iv em

bolus de losartana para bloqueio de receptores AT1 (n = 9), e 0s que receberam injecdo
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iv.em bolus de veiculo (salina, n = 9) antes do teste do barorreflexo. Esses animais
foram colocados individualmente em cémaras de Plexiglas (5 L) com livre
movimentacdo. A camara foi ventilada com ar ambiente durante cerca de 30 min para
aclimatagdo do animal. Em seguida foram feitas medidas das respostas
cardiorrespiratorias e a sensibilidade do barorreflexo ap6s a ativacdo dos
barorreceptores em condicdo de deplecdo de sodio. Antes da realizacdo de cada
experimento, foi feita coleta de sangue em uma amostra do grupo de animais (n = 12)
para realizacdo das dosagens plasmaticas e andlise gasométrica nas condicbes de
normovolémia ou depletado de sédio (de acordo com item 3.8 a e b).

A ativacdo dos barorreceptores foi realizada através da infusdo iv de fenil e de
NP gue foram realizadas de forma aleatéria com intervalo minimo entre elas de 15 min.

Para comprovar a eficiéncia do blogqueio dos receptores AT, foi feita injecdo iv

em bolus de ANG I ao final dos experimentos (dados ndo apresentados).

4.4 Efeito da deplecao de sddio sobre as respostas cardiorrespiratdrias apds
a ativacdo de receptores cardiopulmonares e de quimiorreceptores periféricos,
com fenilbiguanida e KCN, respectivamente, em ratos ndo anestesiados.

Para este protocolo, os ratos foram divididos em dois grupos: normovolémicos
(n = 10) e depletados (n = 10). O grupo de ratos que foi exposto a condicdo
normovolémica teve livre acesso a racdo, agua e 0,3 M de NaCl antes da realizacdo dos
experimentos.  Esses animais foram colocados individualmente em camaras de
Plexiglas (5 L) com livre movimentacdo. A camara foi ventilada com ar ambiente
durante cerca de 30 min para aclimatacdo do animal. Em seguida foi feita a ativacéo de
receptores cardiopulmonares por injecdo iv em bolus de fenilbiguanida, seguida da
ativacdo de quimiorreceptores periféricos por injecdo iv em bolus de cianeto de potassio

(KCN), para verificar as respostas cardiorrespiratdrias nos animais normovolémicos.
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O grupo exposto a condi¢do de deplecdo de sddio recebeu a injecdo sc do
diurético e natriurético, furosemida, e permaneceu por 24 h com acesso a dieta
deficiente em sddio (fubd) e A&gua. Esses animais também foram colocados
individualmente em camaras de Plexiglas (5 L) com livre movimentacdo. A camara foi
ventilada com ar ambiente durante cerca de 30 min para aclimatagdo do animal. Em
sequida foi feita ativacdo de receptores cardiopulmonares por injecdo iv em bolus de
fenilbiguanida, seguida da ativacdo de quimiorreceptores periféricos por injecdo iv em
bolus de KCN, para verificar as respostas cardiorrespiratorias nos animais depletados de
sodio.

A ativacdo dos receptores cardiopulmonares foi realizada pela injecdo iv em
bolus de fenilbiguanida (50 pg/kg) e a ativacdo de quimiorreceptores periféricos foi
realizada pela injecdo iv em bolus de KCN (40 ug/0,1ml por rato) e foram realizadas de

forma aleatéria com intervalo minimo entre elas de 15 min.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito da deplecdo de sodio sobre as respostas cardiorrespiratérias e
sensibilidade do barorreflexo apds a ativacdo e desativacdo dos barorreceptores
com fenil e NP, respectivamente, em ratos ndo anestesiados.
a. Alteracdes cardiorrespiratorias basais

A deplecdo de sodio ndo modificou PAM basal (102 + 2, vs. normovolémicos:
107 = 2 mmHg, figura 1 A), FC (382 £ 9, vs. normovolémicos: 385 £ 7 bpm, figura 1
B), Ve (468 £ 27, vs. normovolémicos: 447 + 26 ml/min/kg, figura 2 A), fR (100 = 3,
vs. normovolémicos: 98 = 4 cpm, figura 2 B) e VC (4,7 £ 0,2, vs. normovolémicos: 4,6
+ 0,2 ml/kg, figura 2 C). A replecdo de sédio também ndo modificou PAM basal (100 +
3 mmHg, figura 1 A), FC (389 = 9 bpm, figura 1 B), Ve (458 £ 25 ml/min/kg, figura 2

A), fR (92 £ 3 cpm, a figura 2 B) e VC (5 + 0,3 ml/Kkg, figura 2 C).

42



150 -

100 -

PAM (mmHg)

0

B 500 -
400 -
300 -

200 -

FC (bpm)

100 4

U - 1 ]
Mormovolémico Depletado Repleto

Figura 1: Valores basais da pressdo arterial média (PAM, A) e frequéncia cardiaca (FC,
B) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sddio), depletados de sddio (apos
injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em sodio) e
repletos de sodio (ap6s 2 h de ingestdo cumulativa de agua e 0,3 M de sodio). Os

resultados foram expressos pela média + E.P.M.; n = niUmero de ratos.
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Figura 2: Valores basais da ventilacdo (Ve, A), frequéncia respiratoria (fR, B), e
volume corrente (VC, C), em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sddio),
depletados de sodio (apds injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta
deficiente em so6dio) e repletos de sddio (ap6s 2 h de ingestdo cumulativa de agua e 0,3

M de sodio). Os resultados foram expressos pela media + E.P.M.; n = nUmero de ratos.
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b. Alteraces cardiorrespiratdrias produzidas por infuséo iv de fenilefrina

A figura 3 mostra respostas pressoras e bradicardicas semelhantes apds infuséo
iv de fenil (5 pg/kg) nos ratos normovolémicos, depletados de sddio e repletos de sodio,
respectivamente (A + 58 £ 2, + 59 + 2 e +60 +£ 3 mmHg, figura 3 A, e A -97 + 10, -120
+ 11 e -110 £ 9 bpm, figura 3 B, respectivamente). No entanto, os ratos depletados de
sodio apresentaram um aumento na Ve em comparag¢do aos ratos normovolémicos (A
+152 £ 40, vs. normovolémicos: +53 = 26 ml/min/kg, p <0,05, figura 4 A), sem alterar a
fR (15 £ 6, vs. normovolémicos: 10 + 4 cpm, figura 4 B) e VC (0,8 £ 0,3, vs.
normovolémicos: 0,1 + 0,3 ml/kg, figura 4 C). Apds a replecdo de sédio a Ve retornou
ao valor préximo aos ratos normovolémicos (A +125 + 50 ml/min/kg, figura 4 A). A fR
e 0 VC ndo foram alterados (+15 £ 5 cpm, figura 4 B e +0,3 £ 0,3 ml/kg, figura 4 C,
respectivamente).

Os ratos normovolémicos apresentaram um discreto, porém significativo,
aumento da Ve apos a infusdo iv de fenil (ventilagdo de ratos normovolémicos antes:
453 + 23 ml/kg/min e apos a infusdo iv de fenil: 500 £ 29 ml/kg/min, p<0,05 — grafico

ndo apresentado).
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Figura 3: Varia¢Ges na pressdo arterial média (A PAM, A) e frequéncia cardiaca (A FC,

B) ap6s infusdo intravenosa de fenilefrina (5 pg/kg) em ratos normovolémicos (antes da

deplecdo de sddio), depletados de sodio (ap6s injecdo subcutédnea de furosemida

associada a 24 h de dieta deficiente em sodio) e repletos de sodio (apds 2 h de ingestdo

cumulativa de agua e 0,3 M de sddio). Os resultados foram expressos pela média +

E.P.M.; n = nimero de ratos.
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Figura 4: Variagdes na ventilagdo (A Vg, A), frequéncia respiratoria (A fR, B), e
volume corrente (A VC, C) apos infusdo intravenosa de fenilefrina (5 pg/kg) em ratos
normovolémicos (antes da deplecdo de sddio), depletados de sodio (apds injecdo
subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em sddio) e repletos de
sodio (apds 2 h de ingestdo cumulativa de dgua e 0,3 M de sddio). Os resultados foram
expressos pela média = E.P.M.; n = numero de ratos. *diferente dos ratos

normovolémicos (ANOVA uma via e pés teste de student Newman — Keuls, p<0,05).
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c. Alteracgdes cardiorrespiratérias produzidas por infusdo iv de nitroprussiato de
sodio

A Figura 5 A e 5 B mostram respostas hipotensoras e taquicardicas semelhantes
apos infusdo iv de NP (30 pg/kg) nos ratos normovolémicos, depletados de sodio e
repletos de sodio (A -43 £ 3, -45+ 2, -43 + 1 mmHg, e A +119+ 9,496 + 7, +95 = 7
bpm, respectivamente). Nos estados normovolémicos, depletados e repletos de sddio,
ndo houve diferenca significativa na Ve (A +46 + 27, +9 + 31 ¢ +14 £+ 20 ml/min/kg,
respectivamente, figura 6 A), fR (A -1 £ 4, -10 £ 4 e -4 = 3 cpm respectivamente, figura

6B)e VC(A0,5+0,2,0,7+0,3 ¢0,3+0,1 ml/kg, respectivamente, figura 6 C).
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Figura 5: VariagOes na pressdo arterial média (A PAM, A) e frequéncia cardiaca (A FC,
B) apds infusdo intravenosa de nitroprussiato de sodio (30 pg/kg) em ratos
normovolémicos (antes da deplecdo de sddio), depletados de sodio (apds injecdo
subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em sddio) e repletos de
sodio (apds 2 h de ingestdo cumulativa de adgua e 0,3 M de sddio). Os resultados foram

expressos pela média E.P.M.; n = niUmero de ratos.
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Figura 6: Variagcdes na ventilagdo (A Vg, A), frequéncia respiratoria (A fR, B), e
volume corrente (A VC, C) apds infusdo intravenosa de nitroprussiato de sodio (30
Hg/kg) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sodio), depletados de sodio
(apos injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em sodio) e
repletos de sodio (ap6s 2 h de ingestdo cumulativa de agua e 0,3 M de sodio). Os

resultados foram expressos pela média + E.P.M.; n = nimero de ratos.
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d. Alteracbes na sensibilidade do barorreflexo ap6s a ativacéo e desativacdo dos
barorreceptores com fenilefrina e nitroprussiato de sédio respectivamente, em
ratos normovolémicos, depletados e repletos de sodio.

A Figura 7 mostra a sensibilidade do barorreflexo determinada pela regresséo
linear mostrando as variac@es reflexas na frequéncia cardiaca (A FC) em respostas as
variacfes na pressdo arterial (A PAM) apds a infusdo iv de NP (30 pg/kg) e fenil (5
Hg/kg) em ratos normovolémicos, depletados de sddio e repletos de sodio. A infusdo iv
de NP promoveu diminuicdo da PAM, sem alteracOes significativas na taquicardia
reflexa entre os animais. No entanto, a infusdo iv de fenil promoveu aumento da PAM,
com uma maior bradicardia reflexa em ratos depletados de s6dio em compara¢do com
ratos normovolémicos. Apds a replecdo de sddio a bradicardia reflexa retornou a valores
similares aos ratos normovolémicos.

Apds a infusdo de NP houve uma resposta hipotensora e uma taquicardia reflexa
e 0 ganho de componente taquicardico foi semelhante nos animais normovolémicos,
depletados e repletos de sodio (2 + 0,2, 1,7 £ 0,1 e 1,6 £ 0,1 bpm/mmHg,
respectivamente, figura 8 A), e a taquicardia maxima também foi semelhante (95 + 8,
87+ 6 e 78 £ 5 bpm, respectivamente, figura 9 A).

Apbs a infusdo iv de fenil houve uma resposta pressora e uma bradicardia
reflexa e o0 ganho do componente bradicardico foi maior nos ratos depletados de sédio (-
1,9 £ 0,1, vs. normovolémicos: -1,3 + 0,1 bpm/mmHg, p <0,05, figura 8 B) e nos ratos
repletos de sodio o ganho do componente bradicardico retornou a valores semelhantes
aos normovolémicos (-1,5 £ 0,1 bpm/mmHg, figura 8 B). A Figura 9 B mostra um
aumento na bradicardia maxima em ratos depletados (-100 + 8, vs. normovolémicos: -
67 + 4 bpm) que retorna a valores semelhantes aos normovolémicos apés a replecao de

sodio (-75 = 7 bpm).
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Figura 7: Sensibilidade do barorreflexo determinada pela regressao linear mostrando as

variacdes reflexas na frequéncia cardiaca (A FC) em respostas as variacdes na pressao

arterial (A PAM) ap6s a infusdo intravenosa de nitroprussiato de sodio (30 pg/kg) e

fenilefrina (5 pg/kg) em ratos normovolémicos (circulos), depletados de sodio

(quadrados) e repletos de sddio (triangulo). Os resultados foram expressos pela média +

E.P.M.; n = nimero de ratos. *diferente dos ratos normovolémicos (p<0,05).
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Figura 8: VariacGes no ganho do barorreflexo (primeira derivada da regresséo linear)
mostrando a resposta reflexa da variacdo da frequéncia cardiaca (A FC) em resposta a
variacdo da pressao arterial média (A PAM) apos infusdo intravenosa de nitroprussiato
de sddio (30 pg/kg) (A) e de fenilefrina (5 pg/kg) (B) em ratos normovolémicos (antes
da deplecdo de sddio), depletados de sddio (ap6s injecdo subcutanea de furosemida
associada a 24 h de dieta deficiente em sodio) e repletos de sodio (apds 2 h de ingestdo
cumulativa de agua e 0,3 M de sodio). Os resultados foram expressos pela media +
E.P.M.; n = numero de ratos. *diferente dos ratos normovolémicos (ANOVA uma via e

pos teste de student Newman — Keuls, p<0,05).
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Figura 9: Taquicardia reflexa méaxima (A) em resposta a infusdo intravenosa de
nitroprussiato de sodio (30 pg/kg) e bradicardia reflexa maxima (B) em resposta a
infusdo intravenosa de fenilefrina (5 pg/kg) em ratos normovolémicos (antes da
deplecdo de sodio), depletados de sodio (ap6s injecdo subcutanea de furosemida
associada a 24 h de dieta deficiente em sodio) e repletos de sodio (apds 2 h de ingestdo
cumulativa de agua e 0,3 M de sddio). Os resultados foram expressos pela média +
E.P.M.; n = numero de ratos. *diferente dos ratos normovolémicos (ANOVA uma via e

pos teste de student Newman — Keuls, p<0,05).
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e. Ingestdo cumulativa de 4gua e sodio apds a deplegdo de sodio
A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi realizada para restabelecer o equilibrio
hidroeletrolitico apds a deplecdo de s6dio com o diurético/natriurético furosemida

(tabela 01)
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Tabela 1. Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M por 2 h, para restabelecer

equilibrio hidroeletrolitico ap0ds a deplecdo de sodio com furosemida.

Tempo
30 60 90 120 (min)
NaCl 0,3M 57+09 82+0,9 97407 117409
AU 3.4+0,7 57+09 6,9+09 84+0,9

Valores expressos pela média = E.P.M., n = 19 ratos.
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f. Concentragdes plasmaticas de sodio, potassio, proteinas totais e osmolaridade
nos animais normovolémicos, depletados e repletos de sodio

A Tabela 02 mostra que a deplecdo de sddio diminuiu a concentracdo de sddio e
de potéssio plasmatico (127 £ 2 e 3,5 £ 0,2 meqg/Il, vs. normovolémicos: 133 +3e5 +
0,3 meq/l, respectivamente), e aumentou a concentracdo de proteina totais plasmatica
(6,4 £ 0,1, vs. normovolémicos: 59 £ 0,2 ¢g/100 ml). Sédio e proteinas totais
plasmaéticas (134 + 1,2 meqg/l e 4,9 + 0,1 g/100 ml, respectivamente), mas ndo potassio
plasmaético (3,6 + 0,1 meg/l) retornaram para niveis proximos aos normovolémicos apos
restaurar o equilibrio hidroeletrolitico com 2 h de ingestdo de agua e 0,3 M de NaCl.
N&o houve diferenca na osmolalidade em qualquer estado do animal (hormovolémico:

321 * 4, depletado de sodio: 317 + 2, e repleto de sddio: 318 £ 2 mOsm/kg).
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Tabela 2. Concentracdo plasmatica de sddio (Pna"), potassio (Px™), proteinas totais (Py),

osmolalidade (Posm) em ratos normovolémicos, depletados e repletos de sédio.

Normovolémicos Depletados Repletos
Pna" (meq/l) 133+3 127+2* 134 +1
Pk (meg/l) 46+0,3 35+02* 36+0,1*
Pt(g/100 ml) 59+0,2 6,4+0,1* 49+01*#
Posm (MOsm/kg) 321+4 3172 318+2

Valores expressos pela média + E.P.M., n = 19 ratos; *diferente de normovolémico,
# diferente de depletado.
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5.2 Efeito da deplecdo de sodio sobre as respostas cardiorrespiratorias e
sensibilidade do barorreflexo apos a ativacao dos barorreceptores com ANG Il em
ratos néo anestesiados.

a. Alteracdes cardiorrespiratorias basais

A deplecdo de sodio ndo modificou PAM basal (105 + 3, vs. normovolémicos:
107 £ 3 mmHg, figura 10 A), FC (390 + 14, vs. normovolémicos: 393 + 12 bpm, figura
10 B), VE (347 £ 33, vs. normovolémicos: 456 + 57 ml/min/kg, figura 11 A), fR (90 =
2, vs. normovolémicos: 91 + 5 cpm, figura 11 B), e VC (5,1 + 0,7, vs. normovolémicos:
5,2 + 0,8 ml/kg, figura 11 C). A replecdo de sddio também ndo modificou PAM basal
(101 + 2 mmHg, figura 10 A), FC (378 £ 11, figura 10 B), Ve (460 + 68 ml/min/kg

figura 11 A), fR (90 = 7 cpm, figura 11 B) e VC (3,9 = 0,3 ml/kg, figura 11 C).
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Figura 10: Valores basais da pressao arterial média (PAM, A) e frequéncia cardiaca
(FC, B) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sddio), depletados de sédio
(ap0s injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em sodio) e
repletos de sodio (ap6s 2 h de ingestdo cumulativa de agua e 0,3 M de sodio). Os

resultados foram expressos pela média + E.P.M.; n = nimero de ratos.
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Figura 11: Valores basais da ventilacdo (Ve, A), frequéncia respiratéria (fR, B), e
volume corrente (VC, C), em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sodio),
depletados de sddio (apds injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta
deficiente em so6dio) e repletos de sodio (apds 2 h de ingestdo cumulativa de agua e 0,3

M de sodio). Os resultados foram expressos pela media + E.P.M.; n = nUmero de ratos.
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b. AlteracGes cardiorrespiratorias produzidas por injecdo iv em bolus de ANG Il

A injecdo iv em bolus de ANG Il (50ng/0,1ml por rato) promoveu respostas
pressoras e bradicardicas nos ratos normovolémicos, depletados de sddio e repletos de
sodio (figura 12). A resposta pressora foi menor em ratos depletados de sédio (A +40 +
1, vs. normovolémicos: +51 + 1 mmHg, figura 12 A) e retorna nos animais repletos de
sodio (A +47 = 3 mmHg, figura 12 A). As respostas bradicardicas (A -61 +7,-48+ 9, -
66 + 9 bpm, respectivamente, figura 12 B), Vg, (A +71 £ 26, -66 £ 96 e +73 £ 41
ml/min/kg, respectivamente, figura 13 A), fR (A 49,7 £ 4, -11,6 + 12 e -13,6 + 12 cpm
respectivamente, figura 13 B) e VC (A +0,3 = 0,7, +0,2 £ 1,0 e +2,1 £ 0,8 ml/kg
respectivamente, figura 13 C) foram semelhantes nos ratos normovolémicos, depletados

e repletos de sodio.
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Figura 12: Varia¢des na pressdo arterial média (A PAM, A) e frequéncia cardiaca (A
FC, B) apds a injecdo intravenosa em bolus de angiotensina Il (50ng/0,1ml) em ratos
normovolémicos (antes da deplecdo de sddio), depletados de sodio (apds injecdo
subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em sddio) e repletos de
sodio (apds 2 h de ingestdo cumulativa de dgua e 0,3 M de sddio). Os resultados foram
expressos pela média = E.P.M.; n = ndmero de ratos. *diferente dos ratos

normovolémicos. (ANOVA uma via e pds teste de student Newman — Keuls, p<0,05).
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Figura 13: Variagdes na ventilagdo (A Ve, A), frequéncia respiratoria (A fR, B), e
volume corrente (A VC, C) apds a injecdo intravenosa em bolus de angiotensina II
(50ng/0,1ml) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sddio), depletados de
sodio (apds injecdo subcuténea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em
s0dio) e repletos de sédio (ap6s 2 h de ingestdo cumulativa de agua e 0,3 M de sddio).

Os resultados foram expressos pela média + E.P.M.; n = nUmero de ratos.
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c. Alteragdes na sensibilidade do barorreflexo apds a ativacéo barorreceptores com
ANG Il em ratos normovolémicos, depletados e repletos de sédio.

A Figura 14 mostra a sensibilidade do barorreflexo determinada pela regresséo
linear mostrando as variac@es reflexas na frequéncia cardiaca (A FC) em respostas as
variacfes na pressdo arterial (A PAM) apds injecdo iv em bolus de ANG Il
(50ng/0,1ml) em ratos normovolémicos, depletados de sodio e repletos de sédio. A
injecdo iv em bolus de ANG Il promoveu aumento da PAM, sem alteracdes
significativas na bradicardia reflexa entre os ratos depletados e normovolémicos. No
entanto, os ratos repletos de sodio apresentaram uma maior bradicardia reflexa em
comparagdo com os ratos normovolémicos.

A injecédo iv em bolus de ANG Il promoveu uma resposta pressora e bradicardia
reflexa e 0 ganho do componente bradicardico néo foi alterado entre os ratos depletados
de sodio e normovolémicos (-1,2 £ 0,1 bpm/mmHg, vs. normovolémicos: -0,9 + 0,1
bpm/mmHg). No entanto, 0 ganho do componente bradicardico foi maior nos ratos
repletos de sodio (-1,6 £ 0,2 bpm/mmHg, p <0,05, figura 15).

A Figura 16 mostra a bradicardia maxima nas trés diferentes condicGes dos
animais: normovolémicos, depletados e repletos de sddio apds a injecdo iv em bolus de
ANG Il e ndo houve diferenca na magnitude dos platés inferiores (-31 + 5,2, -56,5 + 6,7

e -58 + 10,9 bpm, respectivamente).
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Figura 14: Sensibilidade do barorreflexo determinada pela regressdo linear mostrando
as variacOes reflexas na frequéncia cardiaca (A FC) em respostas as variagdes na
pressdo arterial (A PAM) ap06s a injecdo intravenosa em bolus de angiotensina Il
(50ng/0,1ml) em ratos normovolémicos (circulos), depletados de sddio (quadrados) e
repletos de sédio (triangulo). Os resultados foram expressos pela média £ E.P.M.; n =

namero de ratos. *diferente dos ratos normovolémicos (p<0,05).
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Figura 15: Variacdes no ganho do barorreflexo (primeira derivada da regressao linear)
mostrando a resposta reflexa da variacdo da frequéncia cardiaca (A FC) em resposta a
variagdo da pressdo arterial média (A PAM) apds a injecdo intravenosa em bolus de
angiotensina 11 (50ng/0,1ml) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sddio),
depletados de sddio (apds injecdo subcutdnea de furosemida associada a 24 h de dieta
deficiente em sddio) e repletos de sodio (apds 2 h de ingestdo cumulativa de agua e 0,3
M de so6dio). Os resultados foram expressos pela média £ E.P.M.; n = nUmero de ratos.
*diferente dos ratos normovolémicos (ANOVA uma via e p0s teste de student Newman

— Keuls, p<0,05).
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Figura 16: Bradicardia reflexa maxima em resposta a injecdo intravenosa em bolus de
angiotensina 1l (50ng/0,1ml) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sddio),
depletados de sddio (apds injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta
deficiente em s6dio) e repletos de sodio (apds 2 h de ingestdo cumulativa de agua e 0,3

M de sodio). Os resultados foram expressos pela média + E.P.M.; n = nimero de ratos.
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d. Ingestdo cumulativa de 4gua e sodio apds a deple¢édo de sodio
A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi realizada para restabelecer o equilibrio
hidroeletrolitico apds a deplecdo de s6dio com o diurético/natriurético furosemida

(tabela 3)
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Tabela 3. Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M por 2 h, para restabelecer

equilibrio hidroeletrolitico ap6s a deplecao de sodio com furosemida.

Tempo
30 60 90 120 (min)
NaCl 0,3M 63+1 105+ 1.4 112+12 117+13
AU 31409 52+12 58+12 66+13

Valores expressos pela média = E.P.M., n = 8 ratos.
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5.3 Efeito da deplecdo de sodio sobre as respostas cardiorrespiratorias e
sensibilidade do barorreflexo apds a ativacdo e desativacdo dos barorreceptores
com fenil e NP respectivamente, em ratos ndo anestesiados com e sem o bloqueio
de receptores ATu.

a. Alteracgdes cardiorrespiratorias basais ap6s injecdo iv de salina ou de losartana
para o blogqueio de receptores ATi.

A injecdo iv em bolus de losartana (10 mg/kg, antagonista dos receptores
angiotensinérgicos AT1) promoveu uma queda na PAM nos animais normovolémicos
(88 + 3, vs. salina: 100 £ 4 mmHg, p <0,05, figura 17 A), porém ndo houve alteracdo na
FC (359 + 10, vs. salina: 349 + 3 bpm, figura 17 B) e na Ve (294 * 45, vs. salina: 402
45 ml/min/kg, figura 18 A). A injecdo iv em bolus de losartana também promoveu uma
qgueda da PAM em animais depletados de sodio (89 + 3, vs. salina: 112 £ 4 mmHg, p
<0,05, figura 17 A) sem alterar a FC (419 £ 7, vs. salina: 418 + 16 bpm, figura 17 B) e a
VE (372 + 32, vs. salina 358 + 50 ml/min/kg, figura 18 A). A figura 13 B e C mostra que
também ndo houve alteracdo na fR e VC ap0s a injecdo iv em bolus de losartana ou

salina nos animais normovolémicos e depletados de sédio.
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Figura 17: Valores da pressdo arterial média (PAM, A) e frequéncia cardiaca (FC, B)
apo6s injecdo intravenosa em bolus de salina (barras lisas) ou losartana (barras
hachuradas) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sddio) ou depletados de
sodio (apds injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em
s0dio). Os resultados foram expressos pela média = E.P.M.; n = 9/grupo. *diferente dos
ratos normovolémicos que receberam injecdo iv em bolus de salina. (ANOVA uma via e

pos teste de student Newman — Keuls, p<0,05).
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Figura 18: Valores da ventilagcdo (Ve, A), frequéncia respiratoria (fR, B), e volume
corrente (VC, C) apds injecdo intravenosa em bolus de salina (barras lisas) ou losartana
(barras hachuradas) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sddio) ou
depletados de sodio (apds injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta

deficiente em sodio). Os resultados foram expressos pela média + E.P.M.; n = 9/grupo.
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b. Alteracbes cardiorrespiratorias produzidas por infusdo iv de fenilefrina apos
injecdo iv de salina ou de losartana para o blogqueio de receptores ATi.

A injecdo iv em bolus de losartana (10 mg/kg) ndo promoveu alteragcbes na
resposta pressora e bradicardica produzidas pela infuséo iv de fenil (5 pg/kg) nos ratos
normovolémicos (A +62 + 4 mmHg e A -87 £ 8 bpm, respectivamente, vs. salina: +61 +
2 mmHg e A -123 * 31 bpm, respectivamente, figura 19 A e B). Nos animais depletados
de sddio, a injecdo iv em bolus de losartana promoveu uma diminuigdo da resposta
pressora produzida pela infusdo iv de fenil (A +41 + 6, vs. salina: +60 £ 4 mmHg) sem
alteragdes na FC (A -82 £ 20, vs. salina: -126 + 34 bpm).

A injecdo iv em bolus de losartana ndo promoveu alteracfes na Ve apos a
infusdo iv de fenil nos ratos normovolémicos (A +19 + 39 ml/min/kg, vs. salina: +69 +
29 ml/min/kg, figura 20 A). No entanto, os animais depletados de sodio apresentaram
um aumento da Ve (A +172 £ 37 ml/min/kg, vs. normovolémicos: A +69 + 29
ml/min/kg) que foi atenuado pela injecdo iv em bolus de losartana (A +77 + 32
ml/min/kg). O aumento da Ve observado nos animais depletados de sodio foi devido a
um aumento ndo significativo da fR e VC observado na figura 20 B e C.

Os ratos normovolémicos apresentaram um discreto, porém significativo,
aumento da Ve apo6s a infuséo iv de fenil (ventilagdo de ratos normovolémicos antes:
328 + 36 ml/kg/min e apos a infusdo iv de fenil: 403 £ 18 ml/kg/min, p<0,05 — grafico

ndo apresentado).
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Figura 19: VariacGes na pressao arterial média (A PAM, A) e frequéncia cardiaca (A
FC, B) apds injecdo intravenosa em bolus de salina (barras lisas) ou losartana (barras
hachuradas) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sédio) ou depletados de
sodio (apds injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em
sodio) durante a infusdo intravenosa de fenilefrina (5 pg/kg). Os resultados foram
expressos pela média £ E.P.M.; n = 9/grupo. *diferente dos ratos normovolémicos que
receberam injecdo iv em bolus de salina. (ANOVA uma via e pés teste de student

Newman — Keuls, p<0,05).
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Figura 20: Variagdes na ventilagdo (A Vg, A), frequéncia respiratéria (A fR, B), e
volume corrente (A VC, C) ap0s inje¢do intravenosa em bolus de salina (barras lisas) ou
losartana (barras hachuradas) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sédio) ou
depletados de sodio (apds injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta
deficiente em sodio) durante a infusdo intravenosa de fenilefrina (5 pg/kg). Os
resultados foram expressos pela média = E.P.M.; n = 9/grupo. *diferente dos ratos
normovolémicos que receberam injecao iv em bolus de salina. (ANOVA uma via e pos

teste de student Newman — Keuls, p<0,05).
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Figura 20b: Registro do fluxo inspiratdrio e expiratorio (ml) em ratos normovolémicos
(antes da deplecdo de sodio), depletados de sodio (apds injecdo subcutanea de
furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em sadio), repletos de sddio (apds 2 h
de ingestdo cumulativa de agua e 0,3 M de sddio), e animais depletados de sodio que
tiveram bloqueio dos receptores AT1 apds injecdo intravenosa de losartana (10 mg/kg de

peso corporal).
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c. AlteracOes cardiorrespiratdrias produzidas por infusdo iv de nitroprussiato de
sodio apods injecdo iv de salina ou de losartana para o bloqueio de receptores ATu.

A injecdo iv em bolus de losartana (10 mg/kg) ndo promoveu alteracdes na
resposta hipotensora e taquicardica produzidas pela infusdo iv de NP (30 pg/kg/ml,
0,011ml/s) nos ratos normovolémicos (A -28 + 2 mmHg e A +128 £+ 15 bpm,
respectivamente, vs. salina: A -33 £ 2 mmHg e A +129 + 7 bpm, respectivamente, figura
21 A e B). Nos animais depletados de sodio, a injecdo iv em bolus de losartana ndo
alterou a resposta hipotensora produzida pela infusdo iv de NP (A -28 % 1, vs. salina: -
33 £ 3 mmHg, figura 21 A), mas reduziu a resposta taquicardica (A +84 + 7, vs. salina:
+103 £ 11 bpm, figura 21 B).

A injecdo iv em bolus de losartana (10 mg/kg) ndo promoveu alteracdes na Ve
pos a infusdo iv de NP (30 pg/kg) nos ratos normovolémicos (A +63 + 42, vs. salina:
+87 + 43 ml/min/kg, figura 22 A). A injecdo iv em bolus de losartana (10 mg/kg)
também ndo promoveu alteragcdes na Ve apos a infuséo iv de NP (30 pg/kg) nos ratos
depletados de sodio (A +38 + 41, vs. salina: +40 + 27 ml/min/kg, figura 22 A). A figura

22 B e C mostra que também ndo houve alteracéo na fR e VC.
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Figura 21: Variagdes na pressao arterial média (A PAM, A) e frequéncia cardiaca (A
FC, B) apds injecdo intravenosa em bolus de salina (barras lisas) ou losartana (barras
hachuradas) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sddio) ou depletados de
sodio (apds injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em
sodio) durante a infusdo intravenosa de nitroprussiato de sodio (30 ng/kg). Os
resultados foram expressos pela média = E.P.M.; n = 9/grupo. *diferente dos ratos
normovolémicos que receberam injecdo iv em bolus de salina. (ANOVA uma via e pos

teste de Dunn’s, p<0,05).
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Figura 22: Variagdes na ventilagdo (A Ve, A), frequéncia respiratoria (A fR, B), e
volume corrente (A VC, C) apés injegdo intravenosa em bolus de salina (barras lisas) ou
losartana (barras hachuradas) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sédio) ou
depletados de sodio (apds injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta
deficiente em sodio) durante a infusdo intravenosa de nitroprussiato de sédio (30

ug/kg). Os resultados foram expressos pela média + E.P.M.; n = 9/grupo.
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d. Alteracbes na sensibilidade do barorreflexo ap6s a ativacéo e desativacdo dos
barorreceptores com fenil e NP respectivamente, em ratos normovolémicos ou
depletados com e sem o bloqueio dos receptores ATx.

A Figura 23 mostra a sensibilidade do barorreflexo determinada pela regresséo
linear mostrando as variac@es reflexas na frequéncia cardiaca (A FC) em respostas as
variacOes na pressdo arterial (A PAM) apds a infusdo iv de NP (30 pg/kg) e fenil (5
Hg/kg) em ratos normovolémicos e depletados de sddio que receberam injecdo iv em
bolus de salina ou losartana. A infuséo iv de NP produziu diminui¢cdo da PAM, sem
alteracdes significativas na taquicardia reflexa em todos 0s grupos de animais
(normovolémicos / salina; normovolémicos / losartana; depletados / salina e depletados
/ losartana). No entanto, a infusdo iv de fenil promoveu aumento da PAM, com uma
maior bradicardia reflexa em ratos depletados de sodio que receberam injecdo iv de
salina comparados com ratos normovolémicos que receberam injecdo iv de salina. A
injecdo iv de losartana nos ratos depletados de sddio atenuou 0 aumento da bradicardia
reflexa, sendo que a bradicardia reflexa retornou a valores similares aos animais
normovolémicos (p <0,05).

A figura 24 A mostra que nao houve diferenca no ganho do componente
taquicardico nos animais normovolémicos que receberam injecdo iv de losartana
comparados aos que receberam injecdo iv de salina (2,3 + 0,3, vs. salina: 2,8 £ 0,4
bpm/mmHg,), assim como ndo houve diferenca nos animais depletados de sédio que
receberam injecdo iv de losartana ou salina (2,1 + 0,1, vs. salina: 2,2 + 0,1 bpm/mmHg).
Ndo houve diferenca no ganho do componente bradicardico nos animais
normovolémicos que receberam injecdo iv de losartana ou salina (-1,4 + 0,1, vs. salina: -
1,4 + 0,1 bpm/mmHg, Figura 24 B), porém o0s animais depletados de sddio que
receberam injecdo iv de salina tiveram um aumento no ganho do componente
bradicardico (-1,8 + 0,2, vs. normovolémico: -1,4 £ 0,1 bpm/mmHg, Figura 24 B) e este
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aumento foi atenuado com a injecédo iv de losartana (-1,4 + 0,1, vs. salina: -1,8 £ 0,2
bpm/mmHg, Figura 24B).

A figura 25 A mostra que ndo houve diferenca na taquicardia maxima nos
animais normovolémicos que receberam injecdo iv de losartana ou salina (83,5 £ 10,4,
vs. salina: 99,2 + 12,7 bpm), assim como nédo houve diferenca nos animais depletados
de sddio que receberam injecédo iv de losartana ou salina (87,5 * 8,3, vs. salina: 88,5 +
8,3 bpm). A figura 25 B mostra que ndo houve diferenca na bradicardia méxima nos
animais normovolémicos que receberam injecdo iv de losartana comparados aos que
receberam injecdo iv de salina (-55,8 + 2,6, vs. salina: -57,2 + 3,5 bpm), porém os
animais depletados de sodio que receberam injecdo iv de salina tiveram um aumento na
bradicardia maxima comparados aos normovolémicos que receberam injecdo iv de
salina (-72 £ 6, vs. normovolémico: -55,8 + 2,6 bpm) e este aumento foi atenuado com a

injecdo iv de losartana (-58,3 £ 3,1, vs. salina: -72 + 6 bpm).
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Figura 23: Sensibilidade do barorreflexo determinada pela regressdo linear mostrando
as variacOes reflexas na frequéncia cardiaca (A FC) em respostas as variagdes na
pressdo arterial (A PAM) ap6s a infusdo intravenosa de nitroprussiato de sodio (30
ug/kg) e fenilefrina (5 ng/kg) em ratos normovolémicos (circulos) ou depletados de
sodio (quadrados), que receberam injecdo intravenosa em bolus do veiculo (salina) ou
bloqueador de receptores AT: (losartana). Os resultados foram expressos pela média

E.P.M.; n = 9/grupo. *diferente dos ratos normovolémicos/salina (p<0,05).
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Figura 24: Variagbes no ganho do barorreflexo (primeira derivada regresséo linear)
mostrando a resposta reflexa da variacdo da frequéncia cardiaca (A FC) em resposta a
variacao da pressao arterial média (A PAM) apos a infusdo intravenosa de nitroprussiato
de sddio (30 pg/kg) (A) e fenilefrina (5 png/kg) (B) em ratos normovolémicos (antes da
deplecdo de sodio) ou depletados de sédio (apds injecdo subcutaneade furosemida
associada a 24 h de dieta deficiente em sodio), que receberam injecdo intravenosa em
bolus do veiculo (salina) ou losartana. Os resultados foram expressos pela média +
E.P.M.; n = 9/grupo. *diferente ratos normovolémicos que receberam inje¢do iv em

bolus de salina (ANOVA uma via e pos teste de student Newman — Keuls, p<0,05).
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Figura 25: Taquicardia reflexa maxima (A) em resposta a infusdo intravenosa de
nitroprussiato de soédio (30 pg/kg) e bradicardia reflexa maxima (B) em resposta a
infusdo intravenosa de fenilefrina (5 pg/kg) em ratos normovolémicos (antes da
deplecdo de sodio) ou depletados de sédio (apds injecdo subcutaneade furosemida
associada a 24 h de dieta deficiente em sddio), que receberam injecdo intravenosa em
bolus do veiculo (salina) ou losartana, Os resultados foram expressos pela média +
E.P.M.; n = 9/grupo. *diferente dos ratos normovolémicos que receberam injecdo iv em

bolus de salina (ANOVA uma via e p0s teste de student Newman — Keuls, p<0,05).
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e. Concentracdes plasméticas de sodio, potéassio, proteinas totais e osmolaridade
nos animais normovolémicos ou depletados de sédio

A tabela 4 mostra que a deplecdo de sddio diminuiu a concentracdo de sodio e
de potassio plasmatico (142 + 3 e 3,8 + 0,2 meg/l, vs. normovolémicos: 147 +3e 4,1 +
0,1 meq/l, respectivamente) e aumentou a concentracdo de proteina totais plasmatica
(6,8 + 0,1, vs. normovolémicos: 58 + 0,2 ¢g/100 ml). N& houve diferenca na
osmolalidade nos animais depletados de so6dio (298 + 3, vs. normovolémicos: 303 + 4

mOsm/kg).
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Tabela 4: Concentracdo plasmatica de sodio (Pna*), potassio (Pk*), proteinas totais (Py),

osmolalidade (Posm) em ratos normovolémicos e depletados de sodio.

Normovolémicos Depletados
Pna* (meg/l) 147+ 3 142 +3*
Pk™ (meg/l) 41+0,1 38+£02*
Pt(g/100 ml) 58+0,2 68+0,1*
Posm (MOsm/kQ) 3034 298 +3

Valores expressos pela média + E.P.M., n = 12 ratos;
*diferente de normovolémico.
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f. Analise gasométrica de sangue arterial nos ratos normovolémicos ou depletados
de sddio

A Tabela 5 mostra que a deplecdo de sddio aumentou o potencial hidrogeniénico
(pH), bicarbonato (HCOz3’), hematdcrito (Hct) e hemoglobinas (Hb) - (7,56 + 0,012;
36,46 £ 0,99 mmol/l; 40,36 + 1,03 %, 13,68 + 0,33 g/dl, vs. normovolémicos: 7,50 £
0,008; 30,9 = 0,80 mmol/l; 34,17 + 0,88 %, 11,59 + 0,3 g/dl, respectivamente). N&o
houve diferenca na pressao parcial de gas carbénico (PCO>), pressdo parcial de oxigénio
(PO2) e saturacdo de oxigénio (sO2) em ratos normovolémicos: 39,71 £0,85e 74 £ 1,85
mmHg e 95,72 + 0,29 %, respectivamente, e em ratos depletados de sédio: 40,46 + 0,65

e 71,18 £ 1,08 mmHg e 96 + 0,19%, respectivamente.
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Tabela 5: Potencial hidrogeniénico (pH), pressao parcial de gas carb6nico (PCO,),

pressdo parcial de oxigénio (PO>), bicarbonato (HCO3"), saturacdo de oxigénio (sO2),

hematdcrito (Hct) e hemoglobina (Hb) em ratos normovolémicos e depletados de sddio.

Normovolémicos Depletados
pH 7,49 + 0,008 7,56 £0,011 *
PCO2 (mmHg) 39,70 £ 0,85 40,45 + 0,65
PO, (mMmHg) 74+ 1,85 71,18 + 1,07
HCOz (mmol/l) 30,9+0,80 36,46 + 0,98 *
Hct (%) 34,16 + 0,87 40,36 £1,02 *
Hb (g/dl) 11,59 + 0,29 13,68 + 0,32 *
sO2 (%) 95,72+ 0,29 96 + 0,19

Valores expressos pela média + E.P.M., n = 12 ratos;

*diferente de normovolémico.

89



5.4 Efeito da deplecéo de sodio sobre as respostas cardiorrespiratorias apos
a ativacgao de receptores cardiopulmonares em ratos ndo anestesiados.

A figura 26 mostra as respostas hipotenssoras e bradicardicas semelhantes apds
injecdo iv em bolus de fenilbiguanida (50 pg/kg/ml) em ratos normovolémicos e
depletados de sodio (A -32 = 6 e -46 + 2 mmHg e A -254 + 11 e -293 + 19 bpm,
respectivamente). Porém, os ratos depletados de sddio apresentaram um aumento na Ve
(A +281 + 34, vs. normovolémicos: +150 = 50 ml/min/kg, figura 27 A, p <0,05) e na fR
(A +69 £ 5, vs. normovolémicos: 18 = 5 cpm, figura 27B, p <0,05), sem alterar o VC (A
+0,5 £ 4, vs. normovolémicos: 0,6 = 0,3 ml/kg, figura 27 C) em comparagédo aos ratos

normovolémicos.
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Figura 26: VariacOes na pressdo arterial média (A PAM, A) e frequéncia cardiaca (A
FC, B) apds injecdo intravenosa em bolus de fenilbiguanida (50 pg/kg/ml) em ratos
normovolémicos (antes da deplecdo de sodio) ou depletados de sddio (ap6s injecdo
subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em sédio). Os resultados

foram expressos pela média + E.P.M.; n = nUmero de ratos.

91



350-
300- 1
250 -
200 -

150 4
100 4
50 +
0- T

A V¢ (ml/min/kg)

B 100 *

80 4

60 -

40 4

A fR (cpm)

204

i

C 1.5'

1.0 4

0.5+

A VC (ml/kg)

0.0-

Normovolémico Deplétado

Figura 27: Variagdes na ventilagdo (A Vg, A), frequéncia respiratoria (A fR, B), e
volume corrente (A VC, C) ap0s injecdo intravenosa em bolus de fenilbiguanida (50
pg/kg) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sédio) ou depletados de sodio
(apos injecdo subcuténea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em sddio).
Os resultados foram expressos pela média £ E.P.M.; n = nimero de ratos. *diferente dos

ratos normovolémicos (teste t de student, p<0,05).
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5.5 Efeito da deplecéo de sodio sobre as respostas cardiorrespiratorias apos
a ativacao dos quimiorreceptores periféricos em ratos ndo anestesiados.

A figura 28 mostra respostas pressoras e bradicardicas semelhantes apds injecédo
iv in bolus de KCN (40 pg/0,2ml) em ratos normovolémicos e depletados de sodio (A
+62 £ 4 ¢ +66 + 3 mmHg e A -211 + 24 e -266 + 15 bpm, respectivamente). A figura 29
mostra que a Ve, fR e VC também foram semelhantes entre os ratos normovolémicos e
depletados de sodio (A Ve + 838 + 417 e +1181 + 248 ml/min/kg, figura 29 A, A fR:
+30,4 = 12 e +68,5 £ 8 cpm, figura 29 Be A VC: +6,8 = 2,0 e +4,8 £ 1,5 ml/kg, figura

29 C, respectivamente).
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Figura 28: Varia¢des na pressdo arterial média (A PAM, A) e frequéncia cardiaca (A
FC, B) apds injecao intravenosa em bolus de cianeto de potassio (KCN, - (40 pg/0,1ml)
em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sodio) ou depletados de sodio (apds
injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta deficiente em sddio). Os

resultados foram expressos pela média + E.P.M.; n = niUmero de ratos.
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Figura 29: Variagbes na ventilagdo (A Vg, A), frequéncia respiratoria (A fR, B), e
volume corrente (A VC, C) apds inje¢do intravenosa em bolus de cianeto de potassio
(KCN, 40 pg/0,1ml) em ratos normovolémicos (antes da deplecdo de sddio) ou
depletados de sodio (apds injecdo subcutanea de furosemida associada a 24 h de dieta
deficiente em sddio). Os resultados foram expressos pela média + E.P.M.; n = nimero

de ratos.
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a ativagdo dos barorreceptores por infuséo iv
do agente vasoconstritor fenil produziu um aumento da Ve em ratos depletados de sddio
e este aumento retornou aos valores normais em ratos repletos de sodio (ap6s 2 h de
ingestdo de &gua e 0,3 M de sodio, figura 4). Além disso, nossos resultados também
mostraram que a administracdo do bloqueador de receptores angiotensinérgicos ATy,
losartana, reduziu o aumento da Ve que ocorre durante ativacdo do barorreflexo em
animais depletados de sodio (figura 20). O ganho do componente bradicardico também
aumentou nos animais depletados de s6dio e também voltou aos valores normais em
ratos repletos de sédio (figura 7 e 8). Da mesma forma, o bloqueio de receptores
angiotensinérgicos ATi reduziu o aumento do ganho do componente bradicardico nos
animais depletados de sodio durante ativacdo do barorreflexo (figura 23 e 24). Nossos
resultados ainda mostraram que a ativacdo do barorreflexo com infusdo iv de fenil
produziu respostas pressoras e bradicardicas semelhantes em ratos normovolémicos,
depletados e repletos de sodio (figura 3), porém animais depletados de s6dio com
bloqueio de receptores angiotensinergicos AT: tiveram uma reducdo da resposta
pressora apoés a fenil, sem alteraces na bradicardia reflexa (figura 19).

Por outro lado, a desativacdo do barorreflexo por infusdo iv do vasodilatador NP
ndo alterou as respostas hipotensoras, taquicardicas e ventilatorias (figuras 5 e 6), bem
como o ganho do componente taquicardico nos animais normovolémicos, depletados e
repletos de sodio (figura 7 e 8), sugerindo que o aumento da Ve e 0 aumento no ganho
do componente bradicardico durante a deplecdo de sddio sdo mecanismos especificos
que ocorrem durante a ativacdo do barorreflexo, mas ndo durante a desativacdo desse
reflexo. Também vimos que o bloqueio dos receptores angiotensinérgicos AT1 reduziu
a taquicardia reflexa em animais depletados de sédio comparado com o0s animais

normovolémicos (figura 21).
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Nossos resultados também demonstraram que a injecdo iv em bolus de outro
agente vasopressor, a ANG Il, promoveu resposta pressora, bradicardia reflexa (figura
12), sem alteracdes nos parametros ventilatorios (figura 13). Também foi observado que
nos animais depletados de sddio houve uma menor resposta pressora quando comparado
com 0s animais normovolémicos sem alteracdes na bradicardia reflexa (figura 12) e no
ganho do componente bradicardico do barorreflexo (figura 14 e 15). Nossos resultados
também mostraram que nos animais repletos de s6dio ndo ocorreu alteracdes na resposta
pressora, bradicardia reflexa (figura 12) e Ve (figura 13), porém ocorreu um aumento no
ganho do componente bradicardico do barorreflexo (figuras 14 e 15).

Nossos resultados também mostraram que ap0s ativacdo dos receptores
cardiopulmonares com injecdo iv em bolus de fenilbiguanida ndo foram observadas
alteracdes na hipotenséo e bradicardia entre os animais normovolémicos e depletados de
sodio (figura 26), porém ocorreu um aumento da Ve pulmonar nos animais depletados
de sddio, devido a um aumento na fR (figura 27). Com relacdo a ativacdo dos
quimiorreceptores periféricos com injecdo iv de KCN, ndo foram observadas alteracdes
na resposta pressora, bradicardica (figura 28) e Ve (figura 29) em animais depletados de
sodio quando comparados aos animais normovolémicos.

O diurético/natriurético, furosemida, age na alca Henle do néfron e seu
mecanismo de acdo ocorre pelo blogueio do co-transportador tri-idnico de ions Na*, K,
2 CI" prejudicando a reabsorcao destes ions que entdo serdo excretados (natriurese).
Além disso, esta porcdo do néfron é impermeavel a agua, que também serad excretada
em maior quantidade (diurese) levando ao aumento do volume urinério excretado
(Weiner, 1990). Alteragbes no equilibrio de agua e sédio no organismo modifica a
atividade de varios hormonios (angiotensina, aldosterona, peptideo natriurético atrial,
vasopressina) e sistemas neurais (atividade simpatica) com o objetivo de reestabelecer o

balanco hidroeletrolitico (Menani e cols., 2004). Desta forma, nossos resultados
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sugerem que a deplecdo de sddio com furosemida seguido por 24 horas de dieta
deficiente de sédio aumentou o componente bradicardico do baroreflexo através das
alteracbes neurondocrinas que ocorrem durante deplecdo de sodio, como 0 aumento da
ANG Il (Haber, 1976; Speilman e Davis, 1974) uma vez que o bloqueio dos receptores
angiotensinérgicos AT: promoveu a redugdo do componente bradicardico aumentado
pela deplecéo de sodio. Além disso, o aumento da ANG Il durante a deplecéo de sddio
parece facilitar as respostas ventilatorias durante a ativacdo do barorreceptor com
infusdo iv do vasoconstritor fenil, visto que a losartana também reduziu o aumento da
ventilacdo observado nos animais depletados de sodio. Por outro lado, a desativacao do
barorreflexo por infusdo iv do vasodilatador NP ndo alterou as respostas hipotensoras,
taquicardicas reflexas e ventilatorias, bem como o ganho componente taquicardico nos
animais normovolémicos, depletados e repletos de sodio, sugerindo que o aumento da
Ve durante a deplecdo de sodio sdo mecanismos especificos que ocorrem durante a
ativacdo do barorreflexo com infusdo iv de fenil, mas ndo durante a desativacdo do
barorreflexo com infuséo iv de NP.

Nossos resultados também mostraram que a deplecéo de sddio ndo modificou os
valores basais da PAM, FC e Ve e a replecdo de sodio também ndo modificou esses
parametros. Esses resultados estdo de acordo com resultados prévios de nosso
laboratério (Favero, 2012 e dos Santos, 2014, resultados ndo publicados) onde foi
demonstrado que mesmo que os animais depletados de sddio apresentem hipovolemia, a
PAM e FC permanecem em valores semelhantes aos dos animais normovolémicos e que
a manutencdo desses parametros em niveis normais acontece devido as altas
concentragfes de ANG Il plasmaética circulante.

Nossos resultados também mostram que animais normovolémicos e depletados
de sodio tiveram uma redugdo da PAM basal apds injecdo iv em bolus de losartana,

sugerindo que tanto os animais normovolémicos como animais depletados de sodio
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possuem uma elevada concentracdo de ANG Il plasmaética circulante e esses resultados
também estdo de acordo com resultados prévios de nosso laboratério, onde foi
observado que a losartana reduz a PAM basal de animais normovolémicos e depletados
de sddio (dos Santos, 2014, resultados ndo publicados). Vale destacar, que a queda na
PAM basal, apds injecdo iv em bolus de losartana, foi maior nos animais depletados de
sodio do que nos animais normovolémicos, sugerindo que os niveis plasmaticos de
ANG Il circulante é maior nesses animais (dos Santos, 2014).

Além dos efeitos neuroendocrinos, a deplecdo de sddio produzida pela injecéo
sc de furosemida pode levar a uma alcalose metabdlica devido a uma retencdo de
bicarbonato (Weiner, 1990). Esta alcalose metabdlica resultaria em uma compensacao
respiratoria, ocasionando uma hipoventilacdo nos ratos (Weiner, 1990). No0ssos
resultados estdo de acordo com esse trabalho, pois os animais depletados de sédio
também apresentaram uma alcalose metabolica devido um aumento do HCOs
sanguineo (tabela 5), porém, a ventilacdo basal desses animais ndo se alterou (figura 2),
talvez devido a uma pequena reducdo (ndo significativa) na PO2, o que poderia estar
mascarando a hipoventilacdo observada no trabalho de Weiner, 1990.

Nossos resultados também mostraram que as concentracdes plasmaticas dos ions
sodio e potassio foram diminuidas em ratos depletados de sédio quando comparados
com os ratos normovolémicos (tabela 2 e 4). Estes resultados eram esperados, pois 0
diurético furosemida causa um bloqueio da reabsorcdo destes ions no ramo grosso
ascendente da alca de Henle, fazendo com que estes ions permanecam na luz tubular,
sendo posteriormente excretados (diurese e natriurese, Weiner, 1990) e assim havera
uma menor concentragdo dos ions sodio e potassio no plasma sanguineo. Apoés a
ingestdo de NaCl 0,3 M e &gua, ou seja, nos ratos repletos de sédio a concentragdo
plasmética de sodio retorna ao valor do estado de normovolemia porém a concentragdo

plasmética de potéssio ndo retorna, pois ndo foi oferecido nenhum meio de obtencao de
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potéssio. Nossos resultados também mostraram um aumento na concentragdo
plasmatica das proteinas totais, no hematocrito e nas hemoglobinas nos ratos depletados
de sddio quando comparados com o0s ratos normovolémicos, demonstrando que estes
animais depletados possuem um menor volume circulante (hipovolémicos) sem
alteracdo da osmolaridade. Estes resultados estdo de acordo com dados de Jalowiec
(1974), onde 24 h ap6s a injecdo de furosemida foi possivel verificar uma diminuigdo
dos niveis plasmaticos de sodio e aumento das proteinas totais o que caracteriza o
estado de hipovolemia, sem alteragdes significativas na osmolaridade em ratos
depletados de sédio. Nossos resultados mostraram também que nos ratos repletos de
sodio a concentracdo plasmatica de proteinas totais foi menor que os valores controle
(rato normovolémico, tabela 2), mostrando que estes animais estdo hipervolémicos. Este
resultado pode ser devido a retirada de 4,5 ml de sangue dos animais repletos (retirada
de 1,5 ml de sangue antes de cada um dos trés experimentos) associado a reposicao do
mesmo volume de salina isotonica, aléem de 2 h de ingestdo de NaCl 0,3 M e agua para
restabelecer a hipovolemia. Porém, este resultado onde os animais se apresentam
hipervolémicos (animais repletos de sédio) ndo impossibilitou o reestabelecimento do
aumento da ventilacdo e ganho do componente bradicardico que ocorreu durante a
deplecéo de sbdio.

Estudos da literatura mostram que a ativacdo de barorreceptores tem efeitos
bastante variaveis sobre a respiracdo (Sapru e cols., 1981; Miserocchi e Quinn, 1980;
Dove e Katona, 1985; Hayashi e cols., 1993; McMullan e cols., 2007 e 2009) e ganho
do barorreflexo (Echtenkamp e Anderson, 1988; Szilagyi e cols., 1981; Ferrario e cols.,
1981; Huang e Leenen, 1992) que parecem estar relacionados com a espécie, cepa,
preparagéo e anestesia utilizados nos trabalhos. Sapru e cols., (1981) investigaram que
em ratos descerebrado e ndo vagotomizados, a estimulagdo do nervo depressor aodrtico

(NDA) diminui a fR. Estudo de Dove e Katona (1985) mostrou que a ativacdo dos
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barorreceptores promoveu um aumento no tempo de inspiracdo (TI) e no tempo de
expiracdo (TE). Além disso, Miserocchi e Quinn (1980) mostraram que a fR ndo se
alterou durante hipotensdo hemorragica em gatos e Hayashi e cols., (1993) néo
observaram mudancgas na fR durante a estimulacdo do NDA em ratos anestesiados.
Estudo de McMullan e cols., 2009, demonstrou que a ativacao do barorreflexo tanto por
estimulacgdo elétrica do NDA ou por injecdo iv de fenil (mas ndo de ANG II) reduziu a
frequéncia de disparos do nervo frénico pelo prolongamento do tempo expiratorio (TE)
e ndo alterou amplitude dos disparos do nervo frénico. Ao contrario desses resultados, o
presente estudo mostrou que a ativacdo do barorreflexo pela infusdo iv de fenil em ratos
normovolémicos produziu aumento da Ve, devido ao aumento da fR, sem mudancas no
VC (figura 4). Por outro lado, a desativacdo do barorreflexo por infusdo iv de NP em
ratos normovolémicos também produziu 0 mesmo aumento da Ve, mas devido ao
aumento do VC, sem alteracGes em fR (figura 6). Portanto, o conjunto desses resultados
sugerem que a ativacdo ou desativacdo do barorreflexo podem contribuir para o
aumento da Ve por diferentes mecanismos, seja modulando a fR durante a ativagdo do
barorreflexo ou modulando o VVC durante a desativacdo do barorreflexo. E importante
notar que essas mudancas na Ve em ratos normovolémicos apds infuséo iv de fenil
foram bastante discretas (ventilacdo de ratos normovolémicos antes: 328 * 36
ml/kg/min e apds a infusdo iv de fenil: 403 + 18 ml/kg/min; variacdo de 75 ml/kg/min) e
estes resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que em eupnéia, a influéncia
exercida na Ve por aferéncias barorreceptoras € minima (Chenuel e cols., 2006). No
entanto, durante esfor¢o fisico ou durante periodos de baixa demanda ventilatéria [sono
profundo, desidratacdo, hipovolemia e deplecéo de sédio (presente estudo)] parece que
as aferéncias dos barorreceptores podem ter uma modulag&o respiratoria mais acentuada
(Chenuel e cols., 2006). Assim, 0s nossos resultados mostraram que a ativacdo dos

barorreceptores por infuséo iv de fenil produziu um maior aumento da Ve em ratos
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depletados de sodio e esta hiperventilacdo volta aos valores normais apés 2 h de
replecdo dos fluidos através do acesso a agua e 0,3 M de NaCl (ratos repletos de sodio)
ou apds o bloqueio dos receptores angiotensinégicos AT; com losartana. Assim, estes
dados sugerem que durante a hipovolemia devido a deplecdo de sédio ocorreu aumento
da atividade respiratdria provavelmente para sincronizar a ventilagdo com o fluxo de
sangue dentro dos pulmdes para otimizar as trocas gasosas (Bishop, 1968 e 1974;
Fregosi, 1994). Assim, nosso estudo fornece os primeiros resultados da ativacdo e
desativacdo do barorreflexo e seus efeitos sobre a ventilagcdo e o ganho do barorreflexo
em animais intactos e livre de anestesia.

O aumento da ventilacdo observado apds a ativacdo do barorreflexo com fenil
poderia estar ocorrendo devido a alteracdes cardiovasculares (aumento da pressao e
bradicardia reflexa) promovidas por esse agente vasopressor. Desta forma, um outro
agente vasopressor que também ativa o barorreflexo e produz aumento da pressdo e
bradicardia reflexa foi utilizado, a ANG Il. Nossos resultados mostraram que a injecao
iv.em bolus de ANG Il promoveu respostas pressoras e bradicardicas semelhantes as
produzidas pela infusdo iv de fenil, porém sem alterac6es nos parametros ventilatorios.
Desta forma, nossos resultados sugerem que a ativacdo do barorreflexo com fenil, mas
ndo com ANG Il, promove aumento da ventilacdo em animais depletados de sodio.

Ainda com relacdo aos resultados relativos a injecdo iv de ANG II, nos animais
depletados de sodio a resposta pressora da ANG Il foi menor em relacdo aos animais
normovolémicos. Este resultado esta de acordo com estudos de nosso laboratério, onde
as respostas pressoras da ANG Il e NOR foram diminuidas em animais depletados de
sodio (Colombari e cols., 1992), sugerindo que a reatividade vascular periférica esta
alterada nesses animais. Nossos resultados também mostraram que a injecdo de ANG I
também promoveu um aumento do ganho do componente bradicardico nos animais

repletos de sodio, diferente do que foi observado com a infusdo iv de fenil. Estas
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diferencas observadas nas respostas da ANG Il comparadas com as respostas
observadas pela fenil podem ser devidas as diferencas nas metodologias utilizadas, ou
seja, a administracdo da ANG Il foi através de injecdo iv em bolus e a administracdo da
fenil foi através da infusdo iv com bomba de perfusdo. Desta forma, mais estudos serdo
necessarios para esclarecer o aumento do ganho do componente bradicardico nos
animais repletos de s6dio que receberam injecdo iv em bolus de ANG II.

Com relagdo ao ganho ou sensibilidade do barorreflexo, nossos resultados
mostraram que o ganho do componente bradicardico foi aumentado em ratos depletados
de sdédio. Porém, o ganho do componente taquicardico ndo foi alterado nos animais
depletados de sodio. Varios estudos da literatura demonstraram que a deplecéo de sodio
reduz o ganho do barorreflexo em cédes anestesiados (Echtenkamp e Anderson, 1988;
Szilagyi e cols., 1981; Ferrario e cols., 1981) e em ratos ndo anestesiados (Huang e
Leenen, 1992). Echtenkamp e Anderson, 1988, demonstraram que a deplecdo de sodio
com furosemida 40 mg por via intramuscular, durante 3 dias associado a 10 dias de
dieta pobre em sadio, reduziu o ganho do componente taquicardico do barorreflexo em
cdes anestesiados ap6s a ativacdo do barorreflexo com a oclusdo das carétidas,
sugerindo que esta diminuicdo do ganho do barorreflexo poderia estar relacionado a
uma ativacao de receptores cardiopulmonares. Ferrario e cols., 1981, também sugeriram
que durante uma desativacdo dos barorreflexo, o reflexo cardiopulmonar estaria mais
ativo, pois a diminuicdo de volume que ocorre durante a deplecdo de so6dio promove
uma diminuicdo no fluxo sanguineo da circulacdo periférica para elevar a circulacdo
cardiopulmonar, aumentando a pressdo de enchimento cardiaco levando a ativacao de
receptores cardiopulmonares (Ferrario e cols., 1981). Szilagyi e cols., 1981 também
observaram uma diminuicdo no ganho do componente taquicardico do barorreflexo apos
a oclusdo das carotidas, em cdes que tiveram acesso a uma dieta pobre em sddio por 21

dias associada a 3 inje¢des de furosemida. Huang e Leenen, 1992, demonstraram que a
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deplecdo de sddio por dieta hipossodica diminuiu 0 ganho do componente bradicardico
e taquicéardico do barorreflexo em ratos jovens (4 semanas, 80 g) ndo anestesiados, mas
esta deplecdo de sddio ndo alterou o ganho do barorreflexo em ratos adultos (10
semanas, 300 g) e velhos (50 semanas, 500 g) ndo anestesiados. Os autores sugeriram
uma possivel desensibilizacdo dos barorreceptores arteriais pela baixa quantidade de
sodio na dieta, visto que o sodio é um importante ion para a despolarizacdo das
terminagOes dos barorreceptores arteriais. Portanto, o uso de animais anestesiados, o
modelo para inducdo da deplecdo de sodio e as diferentes formas de ativar o
barorreflexo podem ser uma possivel explicacdo para as diferencas entre 0S nossos
resultados e os resultados apresentados na literatura. Além disso, diferentes espécies,
cepa, idade também poderiam explicar esta diferenca.

Os nossos resultados também demonstraram que a ativacdo de receptores
cardiopulmonares com injecdo iv em bolus de fenilbiguanida promove um aumento da
VE nos animais depletados de sddio comparados aos normovolémicos, e este aumento
estd relacionado ao aumento da fR, sem alteracdo do VC. Esses resultados estdo de
acordo com Ferrario e cols., 1981, que mostra que a diminui¢do de volume que ocorre
durante a deplecdo de sddio promove uma diminuicdo no fluxo sanguineo da circulacédo
periférica para elevar a circulagdo cardiopulmonar, aumentando a pressao de
enchimento cardiaco levando a ativacdo de receptores cardiopulmonares. Além disso,
segundo Veelken e cols., 1994 e DiBona & Sawin, 1995, o reflexo cardiopulmonar pode
ser ainda mais importante que o barorreflexo, pois possui um grande envolvimento com
alteracdes de volume. Desta forma, esse aumento na Ve durante a ativacdo do reflexo
cardiopulmonar em animais depletados de sodio poderia estar ocorrendo devido a um
redirecionamento do fluxo sanguineo para a circulacdo cardiopulmonar causado pela
hipovolemia e/ou aumento da ANG Il produzidos pela deplecdo de sodio e isso poderia

melhorar as trocas gasosas nos pulmdes e tecidos. Porém, nesse grupo de animais ndo
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foi realizado a replecdo de sodio e nem o bloqueio de receptores angiotensinérgicos
AT1 para confirmar essa hipdtese.

Os nossos resultados mostraram que a ativacdo do quimiorreflexo com injecao
iv. em bolus de KCN ndo promoveu alteracBes cardiorrespiratorias nos animais
depletados de s6dio em comparacdo com o0s animais normovolémicos. Diferentemente
do que é visto na literatura (Lahiri e cols., 1980) onde em condi¢des de hipovolemia,
ocorre uma diminuicdo do fluxo sanguineo para o corpo carotideo, o que leva a ativagao
dos quimiorreceptores periféricos. Esses dados foram confirmados através da
gasometria sanguinea que ndo mostrou diferencas significativas tanto na PO., como na
PCO:2 e sO2 entre animais normovolémicos e depletados de sodio (tabela 5). Apesar do
quimiorreflexo ser um importante mecanismo periférico para o controle
cardiorrespiratorio (Fung, 2014), os nossos resultados mostraram que esse mecanismo

ndo esta envolvido com os ajustes cardiorrespiratorios durante a deplecdo de sodio.

7 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que as alteragdes neuroenddcrinas, como 0 aumento
da angiotensina I, produzida pela deplecdo de sddio (furosemida associado a uma dieta
deficiente em sodio) aumenta o ganho do componente bradicardico e facilita a resposta

ventilatoria durante ativacdo dos barorreceptores com fenilefrina iv.
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