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LIMA, EBS. Exercicio moderado e blogueio do Sistema Renina Angiotensina melhoram a
dismotilidade géstrica induzida por hipertensdo renovascular (2 rins 1 clipe) em ratos
[dissertacdo]. Piaui: Programa de Pés-graduacdo em Farmacologia, Universidade Federal do
Piaui; 2018

RESUMO

A Hipertensédo arterial sistémica (HAS) é caracterizada em niveis elevados e sustentados de
presséo arterial (PA), iguais ou > 140 mmHg, para a pressao sistdlica, ou = 90 mmHg para a
pressédo diastélica. O desenvolvimento da HAS pode estar relacionado a diversos fatores de
risco e dentre os mecanismos fisiopatoldgicos relacionados com a causa da HAS cita-se a
ativacdo do Sistema Renina Angiotensina (SRA), um sistema enddcrino que através do seu
principal mediador, Angiotensina Il, visa principalmente o sistema renocardiovascular para
manter o fluido e a homeostase de eletrdlitos e controlar a pressao arterial (PA). Estudos relatam
gue o trato gastrointestinal expressa constitutivamente todos 0s componentes necessarios para
permitir a funcdo autbnoma do SRA e que a ANG Il teve efeito direto sobre o musculo liso
intestinal, musculatura circular do estbmago e sobre o esvaziamento gastrico. Neste sentindo, a
hipertensao 2 rins-1 clipe (2R1C) é um modelo experimental bastante utilizado, em que ha um
aumento da atividade do SRA, mediada por Angiotensina Il, que é essencial para o
desenvolvimento e manutencdo dessa hipertensdo. Entretanto, pouco se sabe qual o efeito da
Hipertensdo 2R1C (H-2R1C) sobre a motilidade gastrointestinal. O objetivo do estudo foi avaliar
o efeito da H-2R1C sobre a motilidade gastrica, bem como qual a influéncia do exercicio e do
blogueio do SRA sobre esse fendmeno. Uma semana apds os procedimentos cirdrgicos os ratos
foram tratados com alisquireno (50 mg/kg), captopril (50 mg/kg) ou Losartana (10 mg/kg) por 4
semanas, via oral. Outro grupo de ratos H-2R1C foi submetido ao treinamento fisico de (natacao
sobrecarga 5%, p.c). Ap6s 4 semanas de tratamento farmacol6gico ou treinamento fisico,
avaliamos a retencgéo gastrica (RG), PAM, FC, VFC em todos os grupos. A H-2R1C aumentou
significativamente (p < 0,05) a RG, PAM e FC comparados aos ratos normotensos. O pré-
tratamento com alisquireno, captopril, losartana bem como o exercicio fisico preveniram
significativamente (p < 0,05) os aumetos na RG, PAM, FC dos ratos H-2R1C comparados oas
normotensos. A H-2R1C diminuiu significativamente (p < 0.05) a responsividade do fundo do
estdbmago, fenbmeno esse prevenido pelo exercicio fisico. No estudo realizado por meio de
ensaio de contratilidade in vitro, os ratos com H-2R1C demonstraram uma responsividade
reduzida e significativa (p < 0,05) ao carbacol em comparacdo com 0s ratos normortensos nas
diferentes concentra¢des investigadas, sugerindo que em ratos hipertensos ha uma menor
propagacdo do movimento contratil. No entanto, quando os ratos com H-2R1C-Ex 5% foram
avaliados quanto a sua contratilidade e comparado aos H-2R1C ndo treinados, verificou-se que o
exercicio fisico alterou significamente (p < 0,05) a responsividade contratii do fundo de
estbmago, promovendo uma recuperacao na reposta contratil ao carbacol nas concentracdes
investigadas. Concluimos que a H-2R1C aumenta a retencdo gastrica. Esse fenbmeno é
ocasionado via SRA, onde o exercicio fisico e blogueio com alisquireno, captopril e losartana
previnem a dismotilidade.

Palavras-Chave: angiotensina II; hipertensdo 2R1C; esvaziamento gastrico; exercicio fisico;
sistema renina angiotensina



LIMA, EBS. Moderate exercise and blockade of the Renin Angiotensin System improve gastric
dysmaotility induced by renovascular hypertension (2 kidneys 1 clip) in rats [dissertacdo]. Piaui:
Programa de Pds-graduacdo em Farmacologia, Universidade Federal do Piaui; 2018

ABSTRACT

Systemic arterial hypertension (SAH) is characterized in elevated and sustained blood pressure
(BP) levels, equal or >140 mmHg, for systolic pressure, or =2 90 mmHg for diastolic pressure. The
development of hypertension may be related to several risk factors and among the
pathophysiological mechanisms related to the cause of SAH is the activation of the Renin
Angiotensin System (RAS), an endocrine system that, through its main mediator, Angiotensin Il,
aims to especially the renocardiovascular system to maintain electrolyte fluid and homeostasis
and to control blood pressure (BP). Studies report that the gastrointestinal tract constitutively
expresses all the necessary components to allow the autonomic function of the RAS and that
ANG Il had a direct effect on the intestinal smooth muscle, circular musculature of the stomach
and on the gastric emptying. In this sense, the hypertension 2-kidney-1 clip (2K1C) is a widely
used experimental model in which there is an increase in the activity of RAS, mediated by
Angiotensin I, which is essential for the development and maintenance of this hypertension.
However, little is known about the effect of 2K1C Hypertension (H-2K1C) on gastrointestinal
motility. The objective of the study was to evaluate the effect of H-2K1C on gastric motility, as
well as the influence of exercise and the blockade of RAS on this phenomenon. One week after
the surgical procedures the rats were treated with aliskiren (50 mg/kg), captopril (50 mg/kg) or
Losartan (10 mg/kg) for 4 weeks, orally. Another group of H-2K1C rats underwent physical
training (swimming overload 5%, p.c). After 4 weeks of pharmacological treatment or physical
training, we evaluated gastric retention (GR), MAP, HR, HRV in all groups. H-2K1C significantly
increased (p <0.05) the RG, MAP and HR compared to normotensive mice. Pretreatment with
aliskiren, captopril, losartan and physical exercise significantly (p <0.05) prevented increases in
RG, MAP, HR of H-2K1C rats compared to normotensive rats. H-2K1C significantly decreased (p
<0.05) the responsiveness of the stomach fund, a phenomenon prevented by physical exercise.
In the study performed by in vitro contractility assay, H-2K1C mice demonstrated reduced and
significant (p <0.05) responsiveness to carbachol compared to normorphous mice at the different
concentrations investigated, suggesting that in hypertensive rats there are a lesser spread of
contractiie movement. However, when rats with 5% H-2K1C-Ex were evaluated for their
contractility and compared to untrained H-2K1C, physical exercise significantly altered (p <0.05)
the contractile responsiveness of the background of the stomach, promoting a recovery in the
contractile response to carbachol at the concentrations investigated. We conclude that H-2K1C
increases gastric retention. This phenomenon is caused by RAS, where physical exercise and
blockade with aliskiren, captopril and losartan prevent dismotility.

Keywords: angiotensin 1l; 2K1C hypertension; gastric emptying; physical exercise; renin
angiontensin system
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ECG eletrocardiograma

EF exercicio fisico

EG esvaziamento gastrico

eNOS Oxido nitrico sintase endotelial
ET-1 endotelina-1

FC frequéncia cardiaca

FFAs radicais livres

HAS hipertenséo arterial sistémica
ICC células intersticiais de cajal

[.M intramuscuclar

I.P intraperitoneal

LF baixa frequéncia

HF Alta frequéncia

MRNA RNA mensageiro

NADPH fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina
NaOH hidroxido de sodio

NO oxido nitrico



02
PA
PAD
PAF
PAM
PAP
PAS
PE
PEN
i.p
RG
RR
ROS
SHR
SNA
SNC
SNE
SNP
SRA
SRAA
TCA
TGl
VFC

V.0

UNIDADES

g
h
M
N

mg / kg

anion superoxido

pressao arterial

pressao arterial diastolica

fator de ativacao de plaquetas
presséao arterial média

presséao arterial de pulso

pressao arterial sistolica

polietileno

endopeptidase neutra
intraperitoneal

retencéo gastrica

intervalo RR

espécies reativas de oxigénio

ratos espontaneamente hipertensos
sistema nervoso autbnomo
sistema nervoso central

sistema nervoso entérico

sistema nervoso periférico

sistema renina angiotensina
sistema renina angiotensina aldosterona
acido tricloroacetico

trato gastrointestinal

variabilidade da frequéncia cadiaca

via oral

grama
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1 INTRODUCAO

1.1. PROBLEMATIZACAO

No Brasil, a hipertenséo arterial sistémica (HAS) atinge 32,5% (36 milhdes) de
individuos adultos, mais de 60% dos idosos, contribuindo direta ou indiretamente
para 50% das mortes por doencas cardiovasculares (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2016). A HAS é caracterizada por niveis elevados e sustentados de
pressdo arterial (PA), iguais ou acima de 140 mmHg, para a presséo sistdlica, ou
iguais ou acima de 90 mmHg para a pressao diastélica. O aumento da PA constitui
fator de risco predominante para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
afeta mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo (FIGUEIREDO et al., 2009).
Muitos fatores fisiopatoldgicos podem estar envolvidos no desenvolvimento da HAS,
incluindo a diminuicdo da biodisponibilidade de Oxido nitrico (NO), o estresse
oxidativo (MANRIQUE et al., 2009), a hiperatividade do sistema nervoso simpatico e
disturbios no Sistema Renina-Angiotensina (SRA) (MANRIQUE et al., 2009; PATEL
et al., 2017).

O sistema nervoso autbnomo tem papel importante no controle da PA. Esse
controle se da a curto ou em longo prazo (JOYNER; CHARKOUDIAN; WALLIN,
2010). Em curto prazo (segundos), esses ajustes sao causados por mudancgas na
neutrotrasmissao autbnomica em direcdo ao coracdo e aos vasos periféricos. O
baroreflexo arterial € o mecanismo isolado mais importante de regulacdo da PA em
curto prazo. Os componentes deste reflexo incluem os receptores sensoriais, as vias
aferentes, o centro de integracdo do sistema nervoso central, as vias eferentes e os
orgaos efetores (COWLEY et al., 1973). Por outro lado, em longo prazo (minutos ou
dias), outros mecanismos, tais como as mudancas no débito cardiaco causadas por
alteracdes no volume sanguineo, passam a ter um papel mais importante no
controle da PA, bem como modificacbes na homeostase do Sistema Renina-
Angiotensina (SRA) (WALLIN; CHARKOUDIAN, 2007, MANRIQUE et al., 2009).

O SRA mantém a tonicidade vascular regulando o volume de fluido
extracelular e a pressao arterial (NAVAR, 2014). Além disso, esse sistema também
regula a quantidade de agua, de sangue, de plasma e de liquido intersticial, para
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gue ambos estejam em quantidades adequadas para o bom funcionamento do
coracao, dos demais Orgaos pulsantes e dos rins (IRAVANIAN; DUDLEY, 2008).
Entretanto, perturbacBes neste sistema podem alterar os valores pressoricos,
podendo ocasionar doencas agudas ou cronicas levando até mesmo a quadros de
morte subita (PATEL et al., 2017).

No contexto de pesquisas voltadas para o estudo dos mecanismos que
envolvem a hipertensdo, o modelo experimental 2 rins e 1 clipe (2R1C) é
frequentemente utilizado, visto que no mesmo ocorre aumento da concentracao de
renina e de angiotensina Il (ANG Il) e, consequentemente eleva-se a atividade do
SRA, mimetizando a hipertensao que ocorre em humanos (OLIVEIRA - SALES et
al., 2014).

A HAS frequentemente se associa a distirbios metabdlicos, incluindo
alteracdes funcionais e/ou estruturais de 6rgaos-alvo, sendo agravada pela presenca
de outros fatores de risco, como a dislipidemia, a obesidade abdominal e a diabetes
do tipo 2 (WEBER et al.,, 2014). Além dessas disfuncdes, a hipertensdo também
pode ocasionar efeitos secundarios em outros sistemas fisiolégicos como o trato
gastrintestinal (TGI), onde a mesma pode gerar sintomas de isquemia da parede
gastrintestinal, eritema da mucosa e sangramento para o interior da cavidade
gastrica (BURAK et al., 2001).

Nas ultimas décadas, muitos estudos foram conduzidos para avaliar os efeitos
do SRA no TGI. Assim, varios componentes do SRA foram encontrados amplamente
distribuidos ao longo dos tecidos gastrintestinais, incluindo a enzima conversora de
angiotensina (ECA), a ANG Il e os seus receptores ATi1 e ATz, dentre outros
componentes (SECHI et al.,1993; HALLERSUND et al., 2011). Além disso, foi
demonstrado experimentalmente que a administracdo intraperitoneal de ANG I
diminuiu o esvaziamento gastrico de ratos, enquanto que o bloqueio farmacoldgico
de receptores AT1 pela saralasina reverteu esse efeito, sugerindo a importancia do
RAS na retencéo gastrica (SCARPIGNATO et al., 1983).

Referente ao tratamento da HAS, o mesmo consiste na utilizacdo de farmacos
anti-hipertensivos, mais também inclui algumas medidas importantes, como
alimentacdo saudavel, combate ao tabagismo e reducdo da ingestdo de bebidas
alcoolicas (TSIOUFIS; THOMOPOULOS, 2017). Além disso, uma alternativa para os

individuos que desenvolvem hipertenséo € a adocéo da pratica regular de exercicio
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fisico (EF), que nos ultimos anos tem evoluido bastante, onde cada vez mais
programas voltados para a qualidade de vida tém adotado como alvo principal a
realizacdo de EF orientado (MICHAEL; GARFINKLE, 2017).

As eventuais repercussoes fisiolégicas sistémicas provocadas pela pratica de
exercicio sdo pontos convergentes de grandes estudos epidemiolégicos
longitudinais, os quais buscam entender como as adaptacfes promovidas pelo
exercicio podem ser empregadas como terapia nao farmacologica (DIPIETRO, 1995;
GOLUBIC, et al., 2012). Portanto, é de fundamental importancia ampliar os estudos
gue buscam compreender os mecanismos subjacentes das a¢des do SRA no TGI.
Além disso, identificar o papel do EF sobre os parametros gastrintestinais também
constitui uma éarea de pesquisa bastante relevante para a compreensao desses

mecanismos.

1.2. A HIPERATIVIDADE SIMPATICA E O SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA
NO DESENVOLVIMENTO DA HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

O sistema nervoso autbnomo e 0 seu componente simpatico desempenham
papéis importantes na regulacdo (em curto prazo) da PA, especialmente através de
mecanismos barorreflexos (JOYNER; CHARKOUDIAN; WALLIN, 2010). Entretanto,
aumentos nos niveis plasmaticos circulantes de neurotransmissores adrenérgicos,
como adrenalina e noradrenalina, estdo relacionados com o desenvolvimento da
HAS (FIGUEIREDO et al., 2009). Neste contexto, a hiperatividade simpética foi
encontrada em muitos pacientes com hipertenséo (BEEVERS; LIP, O'BRIEN, 2001),
sendo descrita como fendmeno generalizado, independentemente dos aspectos
clinicos heterogéneos que acompanham o estado de pressdo alta. Além da
hiperatividade simpatica, a HAS também pode ter como causa uma desregulacéo no
SRA (MANRIQUE et al., 2009).

O SRA é ativado quando ha reducdo no volume sanguineo, caracterizado por
diminuicdo da PA ou deficiéncia de sodio. Esses eventos conduzem a elevacdo da
expressao de renina, enzima que € liberada pelos rins (MANRIQUE et al., 2009). A
renina age clivando o angiotensinogénio (liberado pelo figado) no decapeptideo
angiotensina | (ANG 1). Posteriormente, a ANG | é clivada no octapeptideo ANG I
por acdo da ECA, expressa por células endoteliais, principalmente nos vasos

sanguineos dos pulmdes (FANDRIKS, 2011). Nas glandulas suprarrenais, a ANG I
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se liga aos seus receptores (AT1) e estimula a liberagéo de aldosterona, que por sua
vez, mantém a homeostase de sodio e de potassio, estimulando os tubulos
contorcidos proximais dos rins para aumentarem a reabsor¢cdo de sodio e
consequentemente, para reduzir os niveis de potassio (Figura 1) (YATABE et al.,
2011). Desequilibrios neste sistema podem ocasionar a ativacdo excessiva do SRA

e aumentar os riscos de desenvolvimento da HAS.

Figura 1. Visao linear do Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona (SRAA).

Queda na pressao sanguinea
Queda no volume sanguineo

¢ Angiotensinogénio
- ‘I
{ > Angiotensina Il também atua diretamente
{ Liberagao de Renina pelo rim sobre os vasos sanguineos estimulando

a vasoconstricao
Angiotensina |

/ )' \ >

{ Enzima Conversora de Angiotensina
! (ECA) liberada do pulmao
” Angiotensina Il

< ! Angiotensina Il atua nas adrenais para
| estimular a liberacéo de Aldosterona Aldosterona atua sobre os rins

- - -
» para estimular a reabsorgéo de
NaCl e H,0

A

Fonte: Adaptado de Enciclopédia Britanica, 2017.

A ANG Il promove efeitos em muitos 6rgdos e sistemas. No leito vascular,
esse octapeptideo induz a vasoconstricdo e o aumento da resisténcia periférica; no
coracdo: aumenta a forca de contracdo; nos rins: aumenta a retengcdo de sédio; no
intestino: induz a reabsor¢do de sodio e agua; no sistema nervoso central (SNC):
estimula a liberagdo do horménio antidiurético e aumenta a descarga simpatica; no
sistema nervoso periférico (SNP): aumenta a atividade adrenérgica, facilitando a
atividade simpética (Figura 2) (NAVAR et al., 1998).
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Figura 2. Efeitos da Angiotensina Il em diferentes 6rgaos.
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De sédio da resisténcia

periférica

Fonte: Adaptado e modificado de NAVAR et al., 1998.

1.2.1. Modelos experimentais de hipertensé&o arterial

Ha uma busca exaustiva por um modelo experimental que consiga repercutir
a hipertensdo, principalmente devido as suas causas multifatoriais e as suas
eventuais repercussdes sobre diversos sistemas fisiolégicos (BEEVERS; LIP;
O’BRIEN, 2001). Neste sentido, ao longo dos anos foram desenvolvidos diversos
modelos experimentais para o estudo da HAS. Na década de sessenta, Okamoto e
Aoki (1963) apresentaram um modelo de hipertensdo experimental sem o
envolvimento de intervencao fisiologica, farmacologica ou cirdrgica. Este modelo é
conhecido como rato espontaneamente hipertenso (SHR), sendo originado de cepa
genética de rato hipertenso. O SHR tornou-se o modelo animal de escolha para a
triagem de agentes anti-hipertensivos, e a sua importancia se deu principalmente
pela similaridade da sua fisiopatologia com a hipertensdo essencial (primaria)
humana (TRIPPODO; FROHLICH, 1981).

Outro modelo muito utilizado experimentalmente € a hipertensdo induzida
pela administracdo de acetato de desoxicorticosterona (DOCA) em combinagdo com
cloreto de sodio em ratos com nefrectomia unilateral. Trata-se de um modelo animal

caracterizado por estresse oxidativo e inflamatério no sistema cardiovascular (IYER;



LIMA, E.B.S. Exercicio moderado e bloqueio do Sistema Renina Angiotensina melhoram a dismotilidade gastrica
induzida por hipertenséo renovascular (2 rins 1 clipe) em ratos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 29

CHAN; BROWN, 2010). Além desses modelos, a hipertensdo também pode ser
induzida pela administracdo prolongada de inibidores da sintese de Oxido nitrico,
como o L-NAME (RIBEIRO et al., 1992; NYADJEU et al., 2013), ou por alteragdo no
sistema nervoso autbnomo como ocorre na hipertensdo neurogénica, que resulta de
uma desregulacdo de mecanismos simpaticos e neuroenddécrinos (LERMAN et al.,
2005; STOCKER et al., 2017).

Um trabalho pioneiro realizado por Goldbalt et al.,, (1934), levou ao
desenvolvimento de um dos primeiros modelos animais de hipertensdo. Neste
estudo, foi induzida a hipertensdo em cédes por meio da constricdo unilateral da
artéria renal, devido a colocacédo de um clipe de prata (GOLDBALT et al., 1934). Os
modelos de hipertensdo desenvolvidos por Goldbalt e colaboradores foram
classificados como: 1 rim e 1 clipe (1R1C); 2 rins e 2 clipes (2R2C) e 2 rins e 1 clipe
(2R1C). As principais caracteristicas apresentadas em cada um desses modelos de

hipertenséo citados nesta secao estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Modelos experimentais de hipertensdo com diferentes etiologias.

Modelo experimental Principais caracteristicas

A hipertenséo inicia-se na 5% semana de vida com pico
Hipertensado genética entre a 202 e a 282 semanas. Ocorre aumento da
- SHR resisténcia periférica total, débito cardiaco normal ou
diminuido e hipertrofia cardiaca (FAZAN JR et al., 2001).

Ocorre hipertrofia; fibrose e disfuncdo endotelial. H&
Hipertensdo enddcrina deplecdo da atividade do SRA, com diminuicdo da
- Administracdo de DOCA/NaCl concentracdo plasmatica de renina circulante (IYER,;
CHAN; BROWN, 2010).

A hipertensao inicia-se ap6s 4 semanas do tratamento
Hipertensao farmacolégica com L-NAME. Ha dano tecidual cardiaco e aértico além
- Administracdo de L-NAME de fibrose vascular renal e glomerular. Ocorre também
disfungcdo endotelial a medida que a PA eleva-se
(NYADJEU et al., 2013).

1R1C - Ha niveis plasmaticos baixos de renina,

angiotensina e aldosterona (CARRETERO et al., 1974);

2R2C - Os niveis circulantes de renina e aldosterona séo
Hipertenséo renovascular aumentados principalmente na fase inicial da

hipertensdo (MOON, 2013);

2R1C - Ha elevacdo na concentracao de renina e de

angiotensina Il circulantes (LERMAN et al., 2005).

Legenda: SHR: rato espontaneamente hipertenso; NaCl: cloreto de sédio; SRA: sistema renina
angiotensina; DOCA: acetato de desoxicorticosterona; PA: Pressdo arterial; L-NAME: Ne-nitro-L-
arginina metil éster. Adaptado de LEONG et al., 2017.

1.2.2. Ainfluéncia da angiotensina Il na hipertensao renovascular (2R1C)

Na literatura, € bem descrito que o desenvolvimento da hipertenséo apods a
reducdo do fluxo sanguineo para um rim, devido a colocacdo de um clipe e a
presenca de um rim contralateral intacto, € mediado pelo SRA e é responsavel por
gerar indices de hipertensao satisfatérios, ou seja, maiores ou iguais a 140 mmHg

(MARTINEZ-MALDONADO et al.,, 1991). Os valores pressoéricos alcancados no
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modelo 2R1C, assim como o tempo de manutencdo da hipertensdo dependem do
tipo de animal utilizado e do grau de estenose da artéria renal, 0os ratos parecem
desenvolver hipertensao renovascular mais facilmente que cées (FAZAN JR et al.,
2001).

Nesse modelo ha hiperativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA). Na fase inicial da hipertensdo renovascular, a ativacdo do RAAS é
importante para desencadear a pressao arterial e outros mecanismos envolvidos nas
alteracbes cardiovasculares e renais (LINCEVICIUS et al, 2015). A alta
concentracdo de ANG Il conduz a maior ativacdo de receptor AT:1 (NISHI et al.,
2010), para induzir efeitos que atuam sobre o sistema cardiovascular, incluindo
aumento do estresse oxidativo, disfungédo barorreflexa (OLIVEIRA-SALES et al.,
2008; LINCEVICIUS et al., 2015) e maior ativacdo do sistema nervoso simpatico e
consequentemente, o aumento da PA (Figura 3) (NAVAR et al., 1998; LERMAN et
al., 2005). Por conta disso, o modelo de hipertensdo 2R1C é bastante utilizado
experimentalmente por se assemelhar com a hipertensdo renovascular humana

(FAZAN JR et al., 2001).

Figura 3. Modelo de hipertensdo renovascular Goldbalt (2R1C) e principais

alteracdes patofisioldgicas.

Estenoserenal
/4
Rins normais
Angiotensinogénio
Renina Modelo 2R1C
Angiotensina | ECA
Angiotensina Il
Vasoconstrigdo | Retengao Secregao de | | Ativagao do Efeitos Efeitos
de sodio aldosterona SNS vasculares miocardicos

Fonte: autoria prépria, 2017.



LIMA, E.B.S. Exercicio moderado e bloqueio do Sistema Renina Angiotensina melhoram a dismotilidade gastrica
induzida por hipertenséo renovascular (2 rins 1 clipe) em ratos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 32

De acordo com um estudo descrito por Oliveira - Sales, (2014), a hipertensao
2R1C em ratos evolui em trés fases. A fase | dura em torno de 4 semanas apos a
colocacéo do clipe, onde o aumento quase que imediato da PA esta associado com
a elevacdo da atividade plasmética de renina e com o aumento da concentracdo de
ANG Il circulante. Nesta fase se o clipe for removido, apés 7 a 10 dias, a PA podera
retornar aos valores normais. A fase Il dura em torno de 5 a 8 semanas apos a
colocacgédo do clipe. Durante essa fase a PA pode continuar estavel ou aumentando,
e 0s niveis plasmaticos de renina come¢am a diminuir. Entretanto, a infusdo de ANG
Il exdgena, durante essa fase, demonstrou aumento na sua sensibilidade, ou seja, €
necessario menor nivel de ANG Il para aumentar a PA. Ha também o aumento do
volume plasmatico e a elevacdo dos niveis de sdédio. Nesta fase, se o clipe for
retirado da artéria renal ou se houver tratamento com inibidores farmacolégicos da
ECA, como o captopril, a PA podera voltar ao normal. Até esse ponto tem-se a fase
renina-dependente. A fase Il ocorre apdés 9 semanas da colocacgéo do clipe. Dessa
forma, a PA continua alta e mais elevada que na fase I, entretanto, ha uma queda da
atividade plasmética da renina e da concentracdo plasméatica de ANG Il quando
comparado com a fase Il. Deste modo, a remocédo do clipe ou a administracdo de
inibidores do SRA, séo incapazes de restabelecer totalmente a PA aos seus
parametros normais (OLIVEIRA - SALES, 2014).

1.3. O SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA NO TRATO GASTRINTESTINAL

O SRA foi, por muitos anos, descrito como um sistema enddocrino com
enzimas e peptideos liberados na circulagéao sistémica, e que atua em varios 6rgaos
alvo (MANRIQUE et al., 2009). E amplamente descrito na literatura que a maioria
dos orgdos, incluindo o cérebro, rins, coracdo, figado, péancreas, O6rgaos
reprodutivos, pele e o TGl expressam constitutivamente todos 0s componentes
necessarios para permitir a funcdo autbnoma do SRA (GARG et al., 2012).

Os primeiros estudos demonstrando a influéncia do ANG Il nas func¢des do
TGI foram inicialmente publicados na década de 1960 (KHAIRALLAH; PAGE, 1962;
TURKER; KAYAALP, 1967; BELESLIN et al., 1968). Assim, a compreensao do
envolvimento do SRA no TGI evoluiu gradualmente desde a formulacéo da hipotese
da ANG Il ter efeito direto sobre o musculo liso intestinal (KHAIRALLAH; PAGE,
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1962), além de um efeito indireto através de neurbnios colinérgicos do plexo
mioentérico (ROBERTSON; RUBIN, 1962).

Estudos mais avangcados no campo da farmacodinamica, assim como 0 uso
de técnicas de imunohistoquimica, demonstrou a localizagdo dos receptores de ANG
II, principalmente ao longo da mucosa gastrintestinal de humanos saudaveis,
incluindo o estdbmago, o intestino delgado e a mucosa colénica (HIRASAWA et al.,
2002; CASSELBRANT et al., 2009; HALLERSUND et al., 2011). Do mesmo modo,
foi observada a presenca de receptores ATi em diferentes tipos de células
enddocrinas presentes na mucosa antral, sugerindo a existéncia da regulacdo da
sinalizacado hormonal antral mediada por ANG Il (HALLERSUND et al., 2011). Dentro
desse mesmo contexto, no estudo realizado por Scarbignato et al., (1983) foi
demonstrado que a administragdo de ANG Il em ratos reduziu o esvaziamento
gastrico, e esse efeito foi abolido quando se utilizou a saralasina (antagonista do
receptor ATi), mostrando, portanto, a acdo da ANG Il em seus receptores
especificos presentes no tecido gastrico animal. Além disso, o bloqueio da ANG I
para inibir a contragcdo do musculo liso do es6fago, demonstrou uma reducdo na
amplitude de contracdo das ondas esofagicas peristalticas priméarias e do esfincter
esofagico inferior durante um ensaio de manometria in vivo (CASSELBRANT et al.,
2007).

A presenca dos varios componentes do SRA no TGl aumenta a possibilidade
de que a modificagcédo local deste sistema possa ser alvo com potencial terapéutico
para um conjunto de doencas gastrointestinais, onde as estratégias atuais nao sao
completamente eficazes. Entre essas doencas estdo o0 cancer gastrintestinal, os
distarbios de motilidade intestinal, a isquemia mesentérica e a doenga intestinal
inflamatoria, dentre outras (GARG et al., 2012).

1.3.1. O Sistema Renina Angiotensina no estbmago

Como descrito anteriormente, no TGI foram encontrados varios componentes
do SRA tanto em amostras da mucosa antral quanto no corpo gastrico de adultos
saudaveis (SECHI et al.,1993; HALLERSUND et al., 2011). A ECA foi identificada
em células principais e em células secretoras de mucina, na regiao do antro gastrico

(GARG et al., 2012). Alem disso, tanto a renina quanto o angiotensinogénio foram
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detectados em células mesenquimais da lamina propria e em células endoteliais
vasculares, e os receptores AT1 e ATz foram ambos observados no epitélio gastrico,
principalmente na superficie basal, sugerindo os efeitos locais mediados pela ANG I
nas funcdes epiteliais da mucosa, nas propriedades enddcrinas antropicas, na

permeabilidade microvascular e na inflamacéo gastrica (HALLERSUND et al., 2011)

Figura 4. Distribuicdo dos componentes do SRA no estdmago
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Fonte: GARG et al., 2012.

A ANG Il é capaz de modular as funcBes gastrintestinais e tem efeito sobre a
esvaziamento gastrico (SCARBIGNATO et al, 1983). Foi demonstrado
experimentalmente que tanto a musculatura longitudinal, quanto a musculatura
circular do estbmago responderam ao tratamento com ANG Il (LUDTKE et al., 1989).
De modo semelhante, outros componentes do SRA também foram descritos como
relevantes para o controle das funcdes gastrintestinais, por exemplo: Rani e Rao
(1991) demonstraram, in vitro, que o captopril (inibidor da ECA) produziu um
aumento dependente de concentracdo na motilidade gastrica de ratos. Demonstrou-
se também que animais SHR possuem motilidade gastrica mais lenta devido a

perturbacdes no sistema nervoso autbnomo, incluindo a hiperatividade simpatica e a
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hipofuncdo parassimpatica em resposta a carga estressante, quando comparados
com ratos normotensos (HATANAKA et al.,1995; KASACKA et al. 2007). Esses
estudos ressaltam a importancia da modulacédo local do SRA para o controle de
disfuncdes gastricas.

1.4. Esvaziamento gastrico

O estbmago, 6rgao presente no TGI superior, desempenha importante funcao
na digestdo dos alimentos, bem como na sua entrega ao intestino, para que haja a
absorcdo dos nutrientes necessarios ao organismo (WILLET; MILLS, 2016). Esse
orgdo pode ser anatomicamente subdividido em trés regides topograficas: fundo,
corpo e antro, sendo limitado na porcao superior pelo esfincter esofagiano inferior
(cardia) e pelo esfincter pilérico, na porcéo inferior do estbmago, como demonstrado
na (Figura 4) (NOAKES; REHRER; MAUGHAN, 1991). O fundo gastrico e o corpo
sdo capazes de acomodar grandes quantidades de volume, mantendo uma pressao
intragastrica relativamente baixa. Entretanto, alteraracfes no tbnus gastrico e na
distensibilidade podem ocorrer em varios estados de doencas, incluindo a gastrite e
disfuncao vagal (SZARKA; CAMILLERI, 2009).

Figura 5. Representacao ilustrativa das regides anatdmicas do estémago.
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Fonte: Adaptado e modificado de Willet; Mills, 2016.
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O estdbmago é inervado pelo sistema nervoso entérico (SNE), principalmente
pelo plexo miontérico, responsavel pela liberacdo de mediadores envolvidos na
gastroprotecdo, na regulacdo fisioldgica da secrecdo géstrica, na motilidade e na
resposta a excitagbes quimicas e mecéanicas (FURNESS, 2012; WILLET; MILLS,
2016). A mucosa gastrica e 0s vasos submucosos sao inervados por neurdnios
sensoriais aferentes, e suas fibras alcancam as células epiteliais (LAINE et al.,
2008). Estas terminacbes nervosas detectam a presenca de &cido gastrico, e a
ativacdo destes nervos afeta as arteriolas submucosas e regulam o fluxo sanguineo
(GUTH, 1992).

Quanto a motilidade gastrointestinal, foi observado que a coordenacdo dos
eventos motores do fundo-antro-piloro-duodeno é cuidadosamente regulada e
controlada pela atividade elétrica gastrointestinal através das Células Intersticiais de
Cajal (ICC). Essas células tém funcdes importantes no peristaltismo gastrico atraves
da conectividade neural de nervos entéricos e nervos vagais eferentes do SNC,
sendo um dos determinantes para o esvaziamento gastrico (KOH et al., 1998;
HIRST et al., 2002; PARKMAN et al., 2009).

As contracfes coordenadas do estbmago sdo respostas motoras integradas
classicamente descritas como consistindo de componentes "neurogénicos" e
"miogénicos" (HABA; SARNA, 1993; WARD et al., 2000). Nas duas ultimas décadas,
houve melhor compreensdo dos elementos miogénicos usando abordagens
genéticas, moleculares, morfolégicas e fisiolégicas. As abordagens identificaram
varios tipos de células que contribuem para a motilidade gastrointestinal, incluindo
as ICC, pois estas células sdo como marca-passos que desencadeiam a contracao
gastrica, além de atuarem como neuroefetores entre terminais do nervo motor do
SNE e células musculares lisas (BURNS et al., 1996; WARD et al., 2000). Alteracdes
nas ICC foram associadas a uma série de transtornos de motilidade gastrointestinal
humana, incluindo a constipacéo e a enteropatia diabética (ORDOG et al., 2000).

As contracdes antropicas ritmicas, geralmente em 3 ciclos por minuto, trituram
grandes particulas de alimentos em um tamanho apropriado para a digestao
intestinal. Em seguida, had o relaxamento do esfincter pilérico, que permite que
particulas liquefeitas de alimentos passem do estdmago para o duodeno (Figura 5).
Assim, o esvaziamento gastrico normal reflete o esfor¢co coordenado entre o fundo e

0 antro do estdbmago, bem como do esfincter pilorico e do duodeno (PARKMAN et
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al., 2009). O relaxamento do esfincter pilorico, sincronizado com as contracfes
antropicas, permite que particulas de alimentos liquefeitas passem do estémago
para o duodeno, este relaxamento € mediado atravées da liberagdo de
neurotransmissores inibitorios, especialmente o NO e, possivelmente, o polipeptideo
intestinal vasoativo (CAMILLERI et al., 1998).

Figura 6. Representagdo ilustrativa dos mecanismos fisioldgicos que ocorrem

durante o esvaziamento gastrico.
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Fonte: Adaptado de PARKMAN et al., 2009.

1.5. BLOQUEIO FARMACOLOGICO DO SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

Uma das formas de tratamento da HAS consiste no uso clinico de farmacos
bloqueadores do SRA (Figura 7), como os inibidores de renina, os inibidores da ECA
e 0S antagonistas de receptores AT1 (WOOD et al.,, 1994; RIBEIRO et al., 2000,
RIBEIRO; FLORENCIO, 2000). Os inibidores de renina, tal como o Alisquireno,
agem sobre a renina e também possui alta especificidade quanto ao seu substrato, o
angiotensinogénio. Esses farmacos oferecem o potencial de bloquear o SRA no seu
ponto inicial de ativacdo, impedindo a formacdo de ANG | e ANG II. O Alisquireno,
portanto, oferecer perfil terapéutico distinto dos inibidores da ECA e dos

antagonistas dos receptores ATi, representando abordagem eficaz e inovadora para
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o tratamento da hipertensdo (STANTON et al., 2003, MARTINS-OLIVEIRA et al.,
2013).

Os inibidores da ECA, como o Captopril, o Enalopril e o Ramipril, sdo uma
classe de farmacos anti-hipertensivos utilizados ha mais de 30 anos. O mecanismo
de acdo de ambos consiste na inibicdo da ECA e, assim, impedem a conversao de
angio | em ANG I, reduzindo os niveis circulantes desse octapeptideo (KARLBERG
et al., 1993). No mesmo contexto, os farmacos Losartana e o Candesartana,
antagonistas dos receptores ATi, medeiam as principais acdes da ANG Il, que é
reconhecidamente relevante na fisiopatologia e na manutencdo da HAS e na
insuficiéncia cardiaca, principalmente devido a seus efeitos vasoconstritores e
também aos efeitos proé-inflamatoérios e pré-oxidantes nos vasos sanguineos e no
coracado. Estes farmacos sdo usados principalmente em pacientes com hipertenséo
essencial devido ao seu controle sobre a PA por um periodo de 24h (MARTINS-
OLIVEIRA et al., 2013).

Figura 7. Locais de acdo de agentes farmacoldgicos sobre o SRA.
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Fonte: Adaptado de RIBEIRO et al., 2000.
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1.6. OS EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO SOBRE A HIPERTENSAO E O
TRATO GASTROINTESTINAL

De acordo com a literatura, o exercicio fisico (EF) pode ser definido como
qualquer atividade planejada e estruturada que leve ao aumento do gasto energético
e da frequéncia cardiaca (DIAZ; SHIMBO, 2013). O exercicio regular fornece
beneficios importantes para a salude porque reduz o risco de doencas
cardiovasculares e enddcrinas, estimula o desenvolvimento saudavel de ossos e
musculos e diminui a ansiedade e a depressdo (GOMES et al., 2012). Além disso, a
pratica regular de EF pode ser especialmente eficaz na fase inicial do
desenvolvimento da hipertenséao, prevenindo e / ou atrasando a necessidade de
intervencdes farmacolégicas (LEE et al.,, 2003; WARD et al., 2004; LARSEN;
MATCHKOV, 2016).

O exercicio fisico pode ser classificado em 2 categorias principais (THIJSSEN
et al., 2015): 1) exercicios aerbbicos, que se concentram no aumento da resisténcia
cardiovascular e podem ser de baixa a moderada intensidade, tendo como fonte
principal de energia a glicose e os acidos graxos livres. Como exemplos, cita-se o
ciclismo, a caminhada, a corrida, a natacdo, entre outros; 2) exercicios anaerdbicos,
gue aumentam a forca muscular a curto prazo (HURLEY et al., 2015) aumentando
também a sintese de lactato e este aumento ocorre progressivamente no inicio e,
entdo, mais rapidamente a medida que o exercicio se torna mais intenso
(GOODWIN et al., 2007). Uma concentracdo de lactato elevada pode ser indicativa
de isquemia ou hipoxemia, mas também €& descrito como um marcador fisiolégico de
resposta ao esforco. Um exemplo de exercicio anaerobico sdo os exercicios de
flexibilidade (DIAZ; SHIMBO, 2013).

O estresse oxidativo estad associado a patogénese da hipertensao arterial. A
diminuicdo da biodisponibilidade do éxido nitrico € um dos mecanismos envolvidos
nessa patogénese (MONTEZANO et al., 2015). Neste sentido, sugeriu-se que 0
exercicio fisico poderia ser estratégia potencial ndo farmacolégica no tratamento da
hipertensédo devido aos seus efeitos benéficos sobre o estresse oxidativo e sobre a
funcdo endotelial (WIDLANSKY et al., 2003; GOMES et al., 2012).

O exercicio fisico também aumenta a sensibilidade de barorreceptores

aorticos, o que pode resultar em regulacdo da pressao arterial ainda mais eficiente
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(BRUM et al.,, 2000), bem como é capaz de modular negativamente o SRA
(FERNANDES et al., 2011). Em dois estudos que realizaram diferentes protocolos
experimentais de natacdo em animais, Fernandes et al.,, (2011) e Oliveira et al.,
(2009) investigaram o efeito do exercicio sobre o papel do SRA local e sistémico na
hipertrofia fisiologica. Em ambos os estudos, encontrou-se aumento da expressao
do gene do receptor AT1 e 0s niveis cardiacos de angiotensinogénio estavam
reduzidos. Além disso, ambos apresentaram reducéo nos niveis cardiacos de ANG |,
como consequéncia da reducdo do substrato angiotensinogénio, consequentemente
houve uma diminuicdo da ANG II, indicando atenuacdo no eixo ECA/ANG Il pelo
treinamento fisico.

O exercicio fisico, dependendo da sua intensidade, pode ocasionar efeitos
maléficos ou benéficos sobre o TGI (LIRA et al., 2008). Os efeitos maléficos sobre o
TGI foram observados, principalmente, em praticantes de exercicio aerdbico de
longa duracéo, incluindo os maratonistas, os triatletas e os ciclistas (GIL; YAZAKI;
EVANS, 1998). Os principais efeitos adversos observados foram vomitos, nauseas,
azia, diarreia, colica abdominal, perda de apetite, sangramento ou aumento da
peristalse intestinal (SULLIVAN; WONG; HEIDENHEIM, 1994; SIMREN, 2002).
Entretanto, o exercicio de baixa intensidade tem efeito protetor sobre o TGlI, visto
gue alguns estudos indicaram uma relacdo inversa entre a atividade fisica e as
doencas gastrintestinais tais como, o cancer de célon (COLDITZ; CANNUSCIO;
FRAZIER, 1997), a diverticulite e a constipacado (ALDOORI et al., 1995).

Ha estudos experimentais que estabelecem o papel do exercicio fisico de
baixa e de moderada intensidade sobre a hipertensdo 2R1C, produzindo reducao na
frequéncia cardiaca e na pressdo arterial média em ratos hipertensos (VERAS-
SILVA et al., 1997; RODRIGUES et al 2007; SOARES et al., 2011). Demonstrou-se
também que o exercicio intermitente com corridas e caminhadas intercaladas tende
a promover diminuicdo do esvaziamento gastrico de refeicbes a base de
carboidratos (LEIPER et al., 2005). Entretanto, ha uma lacuna na literatura quando
se trata de pesquisas voltadas para a investigacao dos efeitos da hipertensdo 2R1C
sobre a motilidade géastrica e do exercicio fisico sobre esse parametro. Assim, o
campo de pesquisa permanece aberto para a busca pela elucidagdo desses

mecanismos.



Objetivo
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
o Investigar o papel do exercicio fisico e do sistema renina angiotensina sobre a

diminuicdo do esvaziamento gastrico induzida por hipertenséo renovascular (2

rins 1 clipe) em ratos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estudar o possivel papel do exercicio fisico aerdbico sobre as eventuais

dismotilidades induzidas pela hipertenséo renovascular;

o Elucidar o possivel envolvimento dos anti-hipertensivos: Alisquireno (inibidor
de renina), captopril (inibidor da ECA), Losartana (antagonista de receptor
AT1), via pré-tratamento, sobre as alteracdes gastrointestinais em ratos com

hipertenséo renovascular submetidos ou ndo ao treinamento aerobico;

o Caracterizar qual o efeito da hipertensdo renovascular 2R1C e do Exercicio

fisico aerdbico sobre a contratilidade de fundo gastrico;

o Investigar o papel da angiotensina Il sobre a motilidade gastrica;



Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAIS

Utilizamos canulas de polietileno (PE10, 50 e 90 Intramedic Clay Adams®),
para a confeccdo de canulas necessdrias para a canulagdo dos animais; sistema
eletrobnico de aquisicdo de dados biolégicos (PowerLab ADInstruments®),
computador, lupa cirargica, materiais cirargicos, fio cirargico, leitor de microplacas,
centrifuga refrigerada, baldes, pesos de chumbo para natacdo, entre outros

equipamentos laboratoriais.

3.2. FARMACOS E REAGENTES

Os reagentes utilizados foram o vermelho de fenol (marcador), NaOH
(hidroxido de sodio), TCA-20% (&cido tricloroacético). Anestésicos: Xilazina,
Cetamina, Tiopental. Foram usados farmacos anti-hipertensivos, como a Losartana
(antagonista de receptores de angiotensina II- AT1 e AT2), Captopril (inibidor da
enzina conversora de angiotensina | - ECA), Alisquireno Rasilez® (inibidor da
enzima Renina) e Angiotensina Il obtida da Sigma-Aldrich, MO, EUA e também o

carbacol (agonista colinérgico).

3.3. ANIMAIS

Foram utilizados 300 ratos machos, Wistar, pesando entre (180-220g) quando
se iniciaram todos os protocolos, provenientes do Centro de Ciéncias agrarias
(CCA), biotério central da Universidade Federal do Piaui, UFPI.

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Biofisica e
Fisiologia-UFPI, em temperatura ambiente de 22+1° sobre um ciclo de 12 h
claro/escuro, com 4gua e racdo ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados
em conformidade com as normas éticas do Conselho Nacional de Experimentagéo
Animal (CONCEA) e com aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacédo Animal
(CEUA/UFPI), sob o] namero 044/15.



Figura 8. Representagdo esquematica de delineamento experimental utilizado.
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3.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.1. Influéncia da Angiotensina Il sobre a motilidade gastrica

O protocolo de avaliacdo da influéncia da Angiotensina Il sobre a motilidade
gastrica em ratos (Figura 8) foi adaptado de acordo com Scarpignato et al., (1983).
ApOs o jejum de 16 horas, os ratos foram divididos em 4 grupos de 10 e
acomodados em gaiolas coletivas. Grupo |: Tratado com angiotensina Il (100ug/kg
por via i.p); Grupo Il: Pré-tratado com losartana (10mg/ kg i.p) 30 minutos antes de
receber angiotensina Il (100ug/kg, i.p); Grupo llI: Pré-tratado com captopril (50mg/kg
via i.p) 30 minutos antes de receber angiotensina Il (100ug/kg, i.p). Logo em
seguida, todos os grupos de ratos receberam uma uma solucdo de vermelho fenol
glicosada para posterior estudo da motilidade gastrica de acordo com Reynell e
Spray (1956).

3.4.2. Inducgéo de Hipertenséao renovascular

Para inducdo de hipertensédo arterial foi utilizado o método descrito por
Goldblatt et al., (1934), denominado 2 rins, 1 clip (2R1C). Os animais pesando entre
(180-2209g) foram submetidos a jejum de 12 horas, com livre acesso a agua. No dia
da cirurgia, os ratos foram anestesiados com (quetamina — 80mg/Kg e xilazina —
20mg/Kg/100g, via i.m.), de acordo com Ritschl et al., (2015). Apdés anestesiados
foram colocados em decubito dorsal sobre uma prancha cirdrgica, e submetidos a
tricotomia e assepsia da regido abdominal com polvidine. A seguir foi realizado
laparotomia mediana de 3 a 5 cm para visualizacéo, identificacdo e isolamento da
artéria renal esquerda. Um clip de prata com 8 mm de comprimento e 2 mm de
largura, em forma de “U”, cuja a abertura foi previamente fixada, em 0,20 mm, com
auxilio de um calibrador de folga de velas com 20 laminas. Esta abertura é
amplamente descrita na literatura como capaz de propiciar Hipertensdo. Os animais
gue apresentaram valores iguais ou superiores a 140 mmHg apdés o 7° dia de
inducdo foram considerados hipertensos. O grupo SHAM foi submetido a cirurgia
ficticia, que constitui em ser submetido a todos os procedimentos acima, sem

colocacao do clipe de prata na artéria renal esquerda. Importante ressaltar que a
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cada 10 animais que passaram pela cirrugia 2R1C, 8 obtiam niveis pressoricos
caracteristicos de hipertenséo e apresentavam baixa mortalidade. Todos os animais
submetidos aos protocolos cirtrgicos foram suturados em pontos continuos na
camada muscular aberta, com fio cirdrgico préprio e ponto a ponto na camada na

externa.

3.4.3. Avaliagéo indireta da presséo arterial (PA) através de Pletismografia de
cauda

A avaliacdo da presséao arterial sistolica (PAS) por pletismografia de cauda
foi realizada no 7° dia apds a cirurgia, em todos os grupos 2R1C ou grupos Sham,
sempre pelo periodo da tarde. O método utilizado para verificar a PAS indireta dos
animais foi o proposto por Magaldi (1944). Inicialmente, os animais passaram por um
periodo de adaptacdo por 2 dias em um contensor cilindrico, a fim de minimizar
possiveis variagfes pressoricas ocasionadas pelo estresse. Este procedimento foi
realizado uma vez ao dia durante dois dias e trés dias ap0s a cirurgia de inducdo da
hipertensédo. Este procedimento foi feito para posterior acomodacdo do animal ao
ambiente propicio para afericdo da pressao caudal. Apds o procedimento de
adaptacdo foram iniciados os protocolos para determinacdo dos niveis PAS dos
animais. Para isso os ratos foram aquecidos por 10 minutos em caixa de madeira
contendo uma lampada de 150 watts para promover dilatacdo da artéria caudal e
facilitar a medida da PAS e posteriormente colocados no cilindro de contencédo. Um
oclusor e um sensor foram ajustados a por¢cao proximal da cauda do rato, acoplados
ao esfigmomandmetro elétrico PE-399 conectado a um sistema de transducao de
sinal (PowerLab 4/S, ADInstrument Pty Ltda) e este, estava ligado a um computador
contendo um programa adequado para andlise desse sinal (LabChart 7 Pro -
ADInstruments Pty Ltda). Apos o inicio de afericdo da PAS através da artéria caudal
dos animais, os mesmos foram monitorados e tiveram a pressao definida atraves da
meédia aritmética realizada apos trés medidas sequenciais, feitas no intervalo de dois
em dois minutos. Todos 0s ratos que apresentaram pressao arterial sistdlica igual ou
acima de 140mmHg foram incluidos no estudo. Os ratos com valores abaixo foram

descartados do estudo.
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Figura 9: Foto ilustrativa do sistema de pletismografia de cauda utilizado.

Oscilactes de pulso de presséo arterial
o caudal e frequéncia cardiaca

Esfingomandmetro elétrico PE-399

conectado a um sistema de o
transducdo de sinal (PowerlLab 6/5,
AD Instruments  Ltda) Computador equipado com Software

LabCart — Pro (v.8)

Conversor de sinal
(analégico/digital)

Fonte: Adaptado e modificado de Silva, 2017.

3.4.4. Protocolo de Exercicio Fisico

Uma semana apos a inducao da hipertenséo e realizada a medida da pressao
arterial via pletismografia de cauda, teve inicio o protocolo de exercicio fisico. Este
protocolo foi executado adaptado de acordo com Becker, et al., (2005) e adaptado
por Silva et al.,, 2010. Todos os grupos de animais, Sham, 2R1C bem como os
tratamentos associados foram submetidos ao protocolo de treinamento fisico de
natagdo em tanques coletivos (100 cm de comprimento x 80 cm de largura x 80 cm
de altura), que permitiu um treinamento simultaneo de 3 a 4 animais. O tanque foi
preenchido com 50 cm de agua com temperatura de 30 + 1°C, atraveés do uso de um
termostato. O programa de treinamento foi conduzido ao longo de um total de 4
semanas. Apos 8 dias da cirurgia, os ratos 2R1C e Sham, com livre acesso a agua e
comida, foram separados em grupos experimentais, e submetidos a atividade fisica
aerobica de alta intensidade. A atividade foi realizada 5 vezes por semana durante

guatro semanas, com descanso de 2 dias por semana. Neste protocolo esses
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animais nadavam 20 minutos na 12 sessédo, 40 minutos na 22 sessao e a partir da 32
sessao até a 202 foram realizadas sessfes de 1 h, em que esses animais passaram
a treinar com carga de 5% do peso corporal. Este protocolo de exercicio foi realizado
sempre no periodo (11:.00h — 14:00h) e ap06s a sessdo de natagdo 0s animais
sempre eram secos e mantidos em suas gaiolas, ao fim de todos os procedimentos

eram levados de volta ao biotério.

Figura 10: Protocolo de Exercicio fisico (5% p.c.) em execucgao.

Fonte: Autoria propria, 2017.

3.4.5. Tratamento com os Anti-hipertensivos: Alisquireno, Captopril e

Losartana

Os tratamentos com Alisquireno (50mg/kg, v.0) e Losartana (10mg/kg, v.0)
foram adaptados de acordo com Martins-oliveira, et al., (2013), o tratamento com
Captopril (50mg/kg, v.0) foi adaptado de acordo com Gao et al., (2016). Os farmacos
foram diluidos com solugdo salina e foram administrados por 1ml/100g. Os
tratamentos iniciaram-se no 8° dia apos a inducdo da Hipertensdo (2R1C) e foi

realizado durante 28 dias, sempre ao mesmo horario, as 9h da manha.
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3.4.6. Canulacdo arterial e implantacdo de eletrodos para registro de

eletrocardiograma (ECG)

Vinte e quatro horas apds a Ultima sessdo de treinamento, os ratos foram
anestesiados com uma mistura de (quetamina — 80mg/Kg e xilazina -
20mg/Kg/100g, i.m.), de acordo com Ritsch, et al., (2015). ApOs anestesiados
realizou-se uma pequena incisdao na pele, na fossa iliaca direita do animal e com
auxilio de material cirargico foi separado a musculatura para localizacdo do feixe
vasculo-nervoso femoral e entdo feita a dissecacao da artéria femoral. Em seguida,
um pequeno corte foi feito na artéria femoral, a canula introduzida e cuidadosamente
fixada na artéria com auxilio de linha de costura. Apés esse procedimento, as
canulas foram exteriorizadas na regido dorsal do animal através de um trocater.
Apés feita canulacdo da artéria femoral era iniciada a cirurgia de implantacdo de
eletrodos para registro de ECG. Neste protocolo foram implantados 3 eletrodos de
fios metélicos, sendo 2 na regido toracica e 1 na pata direita traseira, apds a
implantagdo os eletrodos foram exteriorizados para regido dorsal do animal com
auxilio do trocéater e foram suturados em ponto a ponto na camada externa. A partir
do registro do eletrocardiograma, foram avaliados o intervalo R-R” que serviu para
derivacdo da frequéncia cardiaca (batimento a batimento) bem como estudo da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) Os animais foram mantidos em caixas
individuais durante todo o periodo pdés-operatério, permitindo a recuperagdo dos
efeitos anestésicos por um periodo de 24 horas.

3.4.7. Avaliagéo direta de PAM e FC

A avaliacdo da presséo arterial média (PAM) foi realizada através do registro
direto da Pressdo Pulsatil (PP) nos ratos acordados através das canulas, ja o
registro da frequéncia cardiaca foi realizado eletrocardiograma (ECG), onde o0s
eletrodos colocados nos ratos foram acoplados ao sistema computadorizado de
aquisicao de dados (Powerlab). A PAM foi monitorada por um transdutor de pressao
a um sistema computadorizado de aquisicdo de sinais bioldégicos Bridge Amp
(Powerlab 4/20, ADInstruments, LabChart Pro 7.0). Através do transdutor o sinal era

processado para obter-se a PAM, gue foi calculada a partir de pulsos de PA. Ja o
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registro da frequéncia cardiaca (FC, em bpm) foi obtido a partir da conexao dos trés
fios metélicos a um bioamplificador (Bio Amp), também ligado ao sistema de
aquisicdo de sinais bioldgicos para o registro continuo do eletrocardiograma. Estes
parametros eram apresentados simultaneamente em canais diferentes do monitor e
armazenados no disco rigido do computador. Cada animal foi monitorado acordado
e com movimentacao livre na gaiola, por 30 minutos. Para avaliacdo da PAM e da
FC foi realizada a média a partir de 1000 pontos do registro de pressdo de cada
animal.

Figura 11: Foto ilustrativa do sistema computadorizado de aquisicdo de sinais
biolégicos. Bridge Amp e Bio Amp (Powerlab 4/20, ADInstruments, LabChart Pro
7.0).

Monitoragdo de Pressdo
Arterial  Puslsatil  (PAP),
PAM e FC

Canulas de polietileno (PE50)

conectadas ao transdutor de pressdo e
Canulas de polietileno . IL . Conversor de sinal
(PES0/PE10) implantadas -

na artéria femoral e analogico digital
eletrodos para ECG D
1 ? Pré-amplificadores
? ‘ biolégicos (Bridge
Amp) e (Bio Amp)
| D
/ 4 1\ \
$ | eem—— e ——— —
- sl o600 0000
K 5- . ,,__T. .
= Transdutor
W/' s de Pressdo
’ 2 (MLt0699)

o I Computador equipado com LaBChart* Pro V.7
!

Legenda: Bridge Amp e Bio Amp (Powerlab 4/20, ADInstruments, LabChart Pro 7.0). Fonte: Adaptado
e modificado de Silva, 2017.



LIMA, E.B.S. Exercicio moderado e bloqueio do Sistema Renina Angiotensina melhoram a dismotilidade gastrica
induzida por hipertenséo renovascular (2 rins 1 clipe) em ratos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 52

3.4.8. Andlise da Variabilidade da frequéncia cardiaca (VLF)

Apoés o periodo de treinamento e/ou tratamento farmacoldgico, derivamos o
intervalo RR do ECG usando o software Acknowledge (LabChart 7.0 ADinstruments)
e a variabilidade no intervalo RR usando a fast Fourier transformation (FFT), como
descrito anteriormente (Malliani et al., 1991; Tarefa, 1996). Brevemente, a partir de
um periodo de registro de linha de base néo perturbado, escolhemos um periodo de
20 min para a determinacéo da VFC. Esse periodo foi submetido para a deteccao de
ondas R para derivar um intervalo de tacograma. N&o foi necessario nenhum
protocolo de correcdo. O tacograma foi pré-processado e a gravacgao foi dividida em
segmentos de 1000 pontos de dados usando a janela de ajuste afiada "Hamming"
para evitar vazamentos espectrais. O algoritmo FFT foi aplicado para construir
periodogramas e estimar o espectro do intervalo R-R ". O algoritmo FFT produziu um
grafico da densidade espectral em funcédo da freqiéncia e nds integramos a area
sob a curva para cada componente oscilatério, a saber, baixa frequéncia (LF) e alta
frequéncia (HF). Os componentes oscilatorios foram entédo rotulados, LF (LF: 0,04-
0,15 Hz) e HF (0,15-0,4 Hz). Os dados sédo expressos como uma relacdo LF / HF,
que refletiu uma interacdo complexa entre modulacdo simpatica e parasimpatica, e
como unidades normalizadas, que verificaram a porcentagem de influéncia de cada
componente oscilatério na VFC global. O poder dos componentes LF e HF e sua

relacdo foram expressos em unidades normalizadas (nu).

3.4.9. Avaliagdo do Esvaziamento Gastrico de Liquidos

A determinacdo do esvaziamento gastrico foi realizada a partir da técnica de
diluicdo de corante (vermelho fenol), descrita por Reynell e Spray (1956). Apos a
canulacdo femoral e implantacdo de eletrodos, ja descritos, os animais foram
submetidos a um jejum de 16 horas de soélido, mas com livre acesso a agua. No dia
posterior 0s animais foram monitorados quanto a pressao arterial, eletrocardiograma
e frequéncia cardiaca. Ao fim da monitoracdo iniciou-se o protocolo de
Esvaziamento Gastrico de Liquidos, onde os animais receberam mediante sonda

orogastrica (gavagem) 1,5 mL da refeicdo teste (solucdo glicosada a 5% contendo
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vermelho fenol, 0,75mg/ml). Ap6s um periodo pés-prandial de 10 minutos os ratos
foram eutanasiados via overdose letal de anestésico (tiopental 50mg/kg), a
eutanasia ocorreu via-canula, diretamente na artéria femoral do animal. A seguir,
executou-se uma laparatomia mediana, com auxilio de material cirdrgico, para
retirada do estébmago e intestino delgado foram feitas ligaduras nas juncfes gastro-
duodenal, esb6fago-gastrica e ileo-cecal, que em seguida foram levemente
estendidos sobre a bancada, posteriormente foi realizada divisdo do intestino
delgado em trés segmentos: proximal, parte inicial (40%), medial (30%) e distal,
parte final, (30%).

Em seguida, foi realizado o volume do Estémago e de cada segmento do
instestino, onde os mesmos foram colocados em uma proveta graduada contendo
100 mL de Hidroxido de Sédio (NaOH 0,1N). A seguir, os segmentos foram
homogeneizados com auxilio de liquidificador manual, apés homogeneizagcédo foram
coletados através de auxilio de pipeta graduada 10 mL do sobrenadante e
centrifugados a (2800 rpm por 10 minutos). Ao fim da centrifugagéo foram coletados
5 mL do sobrenadante, que foi adicionado a 500 L de Acido Tricloroacético (TCA —
20%), que € uma solucéo precipitante de proteinas, apdés isso foi levado a centrifuga
novamente a (2800 rpm por 20 minutos). Ao fim de mais uma centrifugacdo foram
coletados 3 mL da amostra e adicionados a 4 mL de Hidroxido de sédio (0,5N) para
determinacao final da absorbancia das amostras pelo método colorimétrico, com o
auxilio de um leitor de Elisa (Spectronic 20 Genesis), em comprimento de onda de
550nm.

A determinacdo da retencdo de vermelho fenol em cada segmento foi
calculada a partir das seguintes formulas: Retengdo do segmento “X” = (volume da

viscera + 100) x absorbancia da viscera.

Retencdo Segmento (X) x 100

Retencéao fracional do Segmento X =
Retencao no Estdbmago + Retencao Intestino

Taxa de EG (%) = 100 - Retencéo Fracional Estobmago.
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3.4.10. Avaliacdo da Responsividade ao Carbacol (CCh) em tiras isoladas de

fundo de estbmago de ratos

A fim de investigar o efeito da Hipertensdo Renovacular (2R1C) sobre a
responsividade de tiras isoladas de fundo gastrico e avaliar qual o efeito do exercicio
sobre o mesmo. Foram submetidos a este protocolo 4 grupos experimentais: Sham,
2R1C, Exercicio 5% e 2R1C+Exercicio 5%. Apos o fim destes protocolos iniciou-se o
protocolo para responsividade, onde os ratos foram eutanasiados via overdose letal
de anestésico Tiopental (50mg/kg), sendo logo a seguir submetidos a laparotomia e
remocao do estbmago, em seguida foram livres de tecido conectivo e adiposo, com
auxilio de pingas cirurgicas. Tiras isoladas do fundo gastrico dos ratos foram
montadas em camaras para preparacdes isoladas de musculo liso, sendo mantidas,
de acordo com a metodologia de Paton (1957), em solucdo de Tyrode a 37 °C, pH
7,4 e constantemente oxigenada com mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de
CO2). A tensao basal aplicada aos tecidos foi de 1 g.

As tiras de fundo géstrico foram acopladas a alcas de aco inoxidavel e
suspensos por linhas de algodéao fixadas a um transdutor de tensdo acoplado a um
amplificador de sinal (AECAD 1604, software AQCAD 2.3.6, AVS Projetos, SP) para
0 registro das tensBes isométricas e conectado a um computador para o
armazenamento dos dados. Durante este tempo, as solugdes nutritivas foram
trocadas a cada 15 min, durante 1h, para prevenir a interferéncia de metabdlitos
(ALTURA; ALTURA, 1970) Encerrando a lavagem e ap0s estabilizacao iniciou-se o
protocolo de responsividade ao carbacol (CCh) com concentracdes cumulativas de
(1nM, 10nM, 100nM, 1uM, 10uM e 100 uM) no fundo gastrico dos ratos pertencentes

aos grupos experimentais ja descritos.
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Figura 12. Sistema in vitro utilizado. Transdutor de tensdo acoplado a um

amplificador de sinal.

Legenda: (AECAD 1604, software AQCAD 2.3.6, AVS Projetos, SP). Fonte: NPPM, 2016.

3.5. Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como a média + EPM de animais em cada
grupo. Os testes estatisticos foram realizados no software Graphpad Prism (versao
6.0). A comparacao estatistica dos dados referentes aos indices hemodinamicos foi
realizada utilizando-se a analise de variancia para amostras repetidas (ANOVA)
seguidas pelo teste de Tukey. Para a andlise dos parametros de contratilidade “in
vitro”, utilizamos andlise de variancia dupla (Two Way ANOVA) seguida pelo teste de
Tukey. Os valores da EC50 foram calculados a partir do logeC50, que foi
mensurado a partir dos valores simples de cada grupo através de regressdes nao-
lineares das curvas tragadas. Ja a comparacao inter-grupos dos resultados foi feita
mediante o teste “t” de Student ndo pareados. Foram considerados significativos
valores de p < 0,05.



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. RESPOSTAS PRESSORICAS OBTIDAS ATRAVES DA PLETISMOGRAFIA
DE CAUDA

Na figura 13, sdo apresentados os valores médios da PAS obtidos por
pletismografia de cauda quando completados 7 dias da inducdo de hipertensao
através da colocacdo do clipe na artéria renal. Essa medicdo serviu para identificar
quais animais tinham desenvolvido a hipertensdo e quais ainda ndo. Apoés 7 dias de
inducéo da hipertenséo, os grupos 2R1C apresentaram indices de pressao sistolica
acima de 140 mmHg (H-2R1C: 169 + 6,7; H-2R1C+Alisq: 164,3 = 2,0; H-
2R1C+Alisq+Ex: 161,3 + 6,4; H-2R1C+Cap: 154,6 + 3,6; H-2R1C+Cap+Ex: 169,9 +
8,6; H-2R1C+Los: 163,9 £ 8,7; H-2R1C+Los+Ex: 152,2 + 2,3; H-2R1C+EXx; 162 + 6,3
mmHg).

Figura 13: Valores de pressao arterial sistdlica PAS (mmHg) obtidos pelo método de

pletismografia de cauda, antes do inicio dos protocolos.
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Legenda: Grupos experimentais: H-2R1C (n=15); H-2R1C submetidos aos tratamentos e exercicio
tiveram (n=10). Os niveis pressoricos foram avaliados no 7° dia ap6s a indugéo da hipertenséo, antes
do inicio dos protocolos de exercicio 5% e tratamento. Animais com PAS > 140 mmHg foram
considerados hipertensos, animais com PAS < 140 mmHg foram retirados do estudo.
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4.2. EFEITO DA ADMINISTRACAO DE ANGIOTENSINA Il E DOS FARMACOS
ANTI-HIPERTENSIVOS — LOSARTANA E CAPTOPRIL SOBRE A MOTILIDADE
GASTRICA.

Na figura 14.A, pode-se notar que Ang Il aumentou a retencdo gastrica de
forma significativa (p < 0,05) em relacéo ao grupo controle (Controle: 33,05 + 1,39 %
vs ANG II: 54,70 vs 4,41 %). Além disso, o0 pré-tratamento realizado com
captopril+ANG I inibiu significativo (p < 0,05) o aumento da retencdo gastrica em
relacdo ao grupo somente Ang Il (Ang Il: 54,70 vs 4,41 vs Cap+ANG II: 33,76 + 3,96
%). Na figura 14.B, observa-se que o tratamento realizado com Losartana+ANG I
inibiu significativo (p < 0,05) o aumento da retencdo gastrica em relagdo ao grupo
ang Il (Ang Il: 54,70 vs 4,416 vs Los+ANG II: 36,73 + 1,88 %). N&o observamos

diferencas significativas entre os controles.
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Figura 14. Efeito do pré-tratamento com captopril (A) e losartana (B) sobre o

aumento da retencao gastrica induzida por ANG II.
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Legenda: Efeito de Ang Il, Captoprii e Losartana sobre a retencdo gastrica (%). Grupos
experimentais: Controle (n=10); Ang Il (n=10); Captopril (n=7); Cap+Ang (n=8); Losartana (n=7);
Los+Ang Il (n=8). Para analise estatistica foram usadas media + EPM, por andlise de variancia
ANOVA, seguida de teste de Tukey, onde foram considerados significativos. SignificAncia: p < 0,05: *
- Controle vs ANG II; # - Los+ANG Il vs ANG lI; #- Cap+ANG Il vs ANG II.
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4.3. RESPOSTA DA PAM, FC, VFC E RG EM RATOS COM HIPERTENSAO
RENOVASCULAR (2R1C) AO TRATAMENTO COM ALISQUIRENO E
SUBMETIDOS OU NAO AO EXERCICIO COM CARGA (5% p.c.).

4.3.1. Resposta da PAM em ratos com hipertensdo renovascular (2R1C) ao

tratamento com Alisquireno e submetidos ou nédo ao Exercicio com carga (5% p.c.).

Na figura 15, mostramos a pressdao arterial media (PAM) de ratos
normotensos e hipertensos, submetidos a exercicio fisico e/ou tratamento
farmacolégico com Alisquireno. Observamos que a PAM dos ratos 2R1C foi
significantemente (p<0,05) elevada em comparagdo aos animais normotensos
(104,9 £ 1,6 vs 176,7 £ 8,2 mmHg). Observamos ainda, que os ratos dos grupos H-
2R1C+Exercicio bem como, os ratos do grupo H-2R1C+Alisquireno apresentaram
uma reducédo significante (p<0,05) da PAM quando comparados aos ratos H-2R1C
(H-2R1C: 176,7 £ 8,2 vs H-2R1C+Ex 5%: 137,8 = 14,9; H-2R1C+Alisq: 126,9 £ 7,9
mmHg). Além disso, observamos ainda que a associacdo do Ex 5% aos ratos H-
2R1C+Alisquireno foi capaz de inibir significativamente (p<0,05) o aumento da PAM
comparados aos ratos do grupo somente H-2R1C (H-2R1C: 176,7 + 8,2 vs H-
2R1C+Ex 5% 137,8 + 6,1 mmHg). Ndo observamos alteracbes entre todos os

valores dos ratos normotensos.
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Figura 15: Efeito do tratamento com Alisquireno ou de tratamento associado ao

exercicio fisico (5% p.c) sobre a (PAM, mmHg) em ratos normotensos e hipertensos
2R1C.
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Legenda: Os niveis de pressao arterial média (PAM, mmHg) em ratos normotensos e hipertensos
2R1C. Grupos Experimentais: Sham (n=10); H-2R1C (n=10); Alisq (n=6); H-2R1C+Alisq (n=6);
Exercicio (n=6); H-2R1C+Ex 5% (n=6); Alisg+Ex (n=6); H-2R1C+Alisq+Ex (n=7). Para andlise
estatistica foram usadas média £+ EPM, por andlise de variancia ANOVA, seguido por teste de tukey.
Significancia: p < 0,05: * - Sham vs 2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Alsq; #- H-2R1C vs H-2R1C+Ex 5%;
#-2R1C vs H-2R1C+Alsg+Ex 5%.
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Figura 16: Trechos originais da (PAM, mmHg) do grupo Alisquireno e Ex 5% em
ratos normotensos e hipertensos 2R1C. Todas as imagens demonstram um periodo
de observacdo de 30 segundos que contém a PAP (pressao arterial pulsatil) e a
PAM (presséo arterial média).
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4.3.2. Resposta da FC em ratos com hipertensdo renovascular (2R1C) ao

tratamento com Alisquireno e submetidos ou nédo ao exercicio com carga (5% p.c.).

Na figura 17, mostramos a frequéncia cardiaca (FC) de ratos normotensos e
hipertensos, submetidos a exercicio fisico e/ou tratamento farmacolégico com
Alisquireno. A frequéncia cardiaca basal foi significativamente (p <0,05) aumentada
guando comparado ratos hipertensos 2R1C aos normotensos (Sham: 354,3 + 9,9 vs
H-2R1C: 436 + 8,0 bpm). Observamos ainda, que os ratos dos grupos H-
2R1C+Exercicio bem como, os ratos H-2R1C+Alisquireno apresentaram uma
reducao significante (p<0,05) da FC quando comparados aos ratos 2R1C (H-2R1C:
436 = 8,0 vs. H-2R1C+Ex 5%: 339,1 £+ 17,9; H-2R1C+Alsq 5%: 363,2 + 18,6 bpm).
Além disso, observamos ainda que a associagdo do Ex 5% aos ratos
2R1C+Alisquireno foi capaz de inibir significativamente (p<0,05) o aumento da FC
comparados aos ratos do grupo somente 2R1C (H-2R1C: 436 + 8,0 vs
2R1C+Alsq+Ex 5%: 360,9 + 12,3 bpm). Nao observamos altera¢gbes entre todos os

valores dos ratos normotensos.

Figura 17: Efeito do tratamento com Alisquireno e da sua associacdo ao exercicio

sobre os valores de Frequéncia cardiaca (FC, bpm), mensurada através de ECG.
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Legenda: Os valores da frequéncia cardiaca (FC, bpm) em ratos normotensos e hipertensos 2R1C.
Grupos Experimentais: Sham (n=10); H-2R1C (n=10); Alsq (n=8); H-2R1C+Alsq (n=7); Exercicio
(n=6); H-2R1C+Ex 5% (n=6); Alsq+Ex (n=9); H-2R1C+Alsqg+Ex (n=9). Para andlise estatistica foram
usadas média + EPM, por analise de variancia ANOVA, seguido por teste de tukey. SignificAncia: p <
0,05: * - Sham vs H-2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Alisq; # - H-2R1C vs H-2R1C+Ex 5% - #- H- 2R1C
vs H-2R1C+Alisq+Ex 5%.
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4.3.3. Efeito do tratamento com Alisquireno ou de tratamento + Ex 5% sobre a

variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) em ratos hipertensos 2R1C

Na Figura 18.A, o componente LF aumentou significativamente (p <0,05) em
ratos hipertensos 2R1C comparados aos ratos normotensos (Sham: 21,3 + 5,4 vs H-
2R1C+Ex5%: 49,3 + 3,4 nu), efeito que foi revertido pelo tratamento com Alisquireno
onde houve reducéo (p <0,05) do componente LF em animais hipertensos (H-2R1C:
49,3 £+ 3,4 vs H-2R1C+Alisq: 24,7 = 2,5 nu). O tratamento com Alisquireno
associados ao Ex 5 % também reduziram (p < 0,05) os indices do componente LF
nos ratos hipertensos (H-2R1C: 49,3 + 3,4 vs H-2R1C+Alisq+Ex5%: 27,7 + 2,4 nu).
O Ex 5% realizado sozinho diminuiu o componente LF em ratos hipertensos (H-
2R1C: 49,3 = 3,4 vs H-2R1C+Ex5%: 24,1 £ 3,5 nu).

Na Figura 18.B, m relacdo ao componente HF, o grupo submetido somente
ao Ex 5% apresentou aumento significativo (p <0,05) em relacdo aos gupos
hipertensos tratados com Alisquireno (H-2R1C+Ex5%: 59,3 + 2,3 vs H-2R1C+Alisq:
12,6 £ 2,9 nu) e, tratado e submetido ao Ex 5% (H-2R1C+Ex5%: 59,3 = 2,3 vs H-
2R1C+Alisg+5%: 9,8 = 1,4 nu). O tratamento com Alisquireno reduziu a relagéo
LF/HF nos ratos hipertensos (H-2R1C: 5,6 = 0,5 vs H-2R1C+Alisq 2,6 = 0,3 nu) e
guando realizado tratamento com Alisquireno associado ao Ex 5% também houve
uma diminuicdo (p <0,05) da relagdo LF/HF (H-2R1C: 56 + 0,5 vs H-
2R1C+Alisq+Ex5%: 3,2 £ 0,7 nu).

Na Figura 18.C, os animais hipertensos submetidos somente ao Ex 5%
apresentaram uma reducdo na relacdo LF/HF em relacdo aos animais hipertensos
(H-2R1C: 5,6 £ 0,5 vs H-2R1C+Ex%: 0,4 = 0,1 nu). Além disso, observamos que 0
tratamento com Alisquireno ndo apresentou efeito sobre os componentes LF, HF e
LF/HF dos ratos normotensos submetidos ao tratamento e ao tratamento associado
ao Ex 5%.
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Figura 18: Efeito do tratamento com Alisquireno ou de tratamento + Exercicio 5%

sobre a Variabilidade da Frequencia Cardiaca (VFC).
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Legenda: A Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) — LF (baixa frequéncia); HF (alta frequéncia)
e relacdo LF/HF - em ratos normotensos e hipertensos 2R1C, realizada com intervalo de 1500
batidas. Grupos Experimentais: Sham (n=10); 2R1C (n=10); Alsq (n=8); H-2R1C+Alsq (n=7);
Exercicio (n=6); H-2R1C+Ex (n=6); Alsg+Ex (n=9); H-2R1C+Alsg+Ex (n=9). Para andlise estatistica
foram usadas média + EPM, por analise de variancia ANOVA, seguido por teste de tukey.
Significancia: p < 0,05: * - Sham vs H-2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Alsq; # - H-2R1C vs H-2R1C+Ex
5%; # - H-2R1C vs H-2R1C+Alisg+Ex 5%.
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4.3.4. Efeito do tratamento com alisquireno ou de tratamento + Ex 5% sobre o
aumento da taxa de retencao gastrica induzida por hipertenséo renovascular (2R1C)

em ratos

Na Figura 19, observamos um aumento significativo (p<0,05) na retencéo
gastrica dos ratos H-2R1C comparados aos normotensos (Sham: 33,05 + 1,3 vs H-
2R1C: 58,8 £ 3,5 %). Observamos ainda, que os ratos dos grupos 2R1C+Exercicio
bem como, os ratos tratados com 2R1C+Alisquireno apresentaram uma reducao
significativa (p<0,05) da retencdo gastrica quando comparados aos ratos 2R1C (H-
2R1C: 58,8 + 3,5 vs. H-2R1C+Ex 5%: 38,8 + 2,8; H-2R1C+Alisq: 43,1 £ 3,7 %). Além
disso, observamos ainda que a associacado do Ex 5% aos 2R1C+alisquireno foram
capazes de inibir significativamente (p<0,05) o aumento da retencdo gastrica
comparados aos ratos do grupo somente 2R1C (H-2R1C: 58,8 = 3,5 vs H-
2R1C+Alisg+Ex 5%: 34,4 + 2,8 %). Nao observamos alteracdes entre todos os

valores dos ratos normotensos.

Figura 19: Efeito do tratamento com Alisquireno ou de tratamento + Exercicio 5%

sobre o indice de retencado gastrica.
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Legenda: Efeito do tratamento com Alisquireno e do Ex 5% sobre a retencao gastrica de ratos 2R1C.
Grupos Experimentais: Sham (n=13); H-2R1C (n=14); Alisq (n=7); H-2R1C+Alisq (n=7); Exercicio
(n=6); H-2R1C+Ex (n=6); Alisg+Ex (n=8); H-2R1C+Alisg+Ex (n=8). Para analise estatistica foram
usadas média £ EPM, por analise de variancia ANOVA, seguido por teste de tukey. Significancia: p <
0,05: * - Sham vs H-2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Alisq; #- H-2R1C vs H-2R1C+Ex 5%; #- H-2R1C vs
H-2R1C+Alisq+Ex 5%.
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4.3.5. Correlacdo entre os componentes da VFC (LF, HF, LF/HF) e a retencéo
gastrica em animais hipertensos 2R1C submetidos ao Ex 5% e ao tratamento com

Alisquireno.

Na figura 20.B, analisamos a correlagéo realizada a partir de todos os dados
referentes ao componente LF e a retengéo gastrica dos animais 2R1C, notamos que
apenas o grupo H-2R1C apresentou uma correlagéo positiva (R = 0,228) significativa
(p < 0,05) entre o componente LF e a recuperacao fracional do marcador gastrico.
Na figura 21, observamos que correlacdes positivas entre o componente HF e a
retencdo gastrica. Na figura 22.D, observamos os dados referentes a andlise
realizada sobre a relagdo LF/HF mostram uma correlagdo positiva (R = 0,893) (Fig.
7) e significativa (p < 0,05), no grupo hipertenso submetido ao Ex 5%.

Em nenhum dos componentes da VLF houve correlagdo positiva entre os

parametros utilizados frente aos grupos tratados com Alisquireno.
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Figura 20: Correlacdo entre o componente LF da variabilidade da frequéncia

cardiaca (VFC) e retencédo gastrica (RG) de ratos H-2R1C tratados com Alisquireno.
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Legenda: Os animais foram tratados, por gavagem, por 28 dias com Alisquireno e submetidos a
treinamento fisico (Ex) com sobrecarga correspondente a 5% do peso corporal do Ex (5%). Os ratos
foram gavados com (1,5 ml) de refeicdo teste (vermelho de fenol na solucdo de glicose) e
eutanasiados 10 minutos mais tarde para determinar a recuperacdo de corante gastrico por
espectrofotometria. Cada grafico indica um grupo. Foi considerado significativo (p <0,05) entre os
valores do componente LF e retengdo gastrica em ratos 2R1C.
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Figura 21: Correlacdo entre o componente HF da variabilidade da frequéncia

cardiaca (VFC) e retencédo gastrica (RG) de ratos H-2R1C tratados com Alisquireno.
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Legenda: Os animais foram tratados, por gavagem, por 28 dias com Alisquireno e submetidos a
treinamento fisico (Ex) com sobrecarga correspondente a 5% do peso corporal do Ex (5%). Os ratos
foram gavados com (1,5 ml) refeicéo teste (vermelho de fenol na solucao de glicose) e eutanasiados
10 minutos mais tarde para determinar a recuperagédo de corante gastrico por espectrofotometria.
Cada grafico indica um grupo. Foi considerado significativo (p <0,05) entre os valores do componente

HF e retencao gastrica em ratos 2R1C.
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Figura 22: Correlacdo entre o componente LF/HF da variabilidade da frequéncia

cardiaca (VFC) e retencédo gastrica (RG) de ratos H-2R1C tratados com Alisquireno.
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Legenda: Os animais foram tratados, por gavagem, por 28 dias com Alisquireno e submetidos a
treinamento fisico (Ex) com sobrecarga correspondente a 5% do peso corporal do Ex (5%). Os ratos
foram gavados com (1,5 ml) refeicdo teste (vermelho de fenol na solucéo de glicose) e eutanasiados
10 minutos mais tarde para determinar a recuperacdo de corante gastrico por espectrofotometria.

Cada grafico indica um grupo. Foi considerada significativo (p <0,05) entre os valores do componente
LF/HF e retencéo gastrica em ratos 2R1C.
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4.4. RESPOSTA DA PAM, FC, VFC E RG EM RATOS COM HIPERTENSAO
RENOVASCULAR (2R1C) AO TRATAMENTO COM CAPTOPRIL E SUBMETIDOS
OU NAO AO EXERCICIO COM CARGA (5% p.c.).

4.4.1 Resposta da PAM em ratos com hipertensdo renovascular (2R1C) ao

tratamento com Captopril e submetidos ou ndo ao Exercicio com carga (5% p.c.).

Na figura 23, observamos, que os ratos dos grupos H-2R1C+Exercicio bem
como, os ratos do grupo H-2R1C+Captopril apresentaram uma reducéo significante
(p<0,05) da PAM quando comparados aos ratos H-2R1C (H-2R1C: 176,7 £ 8,2 vs H-
2R1C+Ex 5%: 137,8 + 14,9; H-2R1C+Cap: 139,9 + 6,3 mmHg). Além disso,
observamos ainda que a associacdo do Ex 5% aos ratos H-2R1C+Captopril foi
capaz de inibir significativamente (p<0,05) o aumento da PAM comparados aos ratos
do grupo somente H-2R1C (H-2R1C: 176,7 + 8,2 vs H-2R1C+Cap+Ex 5% 137,1 +
4,7 mmHg). N&o observamos alteracbes entre todos os valores dos ratos

normotensos.
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Figura 23: Efeito do tratamento com Captopril ou de tratamento associado ao
Exercicio fisico (5% p.c) sobre a (PAM, mmHg) em ratos normotensos e hipertensos
(2R1C).
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Legenda: Os niveis de pressdo arterial média (PAM, mmHg) em ratos normotensos e hipertensos
2R1C. Grupos Experimentais: Sham (n=10); H-2R1C (n=10); Cap (n=7); H-2R1C+Cap (n=6);
Exercicio (n=6); 2R1C+Ex (n=6); Cap+Ex (n=6); H-2R1C+Cap+Ex (n=6). Para andlise estatistica
foram usadas média + EPM, por analise de varidancia ANOVA, seguido por teste de tukey.
Significancia: p < 0,05: * - Sham vs H-2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Cap; # - H-2R1C vs H-2R1C+EXx
5%; # - H-2R1C vs H-2R1C+Cap+Ex 5%.
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Figura 24: Registros originais da (PAM, mmHg) do grupo Captopril e do Ex 5% em
ratos normotensos e hipertensos (2R1C). Todas as imagens demonstram um
periodo de observacdo de 30 segundos que contém a PAP (presséo arterial pulsatil)
e a PAM (pressdao arterial média).

A - Sham
it e el e VI — 1 j‘zw;;
AR il st A
m I 4 il M | IR | AL L L
o T T e LT ,H*J e g o o
e
B — H-2R1C

C - Captopril

s '




LIMA, E.B.S. Exercicio moderado e bloqueio do Sistema Renina Angiotensina melhoram a dismotilidade gastrica
induzida por hipertenséo renovascular (2 rins 1 clipe) em ratos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 76

D - H-2R1C+Captopril

. v 1377mmHg @
N EEE
10 |
=
E
:
E
130 -
Fy 120 -
) Chart View - PAM x ¥ 1364652mmtg
[ PAM 2
= i 136,47 mmHg (E—
=3 140
| b
E W
E
120 -
10
+
w s 7 s 7 s 70 s e s 7 s Py

< > [ o] 100:1 |[a)

m
|

Exercicio 5%

=] = 3,imHg @
(] AP -
130
120+
2
£
5
E 110-
100 -
¥ 50 -
Chart View - PAM x
= 160 - ; = u77mmt @
“7.70mmHg | | E—
140 -
E W
100 -
-
=
" 6:57,5 700 7:02,5 7:05 7:07,5 710 7:12,5 7:15 7:17,5 7:20 7:22,5 7:25
v < > [oEe] A 100:1 A

F - H-2R1C+Ex 5%

= ~ 2084 @
120

. 110

£

£

£
100 -

+

** 109,75 mmHg

= 109,758 mmHg @)

120+
= 100
£
£

80

&0
+
= 40

M 16:12,5 16:15 16:17,5 16:20 16:22,5 16:25 16:27,5 16:30 16:32,5 16:35 16:37,5

< > e || 100:1 | A



LIMA, E.B.S. Exercicio moderado e bloqueio do Sistema Renina Angiotensina melhoram a dismotilidade gastrica
induzida por hipertensao renovascular (2 rins 1 clipe) em ratos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 77

G - Captopril+Ex 5%

- ~ 12451mmHg @

) par ~

125

mmHg

120 -

115

m

B |~ 10,9769 mmHa @

T ] ¥
i EET S
120,98 mmHg
10
£
]
E 120 uwmj_,\_/
100
+
o 1710 17:12,5 17:15 17:17,5 1720 17:22,5 17:25 17:27,5 17:30 17:32,5 17:35 17‘37 b soort
v < > [8][a] 100:1 |[A] | =2
~] v 1LgmmHg @
140 O PAP -
i
i
£ 135 ”
£
130
¥
=] 8 135 79 mmig 135,792mmHe @
140 ] hd
- WWWWW
£
£
= 120
110
¥
Z .
" e a5 s s 0 25 1o ans a0 ez ras =
s < > [ve]a | 100 Al (22



LIMA, E.B.S. Exercicio moderado e bloqueio do Sistema Renina Angiotensina melhoram a dismotilidade gastrica
induzida por hipertenséo renovascular (2 rins 1 clipe) em ratos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 78

4.4.2. Resposta da FC em ratos com hipertensao renovascular (2R1C) tratados com

Captopril e submetidos ao Exercicio com carga (5% p.c.).

Na figura 25, mostramos que os ratos dos grupos H-2R1C+Exercicio bem
como, os ratos H-2R1C+Captopril apresentaram uma reducao significante (p<0,05)
da FC quando comparados aos ratos 2R1C (H-2R1C: 436 + 8,0 vs. H-2R1C+EXx 5%:
339,1 +17,9; H-2R1C+Cap: 358,3 = 9,2 bpm). Além disso, observamos ainda que a
associacao do Ex 5% aos ratos 2R1C+Captopril foi capaz de inibir significativamente
(p<0,05) o aumento da FC comparados aos ratos do grupo somente 2R1C (H-2R1C:
436 = 8,0 vs 2R1C+Cap+Ex 5%: 360,9 + 12,3 bpm). Nao observamos alteracdes

entre todos os valores dos ratos normotensos.

Figura 25: Efeito do tratamento com Captopril e da sua associacdo ao exercicio

sobre os valores de frequéncia cardiaca (FC, bpm), mensurada através de ECG.
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Legenda: Os valores da frequéncia cardiaca (FC, bpm) em ratos normotensos e hipertensos 2R1C.
Grupos Experimentais: Sham (n=10); H-2R1C (n=10); Cap (n=6); H-2R1C+Cap (n=6); Cap+Ex (n=6);
Exercicio (n=6); H+2R1C Ex (n=6); H-2R1C+Cap+Ex (n=6). Para andlise estatistica foram usadas
meédia + EPM, por analise de variancia anova, seguido por teste de tukey. Significancia: p < 0,05: * -
Sham vs H-2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Cap; # - H-2R1C vs H-2R1C+Ex 5%; # - H-2R1C vs H-
2R1C+Cap+Ex 5%.
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4.4.3. Efeito do tratamento com Captopril ou de tratamento + Ex 5% sobre a

variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) em ratos hipertensos 2R1C

Na Figura 26.A, o tratamento realizado com captopril onde houve reducéo (p
<0,05) do componente LF em animais hipertensos (H-2R1C: 49,3 + 3,4 vs H-
2R1C+Cap: 14,1 = 2,6 nu). O tratamento com captopril associados ao Ex 5 %
também reduziram (p < 0,05) os indices do componente LF nos ratos hipertensos
(H-2R1C: 49,3 = 3,4 vs H-2R1C+Cap+Ex5%: 23,9 £ 3,6 nu). O Ex 5% realizado
sozinho diminuiu o componente LF em ratos hipertensos (H-2R1C: 49,3 + 3,4 vs H-
2R1C+Ex5%: 24,1 + 3,5 nu).

Na Figura 26.B, em relacdo ao componente HF, o grupo submetido somente
ao Ex 5% apresentou aumento significativo (p <0,05) em relacdo aos gupos
hipertensos tratados com captopril (H-2R1C+Ex5%: 59,3 + 2,3 vs H-2R1C+Cap: 10,1
+ 1,9 nu) e, tratado e submetido ao Ex 5% (H-2R1C+Ex5%: 59,3 + 2,3 vs H-
2R1C+Cap+5%: 14,4 =+ 2,0 nu). O tratamento com captopril reduziu a relacdo LF/HF
nos ratos hipertensos (H-2R1C: 5,6 + 0,5 vs H-2R1C+Cap: 2,3 = 0,8 nu) e quando
realizado tratamento com captopril associado ao Ex 5% também houve uma
diminuicao (p <0,05) da rela¢do LF/HF (H-2R1C: 5,6 + 0,5 vs H-2R1C+Cap+Ex5%:
1,8 £0,2 nu).

Na Figura 26.C, os animais hipertensos submetidos somente ao Ex 5%
apresentaram uma reducéo na relacdo LF/HF em relacdo aos animais hipertensos
(H-2R1C: 5,6 £ 0,5 vs H-2R1C+Ex5%: 0,4 = 0,1 nu). Além disso, observamos que o
tratamento com Captopril ndo apresentou efeito sobre os componentes LF, HF e
LF/HF dos ratos normotensos submetidos ao tratamento e ao tratamento associado

ao Ex 5%.
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Figura 26: Efeito do tratamento com Alisquireno ou de tratamento + Exercicio 5%

sobre a Variabilidade da Frequencia Cardiaca (VFC).
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Legenda: A Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) — LF (baixa frequéncia); HF (alta frequéncia)

e relacdo LF/HF - em ratos normotensos e hipertensos 2R1C, realizada com intervalo de 1500

batidas. Grupos Experimentais: Sham (n=10); H-2R1C (n=10); Cap (n=6); H-2R1C+Cap (n=6);

Cap+Ex (n=6); H-2R1C+Cap+Ex (n=6). Para analise estatistica foram usadas média + EPM, por

analise de variancia ANOVA, seguido por teste de tukey. Significancia: p < 0,05: * - Sham vs H-2R1C;
- H-2R1C vs H-2RIC+Cap; #- H-2R1C vs H-2R1C 5%; # - H-2R1C vs 2R1C+Cap+Ex 5%.



LIMA, E.B.S. Exercicio moderado e bloqueio do Sistema Renina Angiotensina melhoram a dismotilidade gastrica
induzida por hipertenséo renovascular (2 rins 1 clipe) em ratos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 81

4.4.4. Efeito do tratamento com captopril ou de tratamento + Ex 5% sobre o
aumento da taxa de retencao gastrica induzida por hipertenséo renovascular (2R1C)

em ratos.

Na Figura 27, observamos ainda, que os ratos dos grupos 2R1C+EXxercicio
bem como, os ratos tratados com 2R1C+Captopril apresentaram uma reducao
significativa (p<0,05) da retencéo gastrica quando comparados aos ratos 2R1C (H-
2R1C: 58,8 + 3,5 vs. H-2R1C+Ex 5%: 38,8 + 2,8; H-2R1C+Cap: 43,4 £+ 1,8 %). Além
disso, observamos ainda que a associacdo do Ex 5% aos 2R1C+captopril foram
capazes de inibir significativamente (p<0,05) o aumento da retencdo gastrica
comparados aos ratos do grupo somente 2R1C (H-2R1C: 58,8 = 3,5 vs H-
2R1C+Cap+Ex 5%: 39,1 = 2,8 %). Nao observamos alteracdes entre todos os

valores dos ratos normotensos.

Figura 27: Efeito do tratamento com Captopril ou de tratamento + Exercicio 5%

sobre a taxa de retencéo gastrica.
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Legenda: Efeito do tratamento com Alisquireno e do Ex 5% sobre a retengdo gastrica de ratos 2R1C.
Grupos Experimentais: Sham (n=13); H-2R1C (n=14); Cap (n=7); H-2R1C+Cap (n=7); Exercicio
(n=6); H-2R1C+Ex (n=6); Cap+Ex (n=7); H-2R1C+Cap+Ex (n=8). Para analise estatistica foram
usadas média + EPM, por analise de variancia ANOVA, seguido por teste de tukey. Significancia: p <
0,05: * - Sham vs H-2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Cap; # - H-2R1C vs H-2R1C+Ex 5%; # - H-2R1C vs
H-2R1C+Cap+Ex 5%.
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4.45. Correlacdo entre os componetes da VFC (LF, HF, LF/HF) e a retencao
gastrica em animais hipertensos 2R1C submetidos ao Ex 5% e ao tratamento com

Captopril.

Na figura 28.B, a correlacdo realizada a partir de todos os dados referentes
ao componente LF e a retencdo gastrica dos animais 2R1C tratados com captopril,
notamos que apenas o grupo H-2R1C apresentou uma correlagdo positiva (R =
0,228) significativa (p < 0,05) entre o componente LF e a recuperagédo fracional do
marcador gastrico, ainda em relagcdo ao componente LF, o tratamento com captopril
nao apresentou correlacao positiva. Na figura 29, analisamos os dados referentes
ao componente HF e a retencdo gastrica notamos que 0s grupos apresentados ndo
apresentam correlagdo positiva significativa em nenhum dos grupos estudados. Na
figura 30.D, os dados referentes a andlise realizada sobre a relacdo LF/HF mostram
uma correlacdo positiva (R = 0,893) e significativa (p < 0,05), no grupo hipertenso
submetido ao Ex 5% no entanto, ndo ha uma correlacdo positiva entre 0s grupos
tratados com captopril.
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Figura 28: Correlacdo entre o componente LF da variabilidade da frequéncia

cardiaca (VFC) e retencéo gastrica (RG) de ratos H-2R1C tratados com captopril.
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Legenda: Os animais foram tratados, por gavagem, por 28 dias com Captopril e submetidos a
treinamento fisico (Ex) com sobrecarga correspondente a 5% do peso corporal do Ex 5%). Os ratos
foram gavados com (1,5 ml) refeicdo teste (vermelho de fenol na solucédo de glicose) e eutanasiados
10 minutos mais tarde para determinar a recuperacdo de corante gastrico por espectrofotometria.
Cada grafico indica um grupo. Foi considerada significativa (p <0,05) entre os valores do componente
LF e retencgdo gastrica em ratos 2R1C
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Figura 29: Correlacdo entre o componente HF da variabilidade da frequéncia

cardiaca (VFC) e retencédo gastrica (RG) de ratos H-2R1C tratados com captopril.
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Legenda: Os animais foram tratados, por gavagem, por 28 dias com Captopril e submetidos a
treinamento fisico (Ex) com sobrecarga correspondente a 5% do peso corporal do Ex 5%). Os ratos
foram gavados com (1,5 ml) refeicdo teste (vermelho de fenol na solucdo de glicose) e eutanasiados
10 minutos mais tarde para determinar a recuperacdo de corante gastrico por espectrofotometria.
Cada grafico indica um grupo. Foi considerada significativa (p <0,05) entre os valores do componente
HF e retencdo gastrica em ratos 2R1C.
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Figura 30: Correlacdo entre o componente LF/HF da variabilidade da frequéncia

cardiaca (VFC) e retencédo gastrica (RG) de ratos H-2R1C tratados com captopril.
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Legenda: Os animais foram tratados, por gavagem, por 28 dias com Captopril e submetidos a
treinamento fisico (Ex) com sobrecarga correspondente a 5% do peso corporal do Ex 5%). Os ratos
foram gavados com (1,5 ml) refeicéo teste (vermelho de fenol na solucdo de glicose) e eutanasiados
10 minutos mais tarde para determinar a recuperagdo de corante gastrico por espectrofotometria.
Cada grafico indica um grupo. Foi considerada significativa (p <0,05) entre os valores do componente
LF/HF e retencéo gastrica em ratos 2R1C.
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45. RESPOSTA DA PAM, FC, VFC E RG EM RATOS COM HIPERTENSAO
RENOVASCULAR (2R1C) AO TRATAMENTO COM LOSARTANA E
SUBMETIDOS OU NAO AO EXERCICIO COM CARGA (5% p.c.).

4.5.1. Resposta da PAM em ratos com hipertensdo renovascular (2R1C) ao

tratamento com Losartana e submetidos ou ndo ao exercicio com carga (5% p.c.).

Na figura 31, observamos, que os ratos dos grupos H-2R1C+Exercicio bem
como, os ratos do grupo H-2R1C+Losartana apresentaram uma reducéo significante
(p<0,05) da PAM quando comparados aos ratos H-2R1C (H-2R1C: 176,7 £ 8,2 vs H-
2R1C+Ex 5%: 137,8 = 14,9; H-2R1C+Los: 144,4 + 8,9 mmHg). Além disso,
observamos ainda que a associacdo do Ex 5% aos ratos H-2R1C+losartana foi
capaz de inibir significativamente (p<0,05) o aumento da PAM comparados aos ratos
do grupo somente H-2R1C (H-2R1C: 176,7 + 8,2 vs H-2R1C+Los+Ex 5% 137,2 *
51 mmHg). Nao observamos alteragbes entre todos os valores dos ratos

normotensos.

Figura 31: Efeito do tratamento com Losartana ou de tratamento + Exercicio 5%

sobre a (PAM, mmHg), em ratos normotensos e hipertensos 2R1C.
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Legenda: Os niveis de pressao arterial média (PAM, mmHg) em ratos normotensos e hipertensos.
Grupos Experimentais: Sham (n=10); 2R1C (n=10); Los (n=7); 2R1C+Los (n=7); Exercicio (n=6); H-
2R1C+Ex (n=6); Los+Ex (n=6); 2R1C+Los+Ex (n=6). Para andlise estatistica foram usadas média +
EPM, por analise de variancia ANOVA, seguido por teste de tukey. Significancia: p < 0,05: * - Sham
vs H-2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Los; # - H-2R1C vs H-2R1C+Ex 5%; # - H-2R1C vs H-
2R1C+Los+Ex 5%.
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Figura 32: Registros originais da (PAM, mmHg) do grupo Losartana e Ex 5% em
ratos normotensos e hipertensos (2R1C). Todas as imagens demonstram um
periodo de observacado de 30 segundos que contém a PAP (pressdo arterial pulsatil)
e a PAM (pressdao arterial média).
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4.5.2. Resposta da FC em ratos com hipertensao renovascular (2R1C) tratados com

losartana e submetidos ao Exercicio com carga (5% p.c.).

Na Figura 33, mostramos que os ratos dos grupos H-2R1C+Exercicio bem
como, os ratos H-2R1C+Losartana apresentaram uma reducéo significante (p<0,05)
da FC quando comparados aos ratos 2R1C (H-2R1C: 436 + 8,0 vs. H-2R1C+EXx 5%:
339,1 £ 17,9; H-2R1C+Los: 382,8 + 18,8 bpm). Além disso, observamos ainda que a
associagdo do Ex 5% aos ratos Z2R1C+Losartana foi capaz de inibir
significativamente (p<0,05) o aumento da FC comparados aos ratos do grupo
somente 2R1C (H-2R1C: 436 £ 8,0 vs 2R1C+Los+Ex 5%: 366,4 + 14,24 bpm). N&o

observamos alteracdes entre todos os valores dos ratos normotensos.

Figura 33: Efeito do tratamento com Losartana e da sua associacdo ao exercicio

sobre os valores de Frequéncia cardiaca (FC, bpm), mensurado através de ECG.
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Legenda: Os valores da frequéncia cardiaca (FC, bpm) em ratos normotensos e hipertensos 2R1C.
Grupos Experimentais: Sham (n=10); H-2R1C (n=10); Los (n=6); H-2R1C+Los (n=6); Exercicio (n=6);
H-2R1C+Ex (n=6); Los+Ex (n=7); H-2R1C+Los+Ex (n=7). Para analise estatistica foram usadas
média £ EPM, por analise de varidncia ANOVA, seguido por teste de tukey. Significancia: p < 0,05: * -
Sham vs H-2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Los; # - H-2R1C vs H-2R1C+Ex 5%; # - H-2R1C vs H-
2R1C+Los+Ex 5%.
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45.3. Efeito do tratamento com losartana ou de tratamento + Ex 5% sobre a

variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) em ratos hipertensos 2R1C.

Na Figura 34.A, o tratamento realizado com losartana onde houve reducéo (p
<0,05) do componente LF em animais hipertensos (H-2R1C: 49,3 + 3,4 vs H-
2R1C+Los: 16,7 = 4,7 nu). O tratamento com losartana associados ao Ex 5 %
também reduziram (p < 0,05) os indices do componente LF nos ratos hipertensos
(H-2R1C: 49,3 + 3,4 vs H-2R1C+Los+Ex5%: 17,8 £ 3,7 nu). O Ex 5% realizado
sozinho diminuiu o componente LF em ratos hipertensos (H-2R1C: 49,3 + 3,4 vs H-
2R1C+Ex5%: 24,1 + 3,5 nu).

Na Figura 34.B, em relacdo ao componente HF, o grupo submetido somente
ao Ex 5% apresentou aumento significativo (p <0,05) em relacdo aos gupos
hipertensos tratados com losartana (H-2R1C+Ex5%: 59,3 + 2,3 vs H-2R1C+Los:
12,1 + 1,8 nu) e, tratado e submetido ao Ex 5% (H-2R1C+Ex5%: 59,3 + 2,3 vs H-
2R1C+Los+5%: 18.7 + 6.5nu). O tratamento com losartana reduziu a relagédo LF/HF
nos ratos hipertensos (H-2R1C: 5,6 = 0,5 vs H-2R1C+Los: 2,3 + 0,8 nu) e quando
realizado tratamento com losartana associado ao Ex 5% também houve uma
diminuicao (p <0,05) da rela¢do LF/HF (H-2R1C: 5,6 + 0,5 vs H-2R1C+Los+Ex5%:
1,5+0,4 nu).

Na Figura 34.C, os animais hipertensos submetidos somente ao Ex 5%
apresentaram uma reducéo na relacdo LF/HF em relacdo aos animais hipertensos
(H-2R1C: 5,6 £ 0,5 vs H-2R1C+Ex%: 0,4 + 0,1 nu). Além disso, observamos que 0
tratamento com Captopril ndo apresentou efeito sobre os componentes LF, HF e
LF/HF dos ratos normotensos submetidos ao tratamento e ao tratamento associado
ao Ex 5%.
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Figura 34: Efeito do tratamento com losartana ou de tratamento + Exercicio 5%

sobre a Variabilidade da Frequencia Cardiaca (VFC).
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Legenda: A Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) — LF (baixa frequéncia); HF (alta frequéncia)
e relacdo LF/HF - em ratos normotensos e hipertensos 2R1C, realizada com intervalo de 1500
batidas. Grupos Experimentais: Sham (n=10); H-2R1C (n=10); Los (n=6); H-2R1C+Los (n=6);
Exercicio (n=6); H-2R1C+Ex (n=6); Los+Ex (n=6); H-2R1C+Los+Ex (n=6). Para analise estatistica
foram usadas média + EPM, por analise de variancia ANOVA, seguido por teste de tukey.
Significancia: p < 0,05: * - Sham vs H-2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Los; # - H-2R1C vs H-2R1C+EXx
5%; # - H-2R1C vs H-2R1C+Los+Ex 5%.
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4.5.4. Efeito do tratamento com losartana ou de tratamento + exercicio 5% sobre o
aumento da taxa de retencao gastrica induzida por hipertensao renovascular (2R1C)

em ratos.

Na Figura 35, observamos ainda, que os ratos dos grupos 2R1C+EXxercicio
bem como, os ratos tratados com 2R1C+Losartana apresentaram uma reducao
significativa (p<0,05) da retencéo gastrica quando comparados aos ratos 2R1C (H-
2R1C: 58,8 *+ 3,5 vs. H-2R1C+Ex 5%: 38,8 £ 2,8; H-2R1C+Los: 39,09 + 2,84 %).
Além disso, observamos ainda que a associacdo do Ex 5% aos 2R1C+Losartana
foram capazes de inibir significativamente (p<0,05) o aumento da retencao gastrica
comparados aos ratos do grupo somente 2R1C (H-2R1C: 58,8 = 3,5 vs H-
2R1C+Los+Ex 5%: 39,1 + 2,8 %). Nao observamos alteracbes entre todos os

valores dos ratos normotensos.

Figura 35: Efeito do tratamento com Losartana ou de tratamento + Exercicio 5%

sobre a taxa de retencéo gastrica.
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Legenda: Efeito do tratamento com Alisquireno e do Ex 5% sobre a retengdo gastrica de ratos 2R1C.
Grupos Experimentais: Sham (n=13); H-2R1C (n=14); Exercicio (n=6); H-2R1C+Ex (n=6); Los (n=7);
H-2R1C+Los (n=7); Los+Ex (n=7); H-2R1C+Los+Ex (n=7). Para andlise estatistica foram usadas
média = EPM, por analise de variancia ANOVA, seguido por teste de tukey. Significancia: p < 0,05: * -
Sham vs H-2R1C; # - H-2R1C vs H-2RIC+Los; # - H-2R1C vs H-2R1C+Ex 5%; # - H-2R1C vs H-
2R1C+Los+Ex 5%.
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4.5.5. Correlacdo entre os componentes da VFC (LF, HF, LF/HF) e a retencéo
gastrica em animais hipertensos 2R1C submetidos ao Ex 5% e ao tratamento com

losartana.

Na figura 36.B correlacdo realizada a partir de todos os dados referentes ao
componente LF e a retencdo gastrica dos animais 2R1C tratados com losartana,
notamos que apenas o grupo H-2R1C apresentou uma correlagdo positiva (R =
0,228) significativa (p < 0,05) entre o componente LF e a recuperagao fracional do
marcador gastrico, ainda em relacdo ao componente LF, o tratamento com losartana
nao apresentou correlacao positiva. Na figura 37, analisamos os dados referentes
ao componente HF e a retencdo gastrica notamos que 0s grupos apresentados nao
apresentam correlagdo positiva significativa em nenhum dos grupos estudados. Na
figura 38.D, os dados referentes a andlise realizada sobre a relacdo LF/HF mostram
uma correlacdo positiva (R = 0,893) e significativa (p < 0,05), no grupo hipertenso
submetido ao Ex 5% no entanto, ndo had uma correlacdo positiva entre 0s grupos

tratados com losartana.
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Figura 36: Correlacdo entre o componente LF da variabilidade da frequéncia

cardiaca (VFC) e a retencéo gastrica (RG) de ratos H-2R1C tratados com losartana.
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Legenda: Os animais foram tratados, por gavagem, por 28 dias com Losartana e submetidos a
treinamento fisico (Ex) com sobrecarga correspondente a 5% do peso corporal do Ex 5%). Os ratos
foram gavados com (1,5 ml) refeicdo teste (vermelho de fenol na solucéo de glicose) e eutanasiados
10 minutos mais tarde para determinar a recuperagédo de corante gastrico por espectrofotometria.
Cada grafico indica um grupo. Foi considerada significativa (p <0,05) entre os valores do componente
LF e retengdo gastrica em ratos 2R1C.
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Figura 37: Correlacdo entre o componente HF da variabilidade da frequéncia

cardiaca (VFC) e a retencéo gastrica (RG) de ratos H-2R1C tratados com losartana.
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Legenda: Os animais foram tratados, por gavagem, por 28 dias com Losartana e submetidos a
treinamento fisico (Ex) com sobrecarga correspondente a 5% do peso corporal do Ex 5%). Os ratos
foram gavados com (1,5 ml) refeicdo teste (vermelho de fenol na solucdo de glicose) e eutanasiados
10 minutos mais tarde para determinar a recuperacdo de corante gastrico por espectrofotometria.
Cada grafico indica um grupo. Foi considerada significativa (p <0,05) entre os valores do componente
HF e retencdo gastrica em ratos 2R1C.
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Figura 38: Correlacdo entre o componente LF/HF da variabilidade da frequéncia

cardiaca (VFC) e a retencéo gastrica (RG) de ratos H-2R1C tratados com losartana.
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Legenda: Os animais foram tratados, por gavagem, por 28 dias com Losartana e submetidos a
treinamento fisico (Ex) com sobrecarga correspondente a 5% do peso corporal do Ex 5%). Os ratos
foram gavados com (1,5 ml) refeicdo teste (vermelho de fenol na solucdo de glicose) e eutanasiados
10 minutos mais tarde para determinar a recuperacdo de corante gastrico por espectrofotometria.
Cada grafico indica um grupo. Foi considerada significativa (p <0,05) entre os valores do componente
LF/HF e retencéo gastrica em ratos 2R1C.
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4.6. Efeito do Exercicio (5% p.c.) sobre a responsividade ao Carbacol (CCh) em

tiras isoladas de fundo de estdbmago de ratos hipertensos 2R1C.

Na figura 39, podemos observar de todos os grupos submetidos ao protocolo
de responsividade ao Carbacol (CCh).

Em relacdo ao grupo Sham, observamos que a hipertensdo renovascular
(2R1C) promoveu uma reducgao significativa (p < 0,05) na responsividade ao CCh
nas concentracdes de 1077 (Sham: 26,820 + 4,625 vs 2R1C: 8,646 + 3,056 %); 10°
(Sham: 40,840 + 4,116 vs 2R1C: 12,920 + 4,357 %) e 10°(Sham: 79,640 + 5,465 vs
2R1C: 47,680 + 3,170 %) e que o grupo (2R1C) que foi submetido ao Exercicio
promoveu um aumento significativo (p < 0,05) na responsividade ao CCh nas
concentracdes de 108 (2R1C: 7,394 + 2,636 vs 2R1C+Ex: 16,28 + 1,592 %), 10-/
(2R1C: 8,646 + 3,056 vs 2R1C+EXx: 20,09 + 2,705 %), 10 (2R1C: 12,920 + 4,357 vs
2R1C+Ex: 32,34 + 4,120 %)e 10° (2R1C: 47,680 + 3,170 vs 2R1C+Ex: 58,92 +
1,891 %) (figura 39.A).

Na figura 39.B, no que diz respeito a CE50, observamos que ha uma menor
concentracdo de Carbacol (CCh) para atingir metade do efeito maximo no grupo
(2R1C), e que essa reducéo foi significativa (p < 0,05), em relacdo ao grupo Sham
(Sham: 5,951 + 0,08960 vs 2R1C: 5,080 + 0,04789 ug/ml), ha também uma maior
concentracdo de Carbacol (CCh) para atingir metade do efeito maximo no grupo
2R1C+EX, que foi submetido ao exercicio, em relacdo ao grupo 2R1C (2R1C: 5,080
+ 0,04789 vs 2R1C+Ex: 5,560 + 0,1109 pg/mi
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Figura 39. Efeito da Hipertensédo (2R1C) e do Exercicio 5% sobre a responsividade
ao Carbacol em tiras isoladas de fundo de estbmago em ratos normotensos,

hipertensos, normotensos treinados e hipertensos treinados.
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Legenda: Grupos experimentais: Sham (n=5); Exercicio (n=5); 2R1C (n=5) e 2R1C+Ex (n=5). A)
Efeito da responsividade ao Carbacol (CCh) em tiras isoladas de fundo de estdmago de ratos Sham,
2R1C, Exercicio e ratos 2R1C submetidos ao Exercicio-5% (2R1C+Ex). B) A concentracdo de
Carbacol (CCh) que induz metade do efeito maximo (EC50). Para andlise estatistica foi utilizado para
todos os grupos média + EPM, onde utilizamos Two Way (ANOVA) seguida de teste de Tukey, para
andlise de contratilidade entre concentracdes no grafico A. No grafico B, para andlise estatistica foi
utilizado para todos os grupos média + EPM, por analise de variancia ANOVA, seguido por teste de
tukey. Significancia: *p < 0,05, Sham vs 2R1C, nas concentragfes (107, 106, 10%); #p < 0,05, 2R1C
vs 2R1C+Ex (108,107, 106, 105).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que a hipertensdo renovascular 2R1C
promoveu uma dismotilidade gastrica, a qual sugerimos ser ocasionada por uma
maior ativacdo so sistema renina angiotensina, devido a um aumento da circulagcéo
de angiotensina Il a qual pode levar a uma hiperatividade simpatica. Tais alteracfes
foram abolidas tanto pela préatica de execicio fisico como pela inibicdo do sistema
renina-angiotensina. Em estudos de contratilidade (in vitro) observamos alteragbes
na responsividade ao Carbacol (CCh) em tiras isoladas de fundo de estébmago, onde
0os ratos hipertensos 2R1C apresentaram uma menor forca de contracdo
comparados aos ratos normotensos, no entanto, os ratos submetidos ao exercicio
fisico tenderam a recuperar a forga contratil de tais tecidos.

A ANG I, principal efetor do SRA e da hipertensdo 2R1C, € um hormoénio
octapeptideo de ocorréncia natural do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA), o qual possui um potente efeito vasoconstritor (BASSO et al. 2001) no
entanto, apesar de ser imensamente estudada pouco se sabe sobre os efeitos da
ANG Il na motilidade gastrica. Neste sentido, um estudo realizado por Hallersund et
al. (2011) foi demonstrado que os componentes do SRA estdo presentes ha mucosa
gastrica das amostras de bidpsia do antro e do corpo do estbmago. Em células
mesenquimais da lamina prépria e células endoteliais vasculares também foram
encontrados a presenca de renina e angiotensinogénio, além de receptores de
angiotensina AT1 e AT2. Estes receptores também foram observados no epitélio
gastrico (principalmente na superficie basal). Os receptores AT: também foram
observados em células endocrinas presentes no antro do estdmago, além da
presenca da enzima conversora de angiotensina (ECA) em células endoteliais
vasculares (CARL-MCGRATH et al. 2009).

A presenca dos varios componentes do SRA no trato gastrointestinal
aumenta a possibilidade de que a modificacdo deste sistema localmente possa ser
um potencial terapéutico para diversos tipos de patologias que afetam o TGI, como
doenca intestinal inflamatéria, cancer gastrointestinal, distarbios de motilidade
intestinal e isquemia mesentérica (GARG et al., 2012).

No presente estudo, verificamos que a angiotensina Il administrada via

intraperitoneal aumentou a taxa de retencdo gastrica. Além disso, este efeito de
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aumento da retencdo gastrica foi inibido pela administracdo prévia de drogas anti-
hipertensivas como losartana (antagonista de receptor AT1 e AT2) bem como de
captopril (inibidor da ECA). Esses resultados sugerem a participagdo do SRA na
modulacdo das fungBes gastricas, incluindo o efeito na retencao gastrica de liquidos
no estdmago, sugerindo a acao da angiotensina Il e dos seus antagonistas em seus
sitios de acéo. Nossos resultados corroboram com os achados de Scarbignato et al.,
(1983), onde foi relatado um retardo no esvaziamento gastrico em ratos e, que,
quando esse efeito é antagonizado por saralasina (antagonista de receptor de ANG
II) esse retardo é abolido, sugerindo acdo da ANG Il em seus receptores especificos
no trato gastrointestinal (TGI).

A hipertensdo pode ser estudada utlizando-se de diversos modelos
experimentais, entre eles, ttm-se os modelos genéticos, como o (SHR), hipertensao
neurogénica e modelos de hipertensdo renal, como o de Goldbalt, 2 rins - 1 clipe
(2R1C). Neste estudo optamos por utilizar o modelo 2 rins-1 clipe, o qual se
caracteriza principalmente por aumentar a atividade do sistema renina angiotensina,
com consequente aumento na concentracdo de ANG Il e uma maior ativacdo de
receptor AT1 (NISHI et al., 2010), induzindo uma série de efeitos que afetam o
sistema cardiovascular, incluindo aumento do estresse oxidativo, disfuncdo
barorreflexa (LINCEVICIUS et al., 2012) e maior ativacdo do sistema nervoso
simpatico (NAVAR et al., 1998; LERMAN et al., 2005). Esse modelo de hipertensdo
€ composto por 3 fases em seu desenvolvimento (Oliveira-Sales et al, 2014). Neste
estudo trabalhamos com um periodo de 5 semanas, durante a fase 2, que dura em
torno de 5 a 8 semanas apds a colocacado do clipe, conhecida como fase renina-
dependente, onde os niveis de ANG Il continuam aumentados (Oliveira-Sales et al.,
2014).

Inicialmente, demonstramos que a hipertensdo 2R1C apresentou, como ja
descrito na literatura (RODRIGUES et al., 2007; SOARES et al., 2011; MARTINS-
OLIVEIRA et al., 2013) elevagcdo da PAM e FC. Muitos mecanismos promovidos
pelo desenvolvimento da hipertensdo 2R1C estdo envolvidos nos efeitos
cardiovasculares. Estudos anteriores mostraram que a ativacdo do receptor ATi
medeia predominantemente o efeito de ANG Il nos vasos sanguineos renais e séo,
em grande parte, responsaveis pelo desenvolvimento da hipertensdo

(Chatziantoniou, 1993). De acordo com Johansson et al., (1999), a hiperatividade do
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SRA na hipertensdo renovascular € um fator que colabora para a ativacdo e
elevacdo da atividade do SNS, que contribui para a progressao da hipertenséo, onde
a ANG Il pode exercer um efeito facilitador na liberacdo de noradrenalina por
estimulacdo de receptores pré-funcionais de ANG Il nos nervos simpaticos
periféricos (MAJEWSKI et al., 1984).

Além disso, verificamos também que os ratos hipertensos apresentaram
retencdo gastrica aumentada, sugerindo que este efeito pode estar relacionado com
0 aumento de niveis plasmaticos de renina, caracteristicos da hipertensdo 2R1C,
durante o periodo de estudo, consequentemente com acdo aumentada da ANG I
induzindo o aumento da atividade simpatica sobre a TGI. Hatanaka e colaboradores
(1995) demonstraram que ratos SHR apresentaram maior taxa de retengdo gastrica
quando comparado com ratos normotensos, e esse efeito foi relacionado a distlrbios
do sistema nervoso auténomo, incluindo aumento de atividade simpatica, hipofuncéo
parassimpatica e desenvolvimento de mecanismos dopaminérgicos e, que essa
repercussao esta diretamente relacionada com a PA. Entretanto, as alterages na
motilidade de ratos SHR também podem estar relacionadas com a hiperatividade do
SRA, assim, fazendo uma correlacdo com os resultados encontrados no nosso
estudo.

Além disso, foi demonstrado que a hipertensdo 2R1C tem efeito sobre as
células neuroenddcrinas gastricas (KASACKA; PIOTROWSKA; LEWANDOWSKA,
2014). Essas células, presentes na mucosa, sdo altamente especializadas
(DORFFEL et al., 1999) e produzem uma ampla gama de horménios com uma
distribuicdo regional especifica (LI; FANG; HUI, 2005). Esses horménios além de
serem essenciais na regulacdo da motilidade intestinal, absorcao e funcéo secretora
gastrica, também podem afetar o tdnus vascular sistémico (JACKSON et al., 1982) e
a pressdo sanguinea (GREGORY; TRACY, 1964). Isso sugere que essas células,
além de apresentarem agéo sobre o sistema endocrino e sistema nervoso, também
tem importancia na regulagédo gastrica e que a hipertensdo 2R1C tem efeito sobre
elas, podendo também ter efeito sobre a motilidade, como evidenciamos neste
estudo.

Estudos relataram um aumento no nivel de gastrina sérica pds-prandial em
adultos hipertensos em comparacdo com normotensos (JIANG et al.,, 2013). Do

mesmo modo, experimentalmente, demonstrou-se um aumento de células contendo



LIMA, E.B.S. Exercicio moderado e bloqueio do Sistema Renina Angiotensina melhoram a dismotilidade gastrica
induzida por hipertensédo renovascular (2 rins 1 clipe) em ratos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 104

gastrina no estdbmago de ratos 2R1C (KASACKA; PIOTROWSKA;
LEWANDOWSKA, 2014). O aumento de gastrina em animais hipertensos também
pode ser o mecanismo contrabalancado devido a maior expressdo de fatores que
limitam a secrec@o gastrica e a funcdo motora. Em contrapartida, varios estudos
experimentais demonstraram que animais hipertensos tém aumento de
imunorreatividade para a somatostatina e peptideo relacionando ao gene calcitonina
(CGRP), ambos inibidores da secrecdo de &cido gastrico, da motilidade e,
responsaveis pelo aumento da concentracdo de prostaglandinas, que afetam
negativamente a atividade das células parietais e o fluxo sanguineo através da
mucosa gastrica (JACKSON et al., 1982; KASACKA, 2009; KASACKA; MAJEWSKI,
2007).

Dentro desse contexto, Ludke et al., (1989) verificaram em um estudo in vitro
gque tanto o musculo longitudinal quanto o musculo circular do estémago
responderam a ANG Il, sugerindo, desse modo, a presenca de receptores
apropriados em células do musculo liso géstrico, fortalecendo ainda mais a hipotese
da ANG Il atuar diretamente sobre parametros gastrointestinais, como o
esvaziamento gastrico. Além disso, as acdes da ANG Il também foram descritas em
neurdnios intestinais, onde h& regulacdo da motilidade gastrica por ativacdo de
mecanismos locais (GANTEN et al., 1978; FURNESS; COSTA, 1982)

No presente estudo, optamos por trabalhar com exercicio fisico de natacéo
durante 4 semanas com sobrecarga de 5%. O uso de diferentes intensidades de
sobrecarga € comum em protocolos de natacdo para ratos e a grande maioria dos
estudos utiliza sobrecargas entre 5 e 8% (PEREIRA et al., 1994; GALDINO et al.,
2000). Entretanto, (GOBATTO et al., 2001) sugeriram que o uso de sobrecargas
superiores a 6% do peso corporal poderia levar a efeitos indesejaveis relacionados a
intensidade do treinamento fisico, como lesdes musculares e restauracdo incompleta
dos niveis de substrato entre sessGes de exercicios. Este protocolo de exercicio
fisico encontra-se descrito na literatura associado ao modelo de hipertensédo 2R1C,
onde foram demonstrados que o treinamento de natacdo reduziu 0s niveis
pressoricos e a frequéncia cardiaca dos animais (Becker et al., 2005; Rodrigues et
al., 2007; Soares et al., 2011).

Nossos resultados demonstraram que o Exercicio 5% nao exerceu efeito

adicional aos tratamentos com o0s anti-hipertensivos sobre 0s parametros



LIMA, E.B.S. Exercicio moderado e bloqueio do Sistema Renina Angiotensina melhoram a dismotilidade gastrica
induzida por hipertensédo renovascular (2 rins 1 clipe) em ratos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 105

hemodinamicos dos animais hipertensos. Martins-Oliveira et al., 2013 demonstraram
que o alisquireno exerce efeitos anti-hipertensivos semelhantes aos encontrados
com uso da losartana, provavelmente isso ocorre porque o alisquireno age no inicio
do SRA, inibindo a renina e impedindo toda a cascata de sintese de ANG Il e,
consequentemente, reduzindo a maior ativacédo de receptor AT1.

Neste sentido, um estudo realizado por Azevedo et al., (2003) com ratos
SHR foi demonstrado que a losartana, administrada na dose de (10mg/kg/dia),
diminuiu a PA em ratos hipertensos, mas ndo houve efeito sobre a FC. Entretanto,
no nosso estudo houve efeito sobre a FC. Essa discrepancia é possivel devido ao
uso de diferentes modelos experimentais, visto que utilizamos o modelo 2R1C.
Nesse mesmo estudo, Azevedo e colaboradores (2003) constataram que o
tratamento com losartana associado ao exercicio fisico ndo causou nenhum efeito
adicional quando comparado com os animais que foram tratados apenas com o anti-
hipertensivo e que isso provavelmente esta relacionado ao fato do farmaco reduzir a
pressao arterial a niveis mais baixos, minimizando assim os efeitos do exercicio
fisico.

Além disso, Tipton et al., (1983) relataram que ha um efeito sinérgico na PA
de ratos hipertensos submetidos ao exercicio associado com pequenas doses de
algumas classes de farmacos anti-hipertensivos (reserpina, clorotiazida e
hidralizina). Quanto aos inibidores da ECA (IECA), o captopril, age inibindo o
aumento da angiotensina Il, através da inibicdo da ECA e também noradrenalina,
reduzindo a atividade simpatica basal no modelo de hipertensdo 2R1C (ZHU et al.,
2017), resultando em reducdes da FC e da PAM.

Além da diminuicio da PAM e FC em ratos 2R1C submetidos aos
tratamentos (Bolterman et al., 2005; Gradman et al., 2005; Martins-Oliveira et al.,
2013; Zhuang et al., 2012; Ramos-Filho et al., 2014), o bloqueio do SRA com os
anti-hipertensivos; alisquireno, captopril e losartana, também tiveram efeito sobre a
retencdo gastrica. Os nossos resultados demonstraram que todos 0s grupos
hipertensos 2R1C tratados com o0s anti-hipertensivos apresentaram reducdo nos
indices de retengdo gastrica, assim como 0s grupos que foram tratados e
submetidos ao exercicio 5%. Isso ocorreu, provavelmente, devido a diminuicdo de
atividade do SRA no estdmago, pois os farmacos utilizados modulam negativamente

a ativacao deste sistema.
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Os ratos hipertensos 2R1C submetidos apenas ao exercicio apresentaram
diminuicdo de PAM, FC e retencdo gastrica. Em estudos realizados protocolos
experimentais de natacdo em animais, Fernandes et al., (2011) e Oliveira et al.,
(2009) demonstraram que o exercicio tem efeito sobre os niveis cardiacos de
angiotensinogénio, reduzindo-os. Além disso, ambos apresentaram reducdo nos
niveis cardiacos de ANG |, como consequéncia da reducdo do substrato
angiotensinogénio, consequentemente houve uma diminuigdo da ANG II, indicando
uma atenuacgdo no eixo ECA/ANG Il pelo exercicio fisico.

Posteriormente, realizamos a analise espectral da variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC), que ¢é uma ferramenta indireta que decompbe sinais
cardiovasculares em seus componentes de frequéncia e quantifica a influéncia de
cada componente (MALLIANI et al., 1991). Observamos que o exercicio fisico,
realizado durante 4 semanas, aumenta a poténcia das oscilacdes de alta frequéncia
(HF), relacionado a modulac¢do vagal (CHESS; TAM; CALARESU, 1975; KITNEY;
ROMPELMAN, 1980; AKSELROD et al., 1981) e diminui as oscilacbes de baixa
frequéncia (LF), relacionado, entre outros fatores, a hiperatividade do SRA
(AKSELROD et al., 1981), além disso, o exercicio diminuiu os indices marcadores de
modulacdo simpética e vagal (relacdo LF/HF), deixando-os proximos dos valores
encontrados Nno grupo normotenso.

A inervacdo parasimpatica pelo nervo vago constitui uma ligacdo importante
entre o sistema nervoso central e o trato gastrointestinal e tem uma influéncia
significativa sobre a funcdo secretora do estomago (QIAN; DANIELSSON; EL-
SALHY, 1996). A maior participacdo do tbnus parassimpatico esta relacionada ao
aumento da motilidade gastrica (ENDO et al., 2002; QIAN; DANIELSSON; EL-
SALHY, 1996). Nossos resultados sugerem que o treinamento fisico provoca
adaptacdes no equilibrio autondmico cardiaco, caracterizadas por predominancia do
tbnus parassimpético sobre o simpatico. Esta afirmacdo é baseada em estudos que
mostraram que as oscilagdes HF sao principalmente devido a modulacdo autbnoma
parassimpatica, enquanto que as oscilacdes LF sdo derivadas, pelo menos em
parte, dos dois componentes do SNA, isto €, 0s componentes simpaticos e
parassimpaticos, como descrito previamente (JAPUNDZIC et al., 1990; CERUTTI et
al., 1991; DAFFONCHIO et al., 1995).
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Nossos resultados de VFC séo consistentes com a literatura em relacdo ao
treinamento fisico, em aumentar o parassimpatico e diminuir a modulacao simpatica.
Além do que o exercicio promoveu aumento da capacidade do sistema nervoso
autbnomo para responder a demanda do sistema cardiovascular, aumentando a
atividade parassimpatica e diminuindo a atividade simpatica (de ABREU et al., 2009)
e melhorando o balanco autonémico (SOUZA et ag, 2007; SOUZA et al., 2009;
TEZINI et al., 2008).

Na analise de correlacdo linear, demonstramos que a hipertensdo 2R1C nao
possue uma correlacdo positiva entre a PAM e a RG, no entanto quando realizado a
correlagcdo do componente LF e da RG, mostramos que ha correlacdo entre esses
parametros. Esse resultado mostra que o aumento da atividade simpatica contribue
para desordens gastricas, como o aumento da retencdo gastrica. Além disso,
correlacionamos o componente LF/HF e RG e observamos que ha uma correlagéo
positiva no grupo de animais hipertensos submetidos ao Exercicio fisico 5%,
demonstrando que a melhora na modulacdo autondmica esta relacionada a reducgao
da retencdo gastrica em animais com hipertensao 2R1C.

A atividade motora predominante do fundo do estdbmago é a acomodacéao de
materiais ingeridos, além disso, o comportamento contratil das células do musculo
liso intestinal determina, em Ultima instancia o transito dos contetdos (TOURNADRE
et al., 2000). Esse movimento contratil se dissipa por jun¢des intercelulares, por
meio dos quais o impulso se propaga livremente, ocasionando a contracao unissona
da musculatura. Os disturbios da motilidade gastrica sao atribuiveis a qualquer dano
no préprio masculo liso ou disfuncdes dentro dos componentes neuromusculares,
incluindo os nervos entéricos e ceélulas intersticiais de Cajal (ICC) (SUZUKI et al.,
2011).

Para podermos estudar os possiveis mecanismos envolvidos na dismotilidade
induzida por hipertensédo renovascular, resolvemos avaliar a responsividade de tiras
isoladas de fundo de estdbmago in vitro. Nesse sentido, observamos que 0s ratos
2R1C tiveram uma diminuicdo da responsividade ao estimulo do carbacol,
comparados aos normotensos. Tal efeito foi prevenido pelo exercicio fisico. In vitro,
na musculatura lisa, a angiotensina Il apresenta efeito contratil, porém pouco
sustentavel (LUDKE, 1989). Por outro lado, sugerimos que a exposi¢do continua in

vivo ocasionada pela hipertensdo 2R1C possa desencadear um efeito oposto no
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tecido gastrico, relaxando o mesmo. Especulamos ainda, que tal efeito possa estar
envolvido na diminuicdo do esvaziamento gastrico, uma vez que a complacéncia
géstrica esta diretamente envolvida com a motilidade. Assim, o exercicio é capaz de
modular os efeitos da angiotensina Il prevenindo a diminuicdo da responsividade
gastrica in vitro.

A funcdo normal do trato gastrointestinal depende de uma comunicacao
bidirecional do intestino com o SNC, controlada em parte pelo SNA. O nervo vago
forma o principal substrato neural parassimpéatico do SNA, enquanto os aferentes
espinhais formam os nervos simpaticos (TAK et al., 2009). Em homeostase, ha um
delicado equilibrio entre as influéncias simpaticas e parassimpaticas, responsavel
pela liberagdo de hormonios, motilidade gastrointestinal e a manutengdo desse
sistema. Uma escassez de atividade vagal foi identificada como uma caracteristica
fisiopatolégica em uma série de disturbios relacionados ao trato gastrointestinal,
entre eles disturbios relacionados a motilidade. H& estudos preliminares que
postularam que a disfungdo autonémica pode contribuir para o desenvolvimento da
dismotilidade (BONAZ et al., 2016).

Outros fatores podem estar envolvidos no aumento da retencdo gastrica em
ratos hipertensos 2R1C. Em um estudo realizado por Lincevicius et al., (2015) foi
mostrado que a aldosterona contribui amplamente para a disfuncdo autonémica. No
entanto, quando realizado bloqueio mineralocorticoide com espironolactona nos
animais hipertensos houve diminuicdo da PA, reducdo da atividade simpatica e
expressdo reduzida de renina. Além disso, a infusdo intracerebroventricular de
aldosterona em ratos aumenta a pressdo sanguinea e atividade simpatica,
aparentemente aumentando o estresse oxidativo. Esses relatos contribuem para a
sugestdo que a aldosterona pode ter influéncia sobre a motilidade gastrica de ratos
hipertensos 2R1C.

Outro fator que pode estar relacionado com a dismotilidade observada em
ratos hipertensos 2R1C é o estresse oxidativo. De acordo com Campos et al., 2011,
a ANG I, foi encontrada em altas concentracdes em ratos com hipertensédo 2R1C, e
atuando nos receptores ATi, resultando na sintese de fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NADPH), a qual é uma fonte enzimatica de producdo do
anion superoéxido (O2), uma espécie reativa de oxigénio (ROS). Sabe-se também

gue a elevacao do estresse oxidativo, por acdo da ANG II, reduz a biodisponibilidade
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de NO, aumentando a vasoconstricdo, gerando um aumento da atividade simpatica
(OLIVEIRA-SALES et al., 2008). O estresse oxidativo também esta relacionado a
alteracdes na motilidade intestinal (CHANDRASEKHARAN et al., 2011). No entanto,
no estudo realizado por Sousa et al., 2015, foi relatado que o exercicio fisico regular
em ratos 2R1C diminuiu os niveis de anion superoxido, indicando o efeito benéfico
do exercicio fisico sobre esse parametro. No entanto mais estudos sdo necessarios
para elucidar se a aldosterona e o0 estresse oxidativo teriam efeitos sobre a
motilidade de ratos hipertensos 2R1C e se o exercicio teria algum efeito sobre esse
parametro.

Em conclusdo, os nossos resultados demonstram que o exercicio fisico
contribui para a atenuacdo dos efeitos do SRA sobre a motilidade gastrica de ratos
hipertensos 2R1C, com diminuicdo do tdnus simpético e aumento do tbnus
parassimpatico, com consequente melhora na modulagdo autondmica em ratos e,
gue os animais hipertensos apresentam diminuicdo da responsividade ao carbacol
em fundo de estdbmago, sendo esse efeito prevenido pelo Exercicio fisico.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios a fim de elucidar os mecanismos

subjacentes envolvidos nesses efeitos.



Conclusoes
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6. CONCLUSOES

o A Hipertensédo 2R1C provoca aumento da retencdo gastrica em ratos;

o O blogueio do SRA com os anti-hipertensivos: Alisquireno, Captopril e
Losartana associados ou ndo ao Exercicio 5% diminuem a retencdo gastrica em

ratos hipertensos 2R1C;

o O Exercicio fisico preveniu o aumento da retencao géastrica em ratos

hipertensos 2R1C;

o Animais hipertensos (2R1C) apresentam menor forca de contracdo em tiras
de fundo gastrico em relagdo aos animais normotensos, no entanto, este efeito é
prevenido pelo exercicio fisico, que aumenta a capacidade de resposta contratil

deste tecido;
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Figura 40. Diagrama esquematico representativo dos efeitos da hipertensao 2R1C e

do exercicio fisico sobre a retencéo gastrica.

Hipertensao 2R1C
Legenda

‘ Efeitos da hipertensdo 2R1C

Exercicio fisico _l @ % ‘ e ——
l Renina I_ Alisquireno

Captopril —|ECA l

Receptor F Losartana
AT1

S VEG
Diminui batimentos ) ﬁ
== cardiacos - M X Acelera batimentos
2 — é/& cardiacos

_— . Inibe peristalse e
- . . secregao
Estimula peristalse e Retengao gastrica

secregao

I Atividade Hiperatividade
parassimpatica simpatica

Legenda: A hipertensdo 2R1C é caracterizada principalmente por uma hiperatividade do SRA que
induz o aumento na concentracdo de Renina e consequentemente a elevacao de niveis de ANG Il
circulantes. A alta concentracdo de ANG Il leva a uma maior ativacdo de receptores AT, podendo
ocasionar um desbalanco autondmico com aumento exacerbado da ativagdo simpatica. A acdo da
ANG Il em seus receptores também esta diretamente relacionada com a diminuicdo do esvaziamento
gastrico, aumentado, portanto a retengdo gastrica. Além disso, a elevagcao do tdnus simpatico esta
envolvida no surgimento de desordens gastricas. Dentre outros efeitos, o exercicio fisico moderado
age atenuando o eixo ECA/ ANG II, aumentando a atividade parassimpatica e, portanto, ocasionando
efeitos benéficos como a prevencdo do aumento da pressdo arterial e a diminuicdo da retencao
gastrica; parametros também modulados pelo bloqueio do SRA com os farmacos anti-hipertensivos
(Alisquireno, Captopril e Losartana). Fonte. Autoria propria, 201
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