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SILVA. M.S. Exercicio fisico e tratamento com piridostigmina previnem diminuicdo do
esvaziamento gastrico e alteracdes na sensibilidade do barorreflexo induzidas por cisplatina
em ratos.[Dissertacdo]. Piaui: Progama de Pés-graduacdo em Farmacologia. Universidade
Federal do Piaui, 2019.

RESUMO

A quimioterapia consiste no emprego de substancias quimicas, isoladas ou em
combinacdo, com o objetivo de tratar as neoplasias malignas atuando em nivel celular,
interferindo no processo de crescimento e divisdo, contudo sem especificidade, néo
destruindo seletivamente ou exclusivamente as células tumorais. Por ndo possuirem
especificidade, essas drogas agridem também células hormais quem possuem caracteristicas
comuns as células tumorais. Devido esta agresséo as células normais ocorre a toxicidade e
os efeitos colaterais dos quimioterapicos. Cada quimioterapico possui seu perfil de toxicidade
e efeitos colaterais, ressaltando-se a necessidade de abordagem terapéuticas farmacolégicas
ou ndo farmacolégicas que previnam tais efeitos adversos. Varios estudos demonstram
alteracBes gastrintestinais associadas ao uso de cisplatina. Entretanto, pouco se sabe sobre
o efeito do exercicio fisico e da piridostigmina na atenuagdo desses efeitos colaterais
relacionados a sua toxicidade. O objetivo desse estudo foi investigar o efeito do exercicio
fisico e da piridostigmina sobre a dismotilidade gastrointestinal induzida por cisplatina em
ratos. Os ratos foram submetidos a inducao de dismotilidade gastrica com cisplatina (3mg/Kg)
uma vez por semana durante cinco semanas administrada via intraperitoneal.
Concomitantemente a inducdo de dismotilidade gastrica era realizada a administracdo de
piridostigmina (1,5 mg/ml), via oral ou com treinamento fisico de natacdo com sobrecarga de
5%, p.c. durante cinco dias na semana. Apds cinco semanas de abordagem farmacoldgica ou
ndo farmacolégica, avaliamos a retencdo gastrica, a responsividade de fundo gastrico ao
carbacol, PAM, FC, VFC e sensibilidade do baroreflexo. A cisplatina aumentou
significativamente (p<0,05) a retencdo gastrica dos animais submetidos a inducdo de
dismotilidade gastrica, esse efeito foi prevenido pelo exercicio fisico e pela piridostigmina.
Houve também uma diminuigdo significativa (p<0,05) a responsividade de fundo gastrico ao
carbacol dos animais do grupo cisplatina em relacdo aos ratos salina, foi observado que o
exercicio fisico e a piridostigmina alterou significativamente (p<0,05) a responsividade
contrétil do fundo géastrico promovendo uma recuperacdo da contratilidade do fundo géastrico
nas concentracdes estudadas. A cisplatina causou aumento significativo (p<0,05) da presséo
arterial e diminuicdo da frequéncia cardiaca quando comparado com ratos salina, foi
observado também diminuic¢&o significativa (p<0,05) da sensibilidade do baroreflexo nos ratos
cisplatina quando comparado aos ratos salina. Concluimos que a cisplatina aumenta a
retencdo gastrica e diminui a responsividade de fundo gastrico ao carbacol além de aumentar
a pressao arterial e diminuir a sensibilidade do baroreflexo, esses efeitos foram prevenidos
pelo exercicio fisico e piridostigmina.

Palavras-chave: cisplatina, esvaziamento gastrico, baroreflexo, exercicio fisico,
piridostigmina



SILVA. M.S. Physical exercise and pyridostigmine treatment prevent decreased gastric
emptying and changes in cisplatin-induced baroreflex sensitivity in rats [Dissertation]. Piaui:
Graduate Program in Pharmacology. Federal University of Piaui, 2019.

ABSTRACT

Chemotherapy consists of the use of chemical substances, alone or in combination,
to treat malignant neoplasms acting at the cellular level, interfering with the process of growth
and division, but without specificity, not selectively or exclusively destroying the tumor cells.
Because they do not have specificity, these drugs also attack normal cells that have
characteristics common to tumor cells. Due to this aggression to normal cells, the toxicity and
side effects of chemotherapeutic agents occur. Each chemotherapy has its profile of toxicity
and side effects, highlight the need to approach pharmacological or non-pharmacological
therapies that prevent such adverse effects. Several studies have demonstrated
gastrointestinal changes associated with the use of cisplatin. However, little is known about
the effect of exercise and pyridostigmine on the attenuation of these side effects related to its
toxicity. The goal of this study was to investigate the effect of physical exercise and
pyridostigmine on gastrointestinal dysmotility induced by cisplatin in rats. Rats submitted
induction of gastric dysmotility with cisplatin (3mg / kg) once week for five weeks given
intraperitoneally. Concomitantly with the induction of gastric dysmotility, it was made
administration of pyridostigmine (1.5 mg / ml), orally or with physical exercise training with
overload of 5%, p.c. for five days a week. After five weeks of pharmacological or non-
pharmacological approach, we evaluated gastric retention, gastric fundus responsiveness to
carbachol, MAP, HR, HRV and baroreflex sensitivity. Cisplatin increased significantly (p <0.05)
the gastric retention of the animals submitted to induction of gastric dysmotility, this effect was
prevented by physical exercise and by pyridostigmine. There was also a significant (p <0.05)
decrease in the gastric fundus responsiveness to carbachol of animals from the cisplatin group
compared to saline rats, it was observed that physical exercise and pyridostigmine significantly
altered (p <0.05) the responsiveness contractility of the gastric fundus promoting a recovery of
contractility of the gastric fund at the concentrations studied. Cisplatin caused a significant (p
<0.05) increase in blood pressure and a decrease in heart rate when compared to saline rats,
and a significant (p <0.05) decrease in baroreflex sensitivity was observed in cisplatin mice
when compared to saline rats . We conclude that cisplatin increases gastric retention and
decreases gastric fundus responsiveness to carbachol in addition to increasing blood pressure
and decreasing the sensitivity of the baroreflex, these effects were prevented by physical

exercise and pyridostigmine

Key words: cisplatin, gastric emptying, baroreflex, physical exercise, pyridostigmine
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LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SIMBOLOS
BPM batimentos por minuto
CCh carbacol
ECG eletrocardiograma
EF exercicio fisico
EG esvaziamento gastrico
eNOS Oxido nitrico sintase endotelial
FC frequéncia cardiaca
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 dinucleétido de nicotinamida e adenina
NaOH hidroxido de sodio
NO oOxido nitrico
O; anion superoxido
PA presséo arterial
PAD presséo arterial diastolica
PAF fator de ativacao de plaquetas
PAM presséo arterial média
PAP presséao arterial de pulso
PAS presséao arterial sistolica
PE polietileno

I. p intraperitoneal



RG retencgdo gastrica

RR intervalo RR

ROS espécies reativas de oxigénio

SNA sistema nervoso autbnomo

SNC sistema nervoso central

SNE sistema nervoso entérico

SNP sistema nervoso periférico

TCA acido tricloroacetico

TGl trato gastrointestinal

VFC variabilidade da frequéncia cadiaca

v.0. via oral

UNIDADES

g grama

h hora

M molar

N normal

mg / kg miligrama por quilograma
mg / mL miligrama por mililitro
nm nandémetro

ML microlitro

MM micromoles

Mg micrograma
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INTRODUCAO

1.1. QUMIOTERAPIA

Segundo Bonassa (2005), a quimioterapia consiste no emprego de substancias
quimicas, isoladas ou em combinacdo, com o objetivo de tratar as neoplasias
malignas atuando em nivel celular, interferindo no processo de crescimento e divisao,
contudo sem especificidade, ndo destruindo seletivamente ou exclusivamente as
células tumorais.

Os primeiros registros de tratamento quimioterapico datam do final do século
XIX, com a descoberta da solucédo de Fowler (arsenito de potassio) por Lissauer em
19885 e da toxina de Coley (combinacado de produtos bacterianos) em 1980. Durante
a Segunda Guerra Mundial, foram identificadas substancias citotéxicas, como o gas
de mostarda, que despertaram interesse de farmacologistas clinicos a servico do
Pentagono norete-americano, que o utilizaram em pacientes com linfoma de Hodking
e leucemia cronica obtendo regressdo de curta duracdo (BONASSA, 2005;
ALMEIDA,2004).

Diversos compostos tem sido usados no tratamento do cancer. Atualmente sao
empregados para o tratamento oncoldgico, cerca de 50 agentes quimioterapicos.
Entretanto pesquisadores estdo sempre investigando ndo somente com o intuito de
descobrir novos compostos, mas principalmente, de planejar esquemas com menor
toxicidade e formas eficientes de prevencao de efeitos colaterais.

A carcinogénse é um processo de multiplas etapas, esse processo inicia-se no
nacleo celular a partir de comandos de proliferacao celular desordenada. No nucleo
celular encontra-se os genes, que irdo participar do processo de divisdo celular. Estes
genes sao compostos por moléculas de DNA (acido desoxirribonucleico) que
especificam as sequéncias de ligagdo dos aminoacidos para formarem uma
determinada proteina. Que é responsavel por realizar determinado efeito bioldgico no
gene (BRENNA; SYERJANEN, 2003)

Duas classes de genes sdo responsaveis por proliferacdo desordenada
presente nos tumores apresentados pelo homem. Esses genes em sua funcao normal
coordenam o ciclo celular em toda sua sequéncia de eventos, para que as ceélulas
crescam e se dividam (CHEN; HUNTER, 2005)
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O ciclo celular, tanto para células normais quanto para células neoplasicas é

composto de quanto fases distintas, como descritas a seguir:

G1: a célula tem seu tamanho aumentado e prepara-se para replicar seu DNA;

S: também chamada de sintese, fase em que ocorre a replicacdo do DNA, permitindo
gue a célula dupliqgue seu material genético;

G2: apos a replicacao, a célula se prepara para a proxima fase, a mitose (M);

M: fase em que a célula-mée aumentada, se divide em duas células-filhas, com igual
ndamero de cromossomos e imediatamente estas duas células entram em fase G1 e

podem reiniciar o ciclo celular.

Figura 1: Fases do ciclo celular
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e proteinas

Fonte: Baquiram e Gallagher (1998)

A diferenca entre a divisdo desses dois tipos celulares esta no fato das células
normais se dividirem para suprir necessidades do organismo, havendo u equilibrio
entre as células que nasceram e as que morreram.

As células tumorais tém um crescimento acelerado e desordenado no inicio,
seguido por uma fase em que a aglomeracao celular passa a sofrer com a falta de

nutrientes e de espaco para continuar o crescimento.
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Os agentes quimioterpicos sao tdxicos para os tecidos de rapida proliferacéo,
caracterizados por ciclos celulares curtos. Deste modo, sdo mais eficazes quando
utilizados mais precocemente. (SCHAFER,1996; BONASSA, 2005).

A classificacdo dos quimioterapicos pode ser feita de acordo com sua estrutura
quimica e funcdo ou de acordo com sua especificidade no ciclo celular. De acordo
com sua estrutura quimica e funcéo, os quimioterapicos classificam-se em agentes
alquilantes, antimetabdlicos, antibidticos antitumorais, nitrosuréias, alcaloides da
vinca, podendo-se incluir aqui também os medicamentos hormonais (ANELI, 1996;
BONASSA, 2005; RIUL, 1995).

Agentes alquilantes sdo os quimioterapicos capazes de causar alteracdes nas
cadeias do DNA celular, impedindo sua replicacdo em qualquer fase do ciclo, isto €,
cpelulas em repouso ou em processo de divisao ativa. Principais exemplos de agente
alquilantes: mostarda nitrogenada e derivados (mecloretamina, ciclofosfamida,
clorambucil), etilenamina, epoxidos (dibromomanitol, dibromocitrol), alquil sifonatos
(bussulfan), nitrosouréias (carmustine, lomustine, streptomizicin), diaquitriazenes
(dacarbazina), streptozocina, ifosfamida, melfalan, cisplatina, estramustina,
melfalano, tiopeda, semustina, dacarbazina, carboplatina.

Os agentes antimetabdlicos sdo aqueles que estruturaimente se assemelham
aso metabdlicos naturais, esseciais ao funcionamento celular, incorporando-se a
célula e transmitindo mensagens erréneas, bloqueando assim a producao de enzimas
necessarias a sintese de substancias fundamentais ou interpondo-se as cadeias do
DNA e RNA, especialmente na fase “S” da divisdo celular, quando se da a sintese de
DNA. Principais exemplos de agente antimetabdlicos: metotrexato, sdo analogos da
purina (6-mercapturina, 6-tioguanina, azatioprina), analogos da pirimidina (5-
flurouracil, citosin-arabinosidio).

Os antibioticos antitumorais sao agentes resultantes da fermentacéo de fungos
gue possuem propriedades citotdxicas, interferindo na sintese de acidos nucleicos
através da intercalagdo, impedindo a duplicacéo e separacéo das cadeias de DNA e
RNA nesta fase especifica do ciclo celular. Principais exemplos de antibioticos
antitumorais: antaciclicos (doxorubicina, daunublastina, epirubicina, idarubicina),
bleomicina, mitomicina, mitoxotrona.

As nitrosuréias sao agentes pertencentes ao grupo de quimioterapicos que tém,

provavelmente, acao similar a dos agentes alquilantes, sendo, contudo, lipossoltveis
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e passando assim pela barreira hematoliquérica. Algumas atuam em fases especificas
do ciclo celular, outras ndo, sendo capazes de agredir células tanto em repouso como
em processo de divisdo ativa. Principais exemplos de nitrosuréias: carmustine,
lomustine, streptomizicin.

Os alcaloides da vinca sé&o inibidores mitoticos que atuam especificamente
sobre células em fase de mitose, impedindo a formacdo dos microtubulos, estruturas
responsaveis pela polarizacdo dos cromossomos, indispensavel no processo de
divisdo celular. Pincipais alcaloides da vinca: grupo da vincristina e vimblastina,
paclitaxel, teniposido e etoposido.

Agentes hormonais, algumas vezes, sao utilizados na terapia do cancer com o
objetivo de deter crescimento tumoral. Uma vez que, para crescer e funcionar, muitos
tumores, a exemplo de varios tecidos, dependem dos niveis hormonais,
principalmente aqueles tumores derivados de mama, prostata, Utero e tirebide, a
manipulagéo de hormonios tem a finalidade de inibir o crescimento desses tumores.

Contudo, esta finalidade é mais paliativa do que curativa

1.2. EFEITOS ADVERSOS DOS QUIMIOTERAPICOS

Por ndo possuirem especificidade, 0s quimioterdpicos nao agridem
seletivamente ou exclusivamente as células tumorais. Essas drogas agridem também
células normais quem possuem caracteristicas comuns as células tumorais, ou seja,
rapida proliferacdo, caracterizada por alta atividade mitética e ciclo celular curto. Em
funcdo desta agressao as células normais se da a toxicidade ou os efeitos colaterais
dos quimioterapicos (BONASSA, 2005).

Os efeitos adversos relacionados ao tratamento com quimioterapicos relaciona-
se ao fato da sua ndo-especificidade pelas células tumorais. Esses efeitos predominas
nas células de rapida divisdo celular, como as do tecido hematopoiético, do tecido
germinativo, do foliculo piloso e do revestimento gastrintestinal, e alguns outros
orgaos que podem ser afetados em maior ou menos grau (BONASSA, 2005).

Cada quimioterapico possui seu perfil de toxicidade e efeitos colaterais,
ressaltando-se a necessidade de abordagem terapéuticas farmacoldgicas ou nao

farmacoldficas que previnam tais efeitos adversos.
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Apesar da eficacia dos agente quimioterapicos no tratamento do cancer, estas
podem afetar o funcionamento de células normais e causar efeitos colaterais como
neuropatia periférica (....), disautonomia (....) e dismotilidade gastrintestinal (...). Os
efeitos colaterais géstricos resultam em sofrimento do paciente e limitam o tratamento
quimioterapico. Esse efeito, dentre outros, pode levar a diminuicdo da dose da droga
ou interrupcdo do tratamento contra o cancer, consequentemente diminuindo a

efetividade da terapia.

Figura 2: ComplicacBes gastrintestinais associados aos antineoplasicos

Niuseas, vomitos .
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Fonte: Adaptado de SELLIN & CHANG, 2008.

A toxicidade gastrintestinal dos quimioterapicos manifesta-se com nauseas e
vOmitos, mucosite, anorexia, diarréia e constipacdo intestinal. Estas variam de
intensidade entre leve, moderada e severa (CALABRESI, 1991; WOODLOCK, 1995).
As nauseas e vomitos, freqientemente, constituem o efeito colateral mais incbmodo
e estressante referido pelos pacientes submetidos a quimioterapia antineoplasica. Sua
ocorréncia é atribuida a estimulacao do centro controlador do vomito (centro emético)
localizado no sistema nervoso central e sua intensidade guarda relacdo com o

potencial emético da droga utilizada, bem como, com fatores adicionais como dose,
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via de administracdo, velocidade de aplicacdo, combinacédo de drogas e ainda por
reflexo condicionado (CALABRESI, 1991) A mucosite pds-quimioterapia deve-se a
destruicdo das células de revestimento de todo o trato gastrintestinal pela acédo dos
quimioterapicos, uma vez que, essas células também apresentam um ciclo de vida
curto e rapida proliferacdo com alta taxa de atividade mitética. Esta agressdo pode
manifestar-se como ulceracées da mucosa oral, retal e anal, podendo ser leve,
moderada ou severa; aparece entre dois a dez dias ap0s a aplicagdo do
quimioterapico e torna o paciente susceptivel a infec¢des, necrose e sangramento
(BRENDER, 1996) A anorexia apresentada pelos pacientes submetidos a
quimioterapia deve-se a varios fatores associados a esta e entre si. Mudancas na
musculatura e mucosa do estdmago e intestino delgado retardam o processo
digestivo, promovendo uma sensacdo de plenitude gastrica que interfere no apetite.
Somados a este fato, estdo a presenca de nauseas e vomitos, freqlientemente de
mucosite oral, alteracbes do paladar relacionadas a alguns quimioterapicos
especificos, e ainda alteracdes psicolégicas como medo, ansiedade, depresséo e
estresse (WOODLOOK, 1995; RIUL, 1999).

A diarreia frequentemente aparece como manifestacdo de toxicidade
gastrintestinal, porque a acdo dos quimioterapicos sobre as células deste trato
provoca uma descamacado da mucosa sem reposi¢cdo adequada, fazendo com que a
irritacdo, inflamacédo e alteracbes funcionais levem a diarreia (BRENDER, 1997).
Quando intensa e associada aos demais efeitos colaterais dos quimioterapicos sobre
o trato gastrintestinal, a diarréia pode agravar de forma significativa o estado geral do
paciente predispondo-0 a complicacbes como desidratacdo, desequilibrio hidro-
eletrdlico, diminuicdo da absorcédo caldrica, perda de peso e fraqueza (WOODLOCK,
1995; BRENDER, 1997). Ainda a constipacéo intestinal pode manifestar-se como
toxicidade gastrintestinal dos quimioterapicos. Especificamente relacionada a
quimioterapia, a constipagdo intestinal € antes uma neurotoxicidade, em que ha
diminuicdo da motilidade gastrintestinal devida a acdo das drogas sobre o sistema
nervoso do aparelho digestivo, levando mesmo a quadros de ileo paralitico. A
constipacéo intestinal freqiientemente provoca anorexia, desconforto, dor e distenséo
abdominal. Quando prolongado, este quadro pode ainda provocar nauseas, vomitos
e desequilibrio eletrolitico. (CALABRESI, 1991; WOODLOCK, 1995; BRENDER,
1997).
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A quimioterapia pode causar ainda disfungdo auton6mica, indicativa de
neuropatia que afeta, indicativa de neuropatia que afeta o sistema nervoso autbnomo.
Existem evidéncias clinicas de disautonomia em paciente tratados com cisplatina ou
vincristina. Os efeitos adversos mais relatados por pacientes em tratamento s&o:
fadiga, nduseas vémitos, diarreia, constipacdo, hipotensdo postural. (BOOGERD et
al, 1990; EARL et al, 1998).

Muitas drogas quimioterapicas sao conhecidas por causar dismotilidade,
incluindo neste grupo os analogos platinos (cisplatina e caboplatina), os alcaloides da
vinca (vincristina, vimblastina, vindesina e vinorelbina), taxol, talidomina e varios
outros (WEN, 2003; WINDEBANK,1999; HARTUNG,2002).

1.3. CISPLATINA

A cisplatina (cis-diamina-dicloro-platino [11]), foi descrita pela primeira vez, como
um agente antineoplasico em 1965 por Rosenberg e colaboradores. Ao estudar os
efeitos de campos elétricos sobre o crescimento bacteriano, Rosenberg observou que
guando um campo elétrico era aplicado em eletrodos de platina imersos em uma
solucéo aerdbica de Escherichia Coli crencendo na presenca de NH,CI, as bactérias
nao se dividiam normalmente, mas adiquiriam um crescimento filamentoso atingindo
tamanho até 300 vezes acima do normal. Entdo, como 0s compostos de platina
inibiam a divisdo celular sem matar as bactérias, especulou-se que eles poderiam
inibir o rapido crescimento de células tumorais, sem matar as demais células do tecido
hospedeiro (SHERMAN e LIPPARD, 1987; ROSENBERG; MANSY; THOMPSON,
1983). A cisplatina esta entre os agentes quimioterapicos mais frequentemente
utilizados para o tratamento de uma ampla variedade de tumores malignos, como o
cancer em ovarios, peritdnio, bexiga, pulmao, testiculo e colo do uUtero (DECATRIS et
al., 2004; NELSON et al., 2010; PEZZUOLO et al., 2010).

1.4. FARMACODINAMICA E FARMACOCINETICA DA CISPATINA

A cisplatina é um farmaco de configuragéo plana, possuindo um atomo central

de platina envolto por dois atomos de cloro e dois atomos de amoénia.
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Figura 3: Férmula estrutural da cisplatina
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Fonte: Disponivel em: www.researchgate.net

A presenca de ion cloreto no plasma e nas células modula a reatividade da
cisplatina in vivo. Sabe-se que o farmaco administrado por injecdo intravenosa é
ativado durante passagem pelas membranas celulares (ROSENBERG, 1985).

Uma vez no interior do plasma, os ions cloreto da molécula de cisplatina se
dissociam da platina devido a baixa concentracdo intracelular de ions (0,145 M no
meio extracelular e 3mM no meio intracelular), o que facilita esse processo,
produzindo maiores quantidades de complexos aquosos, mais reativos ( COHEN;
LIPPARD, 2001). A hidrdlise intracelular da cisplatina leva a formacéo dos metabdlitos
reativos: diaquo-diamino-platino e mono-cloro-mono-aquo-diamino-platino, capazes
de alquilar bases pirimidinicas (SCHELLMANN, 2001).

A substituicdo do cloreto pela agua fornece uma molécula carregada
positivamente, capaz e ligar-se a neurofilos celulares do DNA e RNA e proteinas.
Assim o efeito antineoplasico da cisplatina se da através da troca de moléculas cloro
em cis por agua ou grupos hidroxil, dando origem a compostos altamente reativos.
(LIPPARD, 1987; HALABE; WONG; SUTTON, 1991).
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Figura 4: Estrutura e ativagédo da cisplatina
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Fonte: disponivel em: http://gnint.sbg.org.br

Os complexos de platina sdo capazes de reagir com o DNA, formando ligacfes
cruzadas intra e interfilamentares, promovendo distor¢cdes na dupla hélice do DNA e
impedindo sua replicacdo (ZWELLING; KOHN, 1979; SHERMAN; LIPPARD, 1987).
Evidéncias experimentais indicam que os pontes DNA-cisplatina sdo os responsaveis
pela morte das células em divisdo (EASTMAN, 1999). A capacidade de cisplatina para
induzir apoptose € efetivamente influenciada pelo fluxo de K+ celular. A reducdo das
correntes de K+ dependentes de voltagem pela 27 cisplatina pode estar ligada a
ativacdo de enzimas que levam a apoptose (MARKLUND et al., 2001).


http://qnint.sbq.org.br/
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Figura 5: Ligacdo da molécula de cisplatina ao DNA
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Fonte: MARKLUND et al., 2001

Uma vez dentro da célula a cisplatina reage coma agua. O atomo de platina
liga-se covalentemente a posi¢cao N’ da purinas formando ligagdes cruzadas 1, 2 ou 3
intrafilamentares e ligacdes cruzadas interfilamentares. Essas ligacdes ao DNA
ocorrem em substituicdo aos ions cloreto da maolécula original de cisplatina. Esses
adutos cisplatina-DNA causam varias respostas celulares, tais como: inibicdo da
replicacdo, inibicdo da transcri¢do, interrupcdo do ciclo celular, reparo do DNA ou
apoptose (WANG; LIPPARD, 2005).

Embora a cisplatina (cis-diaminocloroplatina 1l) seja um efetivo agente
antineoplasico, seu uso clinico é altamente limitado, predominantemente devido ao
seu potencial nefrotéxico. Alguns autores jA descrevem o uso de cisplatina com
anterior administracdo subcutanea de solugéo salina em uma concentracao de 0,9%
para evitar nefrotoxicidade em ratos (CORNELISON et al, 1993)

Dependendo da dose e do método de administracéo da cisplatina, a toxicidade
limitante pode incluir nefrotoxicidade (CORNELISON, REED, 1993), neurotoxicidade
(BOOGERD et al., 1990; CANO et al., 1998; ROELOFS et al., 1984; THOMPSON et
al., 1984) e ototoxicidade (SMOORENBURG et al., 1999), além de mielosupressao
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(GANDARA et al.,, 1991) e disturbios gastrintestinais (CABEZOS et al.,, 2008;
CABEZOS et al., 2010; HUANG et al., 1995; PEZZUOLO et al., 2010). Pode ainda
causar nauseas, vomitos, anorexia e perca de peso. (CABEZZOS et al., 2010)

Varios estudos demonstram alteragcdes gastrintestinais associadas ao uso da
cisplatina. Pezzuolo et al, (2010) relataram que 3% dos pacientes idosos com cancer
de pulméo, que fizeram uso deste quimioterapico (20 mg/m2, nos 3 primeiros dias de
um 32 ciclo de 21 dias), tiveram como efeito colateral a toxicidade gastrintestinal.
Nelson et al., 1993 afirmaram que a cisplatina induz o vémito em 90% dos pacientes
e retarde do esvaziamento géastrico que podem ser responsaveis, em parte, por
anorexia, saciedade precoce e nduseas associadas ao tratamento do cancer. Estes
problemas podem estar relacionados a disfuncdo do sistema nervoso autbnomo
(NELSON et al., 2002). As alteracbes gastrintestinais relacionadas a cisplatina, em
particular o comprometimento da motilidade, tém sido associados a uma possivel
neuropatia autondémica.

Nos estudos sobre a neuropatia autondmica induzida por cisplatina em
roedores, a inibicdo dose-dependente no esvaziamento gastrico, refletida por acimulo
de alimento no estdbmago, anorexia e dismotilidade gastrintestinal (BRADNER, 1981,
CABEZOS et al.,, 2008; CABEZOS et al.,, 2010) estdo associados a disfuncdo

autondmica.

1.5. DISFUNCAO AUTONOMICA

O sistema nervoso autbnomo é o efetor de um sistema homeostéatico maior,
cujos “painéis de controle” ficam situados em varios nucleos do tronco encefalico, do
hipotadlamo e do prosencéfalo basal e sdo supridos de sinais continuos de todas as
partes do organismo. (JACOMINI, 2007).

O sistema nervoso humano tem dois componentes basicos que, embora
anatomicamente separados, estdo funcionalmente interconectados: 0 sistema
nervoso central, composto pelo cérebro e medula espinhal, e o sistema nervoso
periférico, formado por grupos de neurdnios, designados ganglios, e pelos nervos, que
saem do cérebro e da medula espinhal. (BERNARROCH, 1993) O sistema nervoso
periférico é dividido em somatico e autbnomo: a parte somatica € responsavel,

principalmente, pelas informagdes sensoriais sobre o meio fisico que nos cerca, como
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também pela posicdo dos musculos e dos membros inferiores. A divisdo autbnoma
(sistema nervoso autbnomo) €, na verdade, o sistema motor das visceras,
musculatura lisa do corpo (especialmente dos vasos) e das glandulas exocrinas. O
sistema nervoso autbnomo é composto por trés partes distintas, ou seja, 0s sistemas
simpético, parassimpatico e nervoso entérico. O sistema simpético é fundamental no
controle das reacBes do corpo ao estresse, enquanto o parassimpatico restaura e
mantém as condi¢des de equilibrio e repouso. O sistema nervoso entérico controla as
funcBes dos intestinos. Os 6rgdos e sistemas governados pelo sistema nervoso
autdnomo funcionam, em geral, independentes de nossa vontade, embora algumas
vezes possam ser afetados por impulsos voluntarios ou emocionais. Incluem os
sistemas cardiorrespiratorio, gastrointestinal e geniturinario. O sistema nervoso
autbnomo é vital na manutencédo da homeostase, porque regula a pressao arterial, o
balanco hidroeletrolitico e a temperatura corporal. (GRUBB et al, 2000)

As terminacdes nervosas do SNA tém como alvo fibras musculares (lisas na
maioria, estriadas no coracéo) e células glandulares e coordenam as funcdes de
diferentes o6rgdos e sistemas do corpo. Tanto a divisdo simpéatica como a
parassimpatica apresentam uma sinapse entre o neurénio central e o alvo periférico:
a sinapse ganglionar. O neurotransmissor da sinapse ganglionar € geralmente a
acetilcolina nas duas divisdes. (JACOMINI, 2007).

Alguns quimioterapicos possuem a capacidade de induzir disfuncdo
autonémica secundaria devido a sua utilizagdo a longo prazo. Dentre os principais
sinais clinicos de disfuncdo autondmica esta a reducdo do esvaziamento gastrico.
Essa reducdo esta associada a comprometimento no nervo vago. Os disturbios da
motilidade colénica se manifestam por diarréia ou constipacdo. A constipacao
intestinal, mais freqlente que a diarréia, € raramente relatada espontaneamente pelo
paciente (FOSS-FREITAS, 2008).

A disautonomia € caracterizada pelo aumento da atividade simpatica e
diminuicdo da atividade parassimpatica, esta disfuncdo acarreta em aumento da
retencdo gastrica causada por hiperatividade simpatica e diminuicdo da atividade
vagal. Além de repercussdes gastrintestinais, a disfungao autonémica também leva a
alteracdes no sistema cardiovascular como aumento da pressao arterial, diminuigao
da resposta baroreflexa e diminuicdo da variabilidade da frequéncia
cardiaca.(MOSTARDA et al, 2009)
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Figura 6: Influéncia do sistema nervoso autonémo no trato gastrintestinal e sistema

cardiovascular.

Two-neuron chain from CNS to effector organs

ACh )} ~ 4 NE

= © Ap¥Y/ n = Z 0.9
u v ] \Q?) QA
o g >, g Unmyelinated Ny 9
» & Lightly myelinated  Ganglion postganglionic axon
g % preganglionic axons Epinephrine and +
3 5 ACh~( - m.norepinephrine -
E 0 (e X Stimulatory
Wy - ) or inhibitory,
o (S ——— depending
= Adrenal medulla Blood vessel on neuro-
o ¢ transmitter
Zz R and receptors
E £ ACh ACh . on effector
2 'q' v/ o v Smooth muscle organs
= £ MU | “4 Yva (eg,ingut) glands,

= Lightly myelinated > Unmyelinated = cardiac muscle

g preganglionic axon Ganglion postganglionic

< axon

A\ Acetylcholine (ACh) @ Norepinephrine (NE)

Fonte:Adaptado de LOW, 2018.

1.6. PIRIDOSTIGMINA

No Sistema Nervoso Periférico, os inibidores da enzima acetilcolinesterase
agem elevando a atividade da acetilcolina nas sinapses pdés-ganglionares
parassimpaticas, aumentando a secrecdo de glandulas salivares, lacrimais,
gastrointestinais e brénquicas, causam bronquiconstricdo, hipotenséo, bradicardia,
gueda da pressao intraocular e aumentam a atividade peristaltica (CUMMINGS,
2000).
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Figura 7: Terminal sinaptico
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Além da utilizacao farmacolégica de agonistas muscarinicos para aumentar a
disponibilidade de acetilcolina na fenda sinaptica, drogas anticolinesterasicas, podem
exercer o mesmo efeito, visto que impedem a hidrélise da acetilcolina pela
acetilcolinesterase (TAYLOR, 2001). Estudo observou que a donepezila, agente
anticolinesterasico capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, reproduziu os
efeitos benéficos da estimulacao elétrica da funcdo parassimpatica, ou seja, preveniu
o remodelamento cardiaco, reduziu os niveis de noradrenalina e melhorou a fungéo
cardiaca (Okazaki e cols 2010). Entretanto, os autores sugeriram que o efeito do
anticolinesterasico necessita ser mais estudo (OKAZAKI et al., 2010).

Outro agente anticolinesterasico é a piridostigmina, que é um composto aménio
quaternario, o qual inibe a hidrélise da acetilcolina por meio de uma ligagéo reversivel,
desta forma a piridostigmina prolonga a acao do neurotransmissor na fenda sinaptica
(TAYLOR, 2001). Outra importante caracteristica da piridostigmina é que ela nao

atravessa a barreira hematoencefélica, devido ao seu grupamento amoénio
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quaternario, com isso sua acao é observada, apenas, perifericamente. Apesar, do
possivel efeito benéfico desta droga em doencas cardiacas caracterizadas por um
desequilibrio autonémico, poucos estudos tém investigado o efeito da piridostigmina
sobre os efeitos colaterais causados pelo uso de cisplatina.

Estudos demonstraram que a estimulagdo colinérgica pela piridostigmina
promoveu bradicardia, e ndo alterou PA e funcdo cardiaca (CASTRO et al., 2000;
DEWLAND et al., 2007), mas reduziu a dispersao do intervalo QTc em individuos
saudaveis (CASTRO et al., 2000). Baseado nestas evidéncias, sugerimos que a
piridostigmina pode reverter o quadro de dismotilidade causado pelo antineoplasico .
Assim, estudo subseqgiente demonstrou que 2 horas ap6s a administracdo de
piridostigmina houve uma reducdo da FC e da dispersdo do intervalo QTc em
pacientes com doenca coronariana (CASTRO et al., 2002). Outra importante resposta
foi que o tratamento com piridostigmina por 48 horas (3 vezes/dia) reduziu 0 nimero
de arritmias e melhorou variabilidade da FC, indicando um aumento da modulacao
vagal em pacientes com IC (BEHLING et al., 2003). Além disso, uma Unica dose de
piridostigmina promoveu em pacientes com doenca coronariana uma maior
resisténcia ao exercicio fisico (CASTRO et al., 2004) e uma melhor recuperacdo da
FC e reducdo do intervalo QTc apo6s o exercicio fisico (ANDRONE et al, 2003;
CASTRO et al, 2006). Maior tolerancia ao exercicio fisico foi observado também em
pacientes com IC tratados por 24 horas (3 vezes/dia) com piridostigmina (SERRA et
al., 2009). Estes resultados demonstram que a estimulacdo aguda da funcéo
parassimpatica pela piridostigmina promoveu uma melhora funcional e no controle
autonémico em diferentes condi¢cfes fisioldogicas em individuos saudaveis e em
pacientes com doencas cardiovasculares.

Apesar destas evidéncias sobre o efeito da piridostigmina no sistema
cardiovascular em diferentes condicdes fisiologicas, pouco se sabe a respeito do
efeito do tratamento crénico com piridostigmina.

A piridostigmina melhora as respostas autondmicas e hemodinamicas durante
0 exercicio em pacientes com doenca arterial coronariana, (CASTRO et al., 2004,
CASTRO et al., 2006; SERRA et al., 2009), e previne a disfun¢do miocardica induzida
pelo stress mental (NOBREGA et al., 2001).
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1.7. EXERCICIO FiSICO E TRATO GASTRINTESTINAL

De acordo com a literatura, o exercicio fisico pode ser definido como qualquer
atividade planejada e estruturada que leve a um aumento do gasto energético e da
frequéncia cardiaca (GOMES et al., 2012). O exercicio regular fornece beneficios
importantes para a saude porque reduz o risco de doencas cardiovasculares e
enddcrinas, estimula o desenvolvimento saudavel de ossos e musculos e diminui a
ansiedade e a depressdo. No entanto, o beneficio do exercicio sobre o sistema
gastrointestinal ndo é totalmente esclarecido (Bl; TRIADAFILOPOULOS, 2003).

Durante a préatica de exercicios fisicos, ocorre a redistribuicdo do volume
sanguineo em direcdo aos 6rgaos e sistemas de maiores necessidades metabdlica
deixando outras areas com suprimento sanguineo limitado. Frente a atividades fisicas
mais intensas, o préprio trato gastrintestinal € submetido a uma situacédo isquémica,
fazendo com que cerca de 20-50% dos atletas relatem sinais e sintomas
gastrintestinais como nauseas, vomitos, sangramento nas fezes, azia, cdibras e
diarreia (FREITAS, 2013).

Somado a isso, a préatica de exercicios prolongados resulta em sintomas
gastrintestinais e interrupcao da motilidade pés-prandial, fato esse que € dependente
do tipo de alimento e tipo de exercicio (PETERS et al., 2002). De acordo com Leiper
et al., (2005), o exercicio intermitente com corridas e caminhadas intercaladas tende
a promover uma diminuicdo do esvaziamento géastrico de refeicbes a base de
carboidratos.

Uma das possiveis hipéteses para as causas destes sintomas gastrintestinais
€ a reducéo do fluxo sanguineo intestinal que ocorre devido a acéo das catecolaminas
sobre os receptores a-adrenérgicos, causando vasoconstricdo dos leitos vasculares,
e uma ativagcao do sistema renina-angiotensina, induzida pela hipovolemia, provocada
pela desidratacdo decorrente do exercicio (LIRA et al., 2008). Outros efeitos tambéem
sé@o causados pela diminuicdo do fluxo sanguineo durante o exercicio prolongado e
exaustivo e o estresse térmico. Entre esses efeitos estéo: alteracbes na homeostase
hidroeletrolitica, hipdxia, acidose, deplecédo de ATP e estresse oxidativo (LAMBERT,
2004). Estes efeitos podem romper as junc¢des firmes e causar danos ao enterocito,
produzindo disfuncéo da barreira intestinal, aumentar a permeabilidade de moléculas

indesejaveis e, provavelmente, incitar uma resposta inflamatoria (LAMBERT, 2009).
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Os efeitos do exercicio fisico sobre a saude geral sdo bem descritos,
principalmente sobre o sistema cardiovascular e metabolismo. (BOOTH et al.,2002).
Ja é sabido que quando praticado regularmente, os exercicios proporcionam uma
série de beneficios a pacientes em tratamento de cancer, sendo obervado: reducao
da fadiga (causada principalmente pela medicacédo), reducdo de nauseas, melhora da
forca muscular, melhor controle de peso, melhora da capacidade aerdbica e,
principalmente, observa-se uma melhora na qualidade de vida do paciente
(BIANCHINI et al., 2002).

Outro ponto importante, contudo, que nao se tem muitos relatos relacionados,
refere-se as alteragbes da motilidade gastrintestinal em tratamento de cancer com
administracdo de cisplatina, e mais particularmente como a pratica regular de
exercicio fisico pode de alguma maneira modular tais repercussdes. Nesse contexto,
tal projeto se justifica pelo fato de se tentar elucidar inicialmente como se comporta a
motilidade gastrintestinal com uso de cisplatina e em um segundo momento tentar
elucidar os possiveis mecanismos envolvidos, inclusive, através de associacdo de

piridostigmina e exercicio fisico regular.
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Objetivo
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
e Investigar o efeito do exercicio fisico e da piridostigmina sobre o esvaziamento

gastrico e a sensibilidade ao baroreflexo induzida por cisplatina em ratos.

2.2. Objetivos especificos

e Estudar a influéncia do exercicio fisico aerébico e da piridostigmina sobre a
dismotilidade gastrica induzido por cisplatina em ratos.

e Caracterizar o efeito do exercicio fisico aerébico e da piridostigmina sobre
alteracdes de contratilidade de fundo gastrico induzida por cisplatina em ratos.

e Estudar o efeito do exercicio fisico aerdbico e da piridostigmina sobre as
alteracdes de sensibilidade ao baroreflexo induzida por cisplatina em ratos.

e Investigar a influéncia do exercicio fiscio e da piridostigmna sobre balanco

autondmico simpatico e parassimpatico em ratos tratados com cisplatina.



SILVA. M.S. Exercicio fisico e tratamento com piridostigmina previnem diminuicdo do esvaziamento
gastrico e alteracdes na sensibilidade do barorreflexo induzidas por cisplatina em ratos. 2019.
PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 38

Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

Utilizamos canulas de polietileno (PE 10 e 50 Clay Adams®), para confeccéo
de canulas necessarias para canulacao da artéria e veia femoral dos animais; sistema
eletrénico de aquisicao de dados biologicos (PowerLab ADInstruments®), fio cirdrgico,
computador, lupa cirdrgica, materiais cirargicos, leito 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 (hidréxido
de sodio), TCA 20% (acido tricloroacético). Anestésicos: Quetamina, Xilazina,
Tiopental sodio. Foram usados farmaco: Cisplatina, Piridostigmina e também o

carbacol (agonista colinérgico)

3.3. ANIMAIS

Os experimentos foram realizados com ratos machos Wistar, pesando entre
200-280g, mantidos sob ciclo de 12h luz/escuro, recebendo comida e agua ad libitum.
Todos os procedimentos cirargicos e manipulacdo de animais foram conduzidos de
acordo com o guia para cuidado e uso de animais de laboratério o Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Todos os procedimentos foram
realizados em conformidade com as normas éticas do Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e com aprovacdo do Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA/UFPI), sob o numero 431/18.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Exercicio e Trato
Gastrintesinal da Universidade Federal do Piaui, procurando atenuacdo de som e

mantendo-se a temperatura em estabilidade com ar-condicionado (22°- 25°C).
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Figura 8: Representagéo esquematica de delineamento experimental utilizado.
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3.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Inducédo da Dismotilidade Gastrica pela Cisplatina

Para estes experimentos foram utilizados protocolos de tratamento
semelhantes aos descritos por Abalo et al., 2009 e Cabezos et al., 2010 para inducéo
de dismotilidade gastrica pelo uso conico de cisplatina em ratos.

A cisplatina (Citoplax® 50mg, Laboratério Quimico Farmacéutico Bergamo
Ltda S/A, Sdo Paulo-SP), cuja concentracdo é 1mg/ml, foi administrada por via
intraperitoneal na dose de 3 mg/Kg, uma vez por semana, durante cinco semanas.
Para evitar eventual nefrotoxicidade pela administracdo cronica do antineoplasico,
2mL de solucéo salina 0,9% foi injetado via subcutanea ap6s a administracdo de
cisplatina (AUTHIER et al., 2003). A toxicidade sistémica da droga foi avaliada pela
perda de peso, fraqueza, alopecia, diarreia e morte do animal.

Figura 9. Esquema de dosagem para inducdo de dismotilidade gastrica pela

administragao de cisplatina em ratos
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Fonte: Autoria propria, 2019
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3.4.2 Tratamento com piridostigmina

Os animais do grupo Salina+Piridostigmina e Cisplatina+Piridostigmina
receberam brometo de piridostigmina (Valent Farmacéutica do Brasil Ltda, Campinas,
SP, BR). O farmaco foi diluido em agua destilada em uma concentracéo de 1,5 mg/ml
e foi administrado via oral 1ml/100g de cada animal. Esta abordagem medicamentosa
foi realizada diariamente durante cinco semanas, sempre no mesmo horario, as 12h

da manha, seguindo as recomendacdes da literatura (HAAREN et al., 1998)

3.4.3 Protocolo de exercicio fisico

No periodo de cinco semanas, 0s ratos selecionados foram submetidos ao
exercicio de natagdo em estilo livre em um tambor de plastico circular (diametro, 120
cm; profundidade, 90 cm) com agua mantida a uma temperatura de 32 +/- 2°C. O
exercicio consistira em natacgao diaria por 60 minutos, cinco dias por semana, durante
cinco semanas. Na primeira semana de exercicio, 0s animais foram submetidos a um
periodo de adaptacdo a natacdo sem pesos. No primeiro dia de adaptacdo, a duracéo
da sessao é de 20 minutos, no segundo dia 40 minutos. Apoés o periodo de adaptacao,
os ratos foram submetidos ao exercicio de natacdo com uma carga de trabalho (5%
do peso corporal), para melhorar a resisténcia (LIMA et al., 2018).

Os ratos do grupo sedentéario foram colocados em um tanque separado com
agua rasa (5cm de profundidade) a 32°C +/- 2°C, 5 dias/semana apenas para eliminar
0 eventual estresse da agua. Durante essas cinco semanas 0s ratos receberam

tratamento com cisplatina ou salina uma vez por semana.
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Figura 10. Protocolo de exercicio fisico (5% p.c.)

Fonte: Autoria propria, 2018

3.4.4 Avaliacdo do esvaziamento gastrico

A avaliacdo do esvaziamento gastrico foi realizada 48h ap0s as 5 semanas de
tratamento com cisplatina ou salina nos grupos salina, cisplatina, exercicio,
cisplatina+exercicio, piridostigmina e cisplatina+piridostigmina.

A determinagéo 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 s6lido, mas com livre acesso a agua. No dia
posterior 0s animais foram monitorados quanto a pressao arterial, eletrocardiograma
e frequéncia cardiaca. Ao fim da monitoragéo iniciou-se o protocolo de esvaziamento
gastrico de liquidos, onde os animais receberam mediante sonda orogastrica
(gavagem) 1,5 mL da refeicao teste (solucao glicosada a 5% contendo vermelho fenol,
0,75mg/ml). Apés um periodo pés-prandial de 10 minutos os ratos foram eutanasiados
via overdose letal de anestésico (tiopental 30mg/kg, i.v). A seguir, executou-se uma
laparatomia mediana, com auxilio de material cirdrgico, para retirada do estémago e
intestino delgado foram feitas ligaduras nas juncdes gastroduodenal, eséfago-gastrica
e ileo-cecal, que em seguida foram levemente estendidos sobre a bancada,

posteriormente foi realizada divisdo do intestino delgado em trés segmentos: proximal,
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parte inicial (40%), medial (30%) e distal, parte final, (30%). Em seguida, foi realizada
a verificagdo do volume do estdmago e de cada segmento do instestino, onde 0s
mesmos foram colocados em uma proveta graduada contendo 100 mL de Hidréxido
de Sodio (NaOH 0,1N). A seguir, os segmentos foram homogeneizados com auxilio
de liquidificador manual, apds homogeneizagéo foram coletados através de auxilio de
pipeta graduada 10 mL do sobrenadante e centrifugados a (2800 rpm por 10 minutos).
Ao fim da centrifugacao foram coletados 5 mL do sobrenadante, que foi adicionado a
500 pL de Acido Tricloroacético (TCA — 20%), que é uma solucdo precipitante de
proteinas, apds isso foi levado a centrifuga novamente a (2800 rpm por 20 minutos).
Ao fim de mais uma centrifugacdo coletamos 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 determinacao da retengéo de vermelho fenol em cada segmento foi calculada
a partir das seguintes férmulas: Retengdo do segmento “X” = (volume da viscera +

100) x absorbancia da viscera.

Retencéo fracional do Segmento X = Retencdo Segmento (X) x 10

Retencdo no Estbmago + Retenc¢éo Intestino

3.4.5 Avaliacdo da responsividade ao carbacol (CCh) em tiras isoladas de

fundo de estbmago de ratos

A fim de investigar o efeito da Cisplatina sobre a responsividade de tiras
isoladas de fundo géstrico e avaliar qual o efeito do exercicio e da piridostigmina sobre
0 mesmo. 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 estémago,
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 solugao de Tyrode a 37 °C, pH 7,4 e constantemente
oxigenada com mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2). A tensdo basal

aplicada aos tecidos foi de 1 g.
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As tiras de fundo géstrico foram acopladas a alcas de acgo inoxidavel e
suspensos por linhas de algodao 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 tensGes 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 estabilizac&o iniciou-se o
protocolo de responsividade ao carbacol (CCh) com concentracfes cumulativas de
(1nM, 10nM, 100nM, 1uM, 10uM e 100 uM) no fundo gastrico dos ratos pertencentes

aos grupos experimentais ja descritos.

Figura 11: Sistema in vitro utilizado. Transdutor de tensdo acoplado a uma

amplificador de sinal

L
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Legenda: (AECAD 1604. Software AQCAD 2.3.6, Bonther, SP). Fonte: NPPM, 2019

3.4.6 Procedimento cirargico para canulacdo da artéria e veia femoral e

implantacéo de eletrodos para registro de eletrocardiograma (ECG)

Vinte de quatro horas ap0s a Ultima sessao de treinamento ou Ultimo dia de
administracdo de piridostigmina, os animais foram anestesiados com quetamina (100
mg/kg de peso, i.m.) xilazina ( 5 mg/kg de peso, i.m.). Em seguida os animais foram

colocados em uma superficie plana com a regido ventral virada para cima, foi feita



SILVA. M.S. Exercicio fisico e tratamento com piridostigmina previnem diminuicdo do esvaziamento
gastrico e alteracdes na sensibilidade do barorreflexo induzidas por cisplatina em ratos. 2019.
PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 47

uma incisdo na pele, na fossa iliaca esquerda do animal e com auxilio de material
cirirgico foi separado a musculatura para localizacdo do feixe vasculo-nervoso
femoral e entdo foi feita a dissecacdo da artéria e veia femoral. Em seguida um
pequeno corte foi feito na veia femoral, a canula de polietileno (PE-10 fundida ao PE-
50, Intramedic, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) foi introduzida e
cuidadosamente fixada na veia com auxilio de linha de costura. A artéria femoral foi
canulada em seguida. A canula implantada na veia foi utilizada para administracao de
drogas e a canula implantada na artéria foi utilizada para registro da Presséo artéria
pulsatil de cada animal. Apds esse prodecimento, as canulas foram exteriorizadas na
regido dorsal do animal através de um trocéter. Apds feita a canulacao da artéria e
veia femoral, era iniciada a cirurgia de implantacdo de eletrodos para registro de ECG.
Neste protocolo fora implantados 3 eletrodos subcutaneos na face ventral do animal,
sendo 2 na regido toracica e 1 na pata direita traseira, apos a implantacao os eletrodos
foram exteriorizados para a regido dorsal do animal com auxilio do trocéter e foram
suturados em ponto a ponto na camada externa.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante todo o periodo poés
operatorio, permitindo a recuperacao dos efeitos dos anestésicos por um periodo de
24h.

A patrtir 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.

3.4.7 Avaliacédo direta da PAM e FC através do sistema Powerlab

O registro da PAM foi feito realizado apés 24 dos procedimentos cirdrgicos de
canulacdo em todos os grupos estudados. A avaliacdo da pressdo arterial média
(PAM) foi realizada através do registro da pressao arterial pulsatil nos ratos através
das canulas conectadas a artéria femoral. O registro da frequéncia cardiaca foi
realizado através do eletrocardiograma, onde os eletrodos implantados nos ratos
foram acoplados ao sistema computadorizado de aquisicdo de dados (PowerLab).

A PAM foi monitorada por um transdutor de pressdo a um sistema
computadorizado de aquisicdo de sinais biologicos Bridge Amp (Powerlab 4/20,
ADInstruments, LabChart Pro 7.0). Através do transdutor o sinal era processado para

obter-se a PAM, que foi calculada a partir de pulsos de pressédo. O registro da
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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
movimentagao 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 presséo de cada animal.

Figura 12: Foto ilustrativa do sistema Power 4/20, ADInstruments, LabChart Pro 7.0)

Monitoragdo de Pressio
Arterlal  Puslsatil  (PAP),
PAM e FC
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Legenda: Bridge Amp e Bio Amp (PowerLab 4/20, ADInstruments, LabChart Pro 7.0) Fonte: Adaptado

e modificado de Lima, 2018.

3.4.8 Andlise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC)

Apés concluida as 5 semanas de treinamento fisico e administracdo de
piridostigmina e realizada a implantacdo dos eletrodos para registro dos
eletrocardiograma (ECG) como descrito anteriormente, derivamos o intervalo R-R” do
ECG usando o software Acknowledge (LabChart 7.0 ADInstruments) e a variabilidade
do intervalo R-R usando o Fast Fourier Transformation (FFT), como descrito
anteriormente por (LIMA et al, 2018). Escolnemos um periodo de 20 min para

determinacao da VFC. Esse periodo foi submetido para a deteccéo de ondas R para
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derivar um intervalo de tacograma. O tacograma foi pré-processado e a gravacéo foi
dividida em segmentos de 1000 pontos de dados. O algoritmo FFT produziu um grafico
de densidade espectral em funcdo da frequéncia cardiaca e nos integramos a area
sob a curva para cada componente oscilatério de baixa frequéncia (LF) e alta
frequéncia (HF). Os componentes oscilatorios foram entéo rotulados, LF (LF: 0,040,15
Hz) e HF (0,15-0,4 Hz). Os dados sdo expressos como uma relagdo LF / HF, que
refletiu uma interacdo complexa entre modulacédo simpéatica e parassimpatica, e como
unidades normalizadas, que verificaram a porcentagem de influéncia de cada
componente oscilatério na VFC global. O componentes LF e HF e sua relacéo foram

expressos em unidades normalizadas (nu).

3.4.9 Andlise da sensibilidade ao baroreflexo e tbnus autondomico

O registro das respostas baroreflexas e controle do tdnus autondémico foi
realizado apés 24 dos procedimentos cirdrgicos de canulacéo de artéria e veia femoral
em todos os grupos estudados. Com os animais completamente recuperados do efeito
da anestesia, 0s mesmos foram conectados ao sistema de registro e passaram por
um periodo de aclimatacdo de 60 minutos. A seguir, foi iniciado o prodecimento para
avaliar a sensibilidade espontanea do barorreflexo através de drogas vasoativas. A
primeira droga a ser administrada foi a fenilefrina (4 pg/kg, i.v., Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), aguardamos 15 minutos para que a pressao arterial rertornasse aos
valores basais e administramos o nitroprussiato de sodio (8 pg/kg, i.v., Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), apds a administracdo do nitroprussiato de sédio também foram
esperados 15 minutos para que os valores da pressao arterial voltassem aos valores
basais. Foram quantificados os valores da PAM e FC um minuto antes e um minuto
apos a administracdo de fenilefrina para avaliacdo da sensibilidade baroreflexa, o
mesmo aconteceu para a administracdo no nitroprussiato. Finalmente, os animais
foram submetidos a avaliacdo do tono autondémico cardiaco. Apés a PAM e FC
retornarem aos valores basais, os ratos receberam bloqueadores de receptores
autonémicos: metil atropina (2 mg/kg, i.v., Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e, ap0s
15 minutos, propranolol (4 mg/kg, i.v. ., Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Quantificamos a FC antes da administracdo de metil atropina e 15 ap6s, 0 mesmo

ocorreu para o propranolol. Vinte e quatro horas apdés esse procedimento, com o
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animal ainda canulado, conectamos novamente ao sistema e administramos

primeiramente propranolol e, apos 15 minutos metil atropina.

Figura 13: Desenho experimental para avaliacdo da sensibilidade ao baroreflexo e

avaliagdo do tonus autonGmico

I
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Fonte: Autoria propria, 2019.

3.5. Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + EPM di animais em cada grupo.
Os testes estatisticos foram realizados no software Graphpad Prism (versdo 6.0). A
comparacao estatistica dos dados referentes aos indices hemodinanmicos foi
realizada utilizando-se a analise de variancia para amostras repetidas (ANOVA)
seguidas pelo teste de Tukey. Para analise dos parametros de contratilidade “in vitro”,
utilizamos analise 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 regressdo nao-linear das curvas
tracadas. Ja a comparacédo entre-grupos dos resultados foi feita mediante o teste “t”

de Student ndo pareados. Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. RESPOSTA DA RETENCAO GASTRICA

4.1.1 Efeito do Tratamento Crénico com Cisplatina sobre o retencéo gastrica de
Ratos.

Na figura 14, sdo apresentados os valores médios da retengéo gastrica obtida através
do método de retencéo gastrica apds 5 semanas de tratamento com salina ou uso
cronico cisplatina. Foi observado um aumento significativo (p<0,05) na retencéo
gastrica dos ratos cisplatina quando comparados aos ratos controle (58,0 + 1,8 % vs
31,3+ 1,7 %)
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Legenda: Efeito da cisplatina sobre a retenc¢éo gastrica de ratos. Grupos Experimentais: Salina (n=11);
Cisplatina (n=10). Os dados séo expressos em média + EPM. Para analise dos dados utilizamos teste
‘t’ de Student ndo pareado. SignificAncia: * p<0,05: Salina vs. Cisplatina.
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4.1.2. Influéncia do treinamento fisico sobre o aumento de retencdo gastrica
induzida por cisplatina em ratos.

Na figura 15, sdo apresentados os resultados dos valores médios dos grupos salina,
cisplatina, exercicio e cisplatinat+exercicio 5%. O grupo cisplatina+exercicio 5%
apresentou um efeito preventivo (p<0,05) sobre o aumento da retengéo gastrica dos
ratos tratados somente com cisplatina (Cisplatina: 58,0 = 18 % vs
Cisplatina+Exercicio 5%: 32,6 + 3,1 %). Nao observamos diferenca entre todos os
ratos salina
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Legenda: Influéncia do treinamento fisico sobre a retencéo gastrica de ratos tratados com cisplatina.
Grupos Experimentais: Salina (n=11); Cisplatina (n=10); Exercicio (n=7); Cisplatina+Exercicio 5%
(n=7). Os dados sao expressos em média + EPM. Para analise dos dados utilizamos analise de
variancia ANOVA, seguido por teste de Tukey. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05:
Cisplatina vs Cisplatina+Exercicio 5%
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4.1.3. Efeito da piridostigmina sobre o aumento de retencdo gastrica induzida
por cisplatina em ratos.

Na figura 16, observamos ainda que os ratos do grupo Cisplatina+Piridostigmina
apresentaram um efeito preventivo (p<0,05) sobre o aumento da retencdo gastrica
dos ratos Cisplatina (Cisplatina: 58,0 + 1,8 % vs Cisplatina+Piridostigmina: 40,2 + 1,5
%). N&o observamos diferenca entre todos os ratos salina
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Legenda: Efeito da piridostigmina sobre a retencao gastrica de ratos cisplatina. Grupos Experimentais:
Salina (n=11); Cisplatina (n=10); Piridostigmina (n=7); Cisplatina+Piridostigmina (n=7). Os dados sao
expressos em média + EPM. Para analise dos dados utilizamos andlise de variancia ANOVA, seguido
por teste de Tukey. SignificAncia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina vs
Cisplatina+Piridostigmina.
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4.2. RESPOSTA DA RESPONSIVIDADE DAO CARBACOL (CCh)

4.2.1 Resposta da responsividade ao carbacol (CCh) em tiras de fundo gastrico
em ratos submetidos aindugdo com cisplatina.

Na figura 17.A, observamos que a cisplatina promoveu uma reducédo significativa
(p<0,05) na responsividade ao CCh nas concentracdes de 10 ™ (Cisplatina: 52,5 +
9,1 % vs Salina: 88,1 + 2,9 %) e 10 ® em relacdo aos ratos salina (Cisplatina: 19,2 +
52 % vs Salina: 43,2 £ 6,2 %). Na figura 17.B, no que diz respeito a CES5O,
observamos que ha uma maior concentracdo de Carbacol (CCh) para atingir metade
do efeito maximo no grupo Cisplatina, esse aumento foi significativo (p<0,05), em
relacdo ao grupo Salina (Cisplatina: -5,26 [(-5,49) — (-4,17)] vs Salina: -5,85 [(-6,18) —
(-5,46)]
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Legenda: A) Efeito da cisplatina sobre a responsividade ao CCh em tiras de fundo gastrico de ratos. B)
A concentracéo de Carbacol (CCh) que induz metade do efeito méximo (EC50). Grupos Experimentais:
Salina (n=6); Cisplatina (n=6). No grafico A os dados séo expressos em média = EPM. Para andlise
dos dados utilizamos Two Way (ANOVA) seguida de teste de Tukey. No grafico B, os dados sao
expressos em mediana, por andlise de dado utilizamos teste “t” de Student. Significancia: *p<0,05:
Salina vs. Cisplatina.
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4.2.2 Influéncia do exercicio fisico sobre a reducao de responsividade de CCh
em tirar de fundo gastrico em ratos submetidos a indug¢do com cisplatina.

Na figura 18.A, também observamos que o grupo Cisplatina submetido ao exercicio
promoveu um efeito preventivo (p<0,05) sobre a reducéo da responsividade ao CCh
do grupo cisplatina nas concentracées de 107 (Cisplatina: 52,5 + 9,1 % vs
Cisplatina+Exercicio 5%: 85,7 + 49 %) e 10 (Cisplatina: 19,2 + 5,2 % vs
Cisplatina+Exercicio 5%: 54,2 + 8,1 %). Nao observamos diferenca entre os ratos
Salina e Exercicio. Na figura 18.B, no que diz respeito a CE50, observamos que ha
uma diminuicdo na concentracdo de Carbacol (CCh) para atingir metade do efeito
maximo no grupo Cisplatina+Exercicio, esse diminui¢céo foi significativo (p<0,05), em
relacdo ao grupo Cisplatina (Cisplatina+Exercicio: -6,0 [(-6,84) — (-5,63)] vs Cisplatina:
-5,26 [(-5,49) — (-4,17)].
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Legenda: A) Influéncia do treinamento fisico sobre a responsividade ao CCh em tiras de fundo gastrico
de ratos. B) A concentracdo de Carbacol (CCh) que induz metade do efeito maximo (EC50). Grupos
Experimentais: Salina (n=6); Cisplatina (n=6); Exercicio (n=6); Cisplatina+Exercicio 5% (n=6). No
grafico A, os dados sdo expressos em média + EPM. Para estatistica dos dados utilizamos Two Way
(ANOVA) seguida de teste de Tukey. No gréafico B, os dados sao expressos em mediana, por analise
de variancia ANOVA, seguido por teste de Tukey. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05:
Cisplatina vs Cisplatina+Exercicio.
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4.2.3 Resposta da piridostigmina sobre aredugéo de responsividade de CCh em
tirar de fundo gastrico induzida por cisplatina em ratos.

Na figura 19.A, observamos ainda que os ratos do grupo Cisplatina+Piridostigmina
apresentam um efeito preventivo (p<0,05) sobre a diminuicdo da responsividade ao
CCh em tiras de fundo gastrico dos ratos Cisplatina nas concentracées de 10 ™
(Cisplatina: 52,5 + 9,1 % vs Cisplatina+Piridostigmina: 91,1 + 2,4 %) e 10 ~° (Cisplatina:
19,2 + 5,2 % vs Cisplatina+Piridostigmina: 64,7 = 5,7 %). Nao observamos diferenca
entre os ratos Salina e Piridostigmina. Na figura 20.B, no que diz respeito a CES5O0,
observamos que ha uma diminuicdo na concentracdo de Carbacol (CCh) para atingir
metade do efeito maximo no grupo Cisplatina+Piridostigmina, esse diminuicdo foi
significativo (p<0,05), em relacéo ao grupo Cisplatina (Cisplatina+Piridostigmina: -6,36
[(-6,54) — (-5,95)] vs Cisplatina: -5,26 [(-5,49) — (-4,17)].
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Legenda: A) Efeito da piridostigmina sobre a responsividade ao CCh em tiras de fundo gastrico de
ratos. B) A concentracdo de Carbacol (CCh)que induz metade do efeito maximo (EC50). . Grupos
Experimentais: Salina (n=6); Cisplatina (n=6); Piridostigmina (n=6); Cisplatina+Piridostigmina (n=6). No
gréfico A, os dados sdo expressos em média + EPM. Para estatistica dos dados utilizamos Two Way
(ANOVA) seguida de teste de Tukey. No gréafico B, os dados sao expressos em mediana, por analise
de variancia ANOVA, seguido por teste de Tukey. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05:
Cisplatina vs Cisplatina+Piridostigmina.
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Figura 20: Tracado da responsividade ao CCh em tiras de fundo gastrico.
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Legenda: Efeito da responsividade ao carbacol (CCh) em tiras isoladas de fundos de estdbmago de ratos Salina, Cisplatina, Exercicio e Cisplatina+Exercicio
nas concentragbes de 107°,1078,107,107%,1075,10 e 10 "3CCh [M]. Foi utilizada a escala de 0,3 gf/ 0,7 min.
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Figura 21: Tracado da responsividade ao CCh em tiras de fundo gastrico.
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Legenda: Efeito da responsividade ao carbacol (CCh) em tiras isoladas de fundos de estdmago de ratos Salina, Cisplatina, Exercicio e

Cisplatina+Exercicio nas concentracdes de

107°,1078,107,107%,107%,10 ™e 10 3 CCh [M]. Foi utilizada a escala de 0,3 gf/ 0,7 min.
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4.3 RESPOSTAS DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA

4.3.1 Resposta da pressao arterial média em ratos submetidos a indu¢cdao com
cisplatina.

Na figura 22, apresentamos a pressao arterial média de ratos Salina e Cisplatina,
observamos que a Cisplatina apresentou um aumento significativa (p<0,05) na
presséo arterial quando comparado aos ratos Salina (Salina: 104,9 + 1,6 mmHg vs
Cisplatina: 142,3 = 6,4 mmHg )
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Legenda: Efeito da cisplatina sobre a pressao arterial de ratos. Grupos Experimentais: Salina (n=10);
Cisplatina (n=7). Os dados sdo expressos em média + EPM, para analise de dados utilizamos teste ‘t’
de Student ndo pareado. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina.
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4.3.2 Influéncia do treinamento fisico sobre a pressao arterial média em ratos
submetidos a indugao com cisplatina.

Na figura 23, mostramos a pressado arterial média (PAM) de um rato Salina e
Cisplatina, submetidos a exercicio fisico 5%. Mostramos ainda que a PAM dos ratos
Cisplatina+Exercicio apresentam um efeito preventivo (p<0,05) sobre o aumento da
pressdo arterial dos ratos Cisplatina (Cisplatina: 142,3 + 6,4 mmHg vs
Cisplatina+Exercicio 5%: 118,9 + 1,9 mmHg). Ndo observamos diferenca entre todos
0s ratos salina

. ] salina
B Cisplatina

PAM (mmHg)
S
g

Exercicio

Legenda: Influéncia do treinamento fisico sobre a pressao arterial média de ratos cisplatina. Grupos
Experimentais: Salina (n=10); Cisplatina (n=7); Exercicio (n=7); Cisplatina+Exercicio 5% (n=7). Os
dados foram expressos em média + EPM, para analise de dados utilizamos analise de variancia
ANOVA, seguido por teste de Tukey. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina
vs Cisplatina+Exercicio 5%.
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4.3.3 Resposta da piridostigmina sobre a pressédo arterial média em ratos
submetidos a indugdo com cisplatina.

Na figura 24, observamos a pressao arterial média de ratos Salina e Cisplatina
submetidos a tratamento com piridostigmina. Observamos ainda que os ratos do
grupo Cisplatina+Piridostigmina apresentam um efeito preventivo (p<0,05) sobre o
aumento da PAM dos ratos Cisplatina (Cisplatina: 142,3 + 6,4 mmHg vs
Cisplatina+Piridostigmina: 115,2 £ 4,0 mmHg). Nao observamos alteracdes em todos
os valores dos ratos salina.
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Legenda: Efeito da piridostigmina sobre a presséo arterial de ratos cisplatina. Grupos Experimentais:
Salina (n=10); Cisplatina (n=7); Piridostigmina (n=7); Cisplatina+Piridostigmina (n=7). Os dados doram
expressos em média £ EPM, para andlise de dados utilizamos analise de variancia ANOVA, seguido
por teste de Tukey. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina vs
Cisplatina+Piridostigmina.
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Figura 25: Tracados originais da PAM e PAP dos Grupos Salina, Cisplatina, Exercicio, Cisplatina+Exercicio.
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Legenda: Trechos originais da (PAM, mmHg) do grupo Salina (A), Cisplatina (B), Exercicio (C) e Cisplatina+Exercicio (D). Todas as imagens demonstram um
periodo de observagdo de 30 segundos. O tragado em preto demostra a PAP (pressao arterial pulsatil) e o tragcado em branco ao centro demostra a PAM

(pressao arterial média)
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Figura 26: Tragados originais da PAM e PAP dos Grupos Salina, Cisplatina, Pirdostigmina, Cisplatina+Piridostigmina.
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Legenda: Trechos originais da (PAM, mmHg) do grupo Salina (A), Cisplatina (B), Piridostigmina (C) e Cisplatina+Piridostigmina (D). Todas as imagens
demonstram um periodo de observacdo de 30 segundos. O tracado em preto demostra a PAP (pressédo arterial pulsatil) e o tragado em branco ao centro

demostra a PAM (presséo arterial média.
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4.4 RESPOSTAS DA FREQUENCIA CARDIACA

4.4.1 Resposta da frequéncia cardiaca em ratos submetidos a inducdo com
cisplatina.

Na figura 27, mostramos a frequéncia cardiaca (FC) de ratos Salina e Cisplatina,
observamos que os ratos Cisplatina apresentaram uma diminuicdo significativa
(p<0,05) na FC comparado aos ratos Salina ( Salina: 394,5 + 10,6 bpm vs Cisplatina:
305,4 £ 18,1 bpm)
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Legenda: Efeito da cisplatina sobre a frequéncia cardiaca de ratos. Grupos Experimentais: Salina (n=9);
Cisplatina (n=9). Os dados foram expressos em média + EPM, por teste t’ de Student nao pareado.
Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina
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4.4.2 Influéncia do treinamento fisico sobre a frequéncia cardiaca em ratos
submetidos a indugao com cisplatina.

Na figura 28, mostramos a frequéncia cardiaca (FC) de um rato Salina e Cisplatina,
submetidos a exercicio fisico 5%. Mostramos ainda que n&do houve diferenca
significativa nos ratos Cisplatina+Exercicio quando comparados aos ratos Cisplatina
(Cisplatina: 305,4 + 18,1 bpm vs Cisplatina+Exercicio 5%: 344,1 + 12,6 bpm). Nao
observamos diferenca entre os ratos Salina e Exercicio.
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Legenda: Influéncia do treinamento fisico na frequéncia cardiaca de ratos cisplatina. Grupos
Experimentais: Salina (n=9); Cisplatina (n=9); Exercicio (n=7); Cisplatina+Exercicio 5% (n=7). Os dados
sdo expressos em média + EPM, para andlise dos dados utilizamos analise de varidncia ANOVA,
seguido por teste de Tukey. SignificAncia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; # p<0,05: Cisplatina vs
Cisplatina+Exercicio.



SILVA. M.S. Exercicio fisico e tratamento com piridostigmina previnem diminuicdo do esvaziamento
gastrico e alteracdes na sensibilidade do barorreflexo induzidas por cisplatina em ratos. 2019.
PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 67

443 Resposta da piridostigmina sobre frequéncia cardiaca em ratos
submetidos a indugao com cisplatina.

Na figura 29, observamos a frequéncia cardiaca (FC) de ratos Salina e Cisplatina
submetidos a tratamento com piridostigmina. Observamos ainda que os ratos do
grupo Cisplatina+Piridostigmina apresentam um efeito preventivo (p<0,05) sobre a
diminuicio da FC dos ratos Cisplatina (Cisplatina: 3054 + 10,6 bpm vs
Cisplatina+Piridostigmina: 403,4 £ 15,8 bpm). Nao observamos alteracbes em todos
os valores dos ratos salina.
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Legenda: Efeito da piridostigmina sobre a frequéncia cardiaca de ratos cisplatina. Grupos
Experimentais: Salina (n=9); Cisplatina (n=9); Piridostigmina (n=8); Cisplatina+Piridostigmina (n=7). Os
dados sao expressos em média + EPM, para analise de dados utilizamos analise de varidncia ANOVA,
seguido por teste de Tukey. SignificAncia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina vs
Cisplatina+Piridostigmina.
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Figura 30: Tracados originais da FC dos Grupos Salina, Cisplatina, Exercicio, Cisplatina+Exercicio.
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Legenda: Trechos originais da (FC, bpm) do grupo Salina (A), Cisplatina (B), Exercicio (C) e Cisplatina+Exercicio (D). Todas as imagens demonstram um
periodo de observacédo de 30 segundos.
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Figura 31: Tracados originais da PAM e PAP dos Grupos Salina, Cisplatina, Pirdostigmina, Cisplatina+Piridostigmina.
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Legenda: Trechos originais da (FC, bpm) do grupo Salina (A), Cisplatina (B), Piridostigmina (C) e Cisplatina+Piridostigmina (D). Todas as imagens demonstram
um periodo de observacdo de 30 segundos.
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4.5 RESPOSTAS VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA (VFC)

4.5.1 Resposta da variabilidade da frequéncia cardiaca em ratos submetidos a
indug&o com cisplatina.

Na figura 32.A, mostramos o componente LF de ratos Salina e Cisplatina,
observamos que os ratos Cisplatina apresentaram um aumento significativo (p<0,05)
no componente LF quando comparado aos ratos Salina ( Salina: 7,9 £ 1,6 nu vs
Cisplatina: 21,2 + 4,5 nu ). Na figura 32.B, em relacdo ao componente HF, o grupo
Cisplatina ndo apresentou diferenca significativa em relacao ao grupo Salina (Salina:
3,5+ 1,2 nu vs Cisplatina: 3,7 + 0,9 nu ). Na figura 32.C, mostramos também que na
relacdo LF/HF ndo houve diferenca significativa entre os grupos Salina e Cisplatina
(Salina: 0,7 £ 0,2 nu vs Cisplatina: 0,7 £ 0,1 nu).
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Legenda: A Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) — LF (baixa frequéncia); HF (alta frequéncia) e
relacdo LF/HF - em ratos salina e cisplatina, realizado com intervalo de 1500 batidas. Grupos
Experimentais: Salina (n=8); Cisplatina (n=7). Os dados sdo expressos em média + EPM, para analise
de dados utilizamos teste t’ de Student ndo pareado. SignificAncia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina.
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4.5.2 Influéncia do treinamento fisico sobre a variabilidade da frequéncia
cardiaca em ratos submetidos a indugao com cisplatina.

Na figura 33.A, observamos o componente LF de ratos Exercicio e
Cisplatina+Exercicio, mostramos que o tratamento com Exercicio foi capaz de
prevenir (p<0,05) o aumento do componente LF dos animais Cisplatina (Cisplatina:
21,2 =+ 4,5 nu vs Cisplatina+Exercicio: 11,5+ 1,7 nu ). Na figura 33.B, em relacdo ao
componente HF, o grupo Cisplatina+Exercicio apresentou um efeito preventivo
(p<0,05) sobre a diminuicdo do HF do grupo Cisplatina (Cisplatina: 3,7 £ 0,9 nu vs
Cisplatina+Exercicio: 23,4 £ 3,7 nu ). Também foi observado um aumento significativo
(p<0,05) de HF do grupo Exercicio em relagédo ao grupo Salina (Salina: 3,5 + 1,2 nu
vs Exercicio: 15,6 £ 5,0 nu). Na figura 33.C, mostramos também que na relacdo LF/HF
ndo houve diferenca significativa entre os grupos Cisplatina e Cisplatina+Exercicio
(Cisplatina: 0,7 + 0,1 nu vs Cisplatina+Exercicio: 1,0 £ 0,2 nu).
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Legenda: A Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) — LF (baixa frequéncia); HF (alta frequéncia) e
relacdo LF/HF - em ratos salina e cisplatina, realizado com intervalo de 1500 batidas Grupos
Experimentais: Salina (n=8); Cisplatina (n=7); Exercicio (n=7); Cisplatina+Exercicio 5% (n=5). Os dados
sdo expressos em média + EPM, para andlise de dados utilizamos analise de variancia ANOVA,
seguido por teste de Tukey. SignificAncia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina vs
Cisplatina+Exercicio 5%.
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4.5.3 Resposta da piridostigmina sobre a variabilidade da frequéncia cardiaca
em ratos submetidos a indug&o com cisplatina.

Na figura 34.A, observamos o0 componente LF de ratos Piridostigmina e
Cisplatina+piridostigmina, mostramos que o tratamento com piridostigmina néo foi
capaz de prevenir o aumento do componente LF nos animais cisplatina (Cisplatina:
21,2 £ 4,5 nu vs Cisplatina+Piridostigmina: 15,6 + 1,5 nu ). Na figura 34.B, em relac&o
ao componente HF, o grupo Cisplatina+piridostigmina apresentou um efeito
preventivo (p<0,05) sobre a diminuicdo de HF no grupo cisplatina (Cisplatina: 3,7 *
0,9 nu vs Cisplatina+Piridostigmina: 24,6 = 5,9 nu ). Na figura 34.C, mostramos
também que na relacdo LF/HF n&o houve diferenca significativa entre os grupos
cisplatina e cisplatina+piridostigmina  (Cisplatina: 0,7 * 0,1 nu vs
Cisplatina+Piridostigmina: 1,1 + 0,2 nu).
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Legenda: A Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) — LF (baixa frequéncia); HF (alta frequéncia) e
relacdo LF/HF - em ratos salina e cisplatina, realizado com intervalo de 1500 batidas Grupos
Experimentais: Salina (n=8); Cisplatina (n=7); Piridostigmina (n=7); Cisplatina+Piridostigmina (n=5). Os
dados sao expressos em média + EPM, para analise de dados utilizamos analise de varidncia ANOVA,
seguido por teste de Tukey. SignificAncia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina vs
Cisplatina+Exercicio 5%.
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4.6 RESPOSTAS DO BAROREFLEXO APOS ADMINISTRACAO DE FENILEFRINA

4.6.1 Resposta do baroreflexo apdés administracdo de fenilefrina em ratos
submetidos ainducédo com cisplatina.

Na figura 35, observamos a resposta baroreflexa (razdo entre a variacdo da
frequéncia cardiaca e a variacdo da pressao arterial) apés administracdo de fenilefrina
dos ratos Salina e Cisplatina, observamos que os ratos Cisplatina apresentaram uma
diminuicdo significativa (p<0,05) comparado aos ratos Salina (Salina: 3,4 + 0,2
bpm/mmHg vs Cisplatina: 1,6 = 0,2 bpm/mmHg)
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Legenda: Efeito da cisplatina sobre o baroreflexo apos administracéo de fenilefrina em ratos. Grupos
Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5). Os dados foram expressos em média + EPM, para
andlise de dados utilizamos teste t’ de Student ndo pareado. SignificAncia: p<0,05: * Salina vs
Cisplatina
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4.6.2 Influéncia do treinamento fisico sobre o baroreflexo apds administracédo de
fenilefrina em ratos submetidos a indug&o com cisplatina.

Na figura 36, mostramos o baroreflexo apds administracdo de fenilefrina de ratos
Salina e Cisplatina, submetidos a exercicio fisico 5%. Mostramos ainda que o
exercicio foi capaz de prevenir a diminuicdo da resposta baroreflexa apos
administracdo de fenilefrina em ratos Cisplatina (p<0,05) (Cisplatina: 1,6 + 0,2
bpm/mmHg vs Cisplatina+Exercicio 5%: 5,0 £ 0,4 bpm/mmHg). Ndo observamos

diferenca entre todos os ratos salina.
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Legenda: Influéncia do treinamento fisico no baroreflexo ap6s administragdo de fenilefrina em ratos
cisplatina. Grupos Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5); Exercicio (n=5); Cisplatina+Exercicio
5% (n=5). Os dados foram expressos em média + EPM, para andlise de dados utilizamos andlise de
variancia ANOVA, seguido por teste de Tukey. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05:
Cisplatina vs Cisplatina+Exercicio.
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4.6.3 Resposta da piridostigmina sobre o baroreflexo apds administracdo de
fenilefrina em ratos submetidos a indug&o com cisplatina.

Na figura 37, observamos a resposta baroreflexa apos a administracao de fenilefrina
em ratos Salina e Cisplatina submetidos a piridostigmina. Observamos ainda que os
ratos do grupo Cisplatina+Piridostigmina apresentam um efeito preventivo (p<0,05)
sobre a diminui¢do da resposta baroreflexa apds administracéo de fenilefrina dos ratos
Cisplatina (Cisplatina: 1,6 = 0,2 bpm/mmHg vs Cisplatina+Piridostigmina: 3,7 + 0,3
bpm/mmHg). Nao observamos alteracdes em todos os valores dos ratos salina.
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Legenda: Efeito da piridostigmina sobre o baroreflexo apds administracdo de fenilefrina em ratos
cisplatina. Grupos Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5); Piridostigmina (n=5);
Cisplatina+Piridostigmina (n=5). Os dados séo expressos em média + EPM, para andlise de dados
utilizamos analise de variancia ANOVA, seguido por teste de Tukey. Significancia: *p<0,05: Salina vs
Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina vs Cisplatina+Piridostigmina.
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47 RESPOSTAS DO BAROREFLEXO APOS ADMINISTRACAO DE
NITROPRUSSIATO DE SODIO

4.7.1 Resposta do baroreflexo apds administracdo de nitroprussiato de sédio
em ratos submetidos aindugdo com cisplatina.

Na figura 38, observamos a resposta baroreflexa (razdo entre a variagcdo da
frequéncia cardiaca e a variacdo da pressdo arterial) apds administracdo de
nitroprussiato de sodio dos ratos Salina e Cisplatina, observamos que ndo houve
diferenca significativa entre os ratos Cisplatina comparado aos ratos Salina (Salina:
4,4 + 0,24 bpm/mmHg vs Cisplatina: 2,7 £ 0,2 bpm/mmHg)
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Legenda: Efeito da cisplatina sobre o baroreflexo apés administragdo de nitroprussiato de s6dio em
ratos. Grupos Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5). Os dados s&o expressos em média + EPM,
para analise de dados utilizamos teste t’ de Student ndo pareado.
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4.7.2 Influéncia do exercicio fisico sobre o baroreflexo ap6és administracdo de
nitroprussiato de sédio em ratos submetidos aindugcdo com cisplatina.

Na figura 39, mostramos o baroreflexo apds administragdo de nitroprussiato de sodio
de ratos Salina e Cisplatina, submetidos a exercicio fisico 5%. Mostramos ainda que
o exercicio ndo foi capaz de causar alteragcbes de resposta baroreflexa apos
administracao de fenilefrina em ratos Cisplatina (Cisplatina: 2,7 £ 0,2 bpm/mmHg vs
Cisplatina+Exercicio 5%: 2,2 + 1,4 bpm/mmHg). Nado observamos diferenca entre
todos os ratos salina.
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Legenda: Influéncia do treinamento fisico no baroreflexo apds administragdo de nitroprussiato de sédio
em ratos cisplatina. Grupos Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5); Exercicio (n=5);
Cisplatina+Exercicio 5% (n=5). Os dados sdo expressos em média + EPM, para analise de dados
utilizamos analise de variancia ANOVA, seguido por teste de Tukey.
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4.7.3 Resposta do tratamento com piridostigmina sobre o baroreflexo apés
administracdo de nitroprussiato de s6dio em ratos submetidos a indu¢gdo com
cisplatina.

Na figura 40, observamos a resposta baroreflexa apdés a administracdo de
nitroprussiato de sédio em ratos Salina e Cisplatina submetidos a tratamento com
piridostigmina. Observamos ainda que nao houve diferenga significativa na resposta
baroreflexa apos administracdo de nitroprussiato de sddio entre os ratos do grupo
Cisplatina+Piridostigmina quando comparado aos ratos Cisplatina (Cisplatina: 2,7 +
0,2 bpm/mmHg vs Cisplatina+Piridostigmina: 3,7 £ 0,2 bpm/mmHg). Nao observamos
alteracdes em todos os valores dos ratos salina.
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Legenda: Efeito da piridostigmina sobre o baroreflexo ap6s administra¢éo de nitroprissiato de s6dio em
ratos cisplatina. Grupos Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5); Piridostigmina (n=5);
Cisplatina+Piridostigmina (n=5). Os dados sdo expressos em média + EPM, para andlise de dados
utilizamos analise de variancia ANOVA, seguido por teste de Tukey.
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4.8 RESPOSTAS DO TONUS SIMPATICO

4.8.1 Resposta do tbnus simpatico em ratos submetidos a inducdo com
cisplatina.

Na figura 41, mostramos o tbnus simpatico, resultante da administracdo de
propranolol (i.v.), em ratos Salina e Cisplatina. Observamos que os ratos Cisplatina
apresentaram diferenca significativa comparado aos ratos Salina (p<0,05) essa
diferenca foi destacada pelo aumento na variagéo de FC antes e apds a administracao
de propranolol nos grupos citados. ( Salina: -23,0 + 3,1 bpm vs Cisplatina: -40,4 + 2,3
bpm)
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Legenda: Efeito da cisplatina sobre o tdnus simpético em ratos. Grupos Experimentais: Salina (n=5);
Cisplatina (n=5). Os dados sdo expressos em média + EPM, para analise de dados utilizamos teste t’
de Student ndo pareado. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina
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4.8.2 Influéncia do treinamento fisico sobre o tébnus simpéatico em ratos
submetidos a indugao com cisplatina.

Na figura 42, mostramos o tbnus simpatico, resultante da administracdo de
propranolol, em ratos do grupo Salina e Cisplatina, submetidos a exercicio 5%.
Mostramos ainda que houve diferenca significativa nos ratos Cisplatina+Exercicio
guando comparados ao ratos Cisplatina (p<0,05). Essa diferenca foi observada pelo
efeito preventivo do exercicio sobre o aumento do tdnus simpatico do grupo Cisplatina
(Cisplatina: -40,4 + 2,3 bpm vs Cisplatina+Exercicio 5%: -23,0 + 3,1 bpm). Nao
observamos diferenca entre todos os ratos salina
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Legenda: Influéncia do treinamento fisico sobre o tbnus simpatico em ratos cisplatina. Grupos
Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5); Exercicio (n=5); Cisplatina+Exercicio 5% (n=5). Os dados
sdo expressos em média + EPM, para andlise de dados utilizamos analise de varidncia ANOVA,
seguido por teste de Tukey. SignificAncia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina vs
Cisplatina+Exercicio 5%..
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4.8.3 Resposta da piridostigmina sobre tdbnus simpatico em ratos submetidos a
indug&o com cisplatina.

Na figura 43, observamos o tbnus simpatico, resultante da administracdo do
propranolol, de ratos Salina e Cisplatina submetidos a piridostigmina. Observamos
ainda que os ratos do grupo Cisplatina+Piridostigmina apresentam um efeito
preventivo (p<0,05) sobre o aumento do ténus simpéatico dos ratos Cisplatina
(Cisplatina: 305,4 + 10,6 bpm vs Cisplatina+Piridostigmina: 403,4 £ 15,8 bpm). Nao
observamos alteracdes em todos os valores dos ratos salina.
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Legenda: Efeito da piridostigmina sobre o ténus simpatico de ratos cisplatina. Grupos Experimentais:
Salina (n=5); Cisplatina (n=5); Piridostigmina (n=5); Cisplatina+Piridostigmina (n=5). Os dados sao
expressos em média £+ EPM, para analise de dados utilizamos analise de variancia ANOVA, seguido
por teste de Tukey. SignificAncia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina vs
Cisplatina+Piridostigmina.
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4.9 RESPOSTAS DO TONUS PARASSIMPATICO

4.9.1 Resposta do tdbnus parassimpatico em ratos submetidos a inducdo com
cisplatina.

Na figura 44, mostramos o tdnus parassimpatico, resultante da administracdo de
atropina (i.v.), em ratos Salina e Cisplatina. Observamos que os ratos Cisplatina
apresentaram uma diminuicdo significativa da frequéncia cardiaca comparado aos
ratos Salina (p<0,05). (Salina: 93,0 £ 5,7 bpm vs Cisplatina: 34,20 + 3,5 bpm)
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Legenda: Efeito da cisplatina sobre o tdnus parassimpatico em ratos. Grupos Experimentais: Salina
(n=5); Cisplatina (n=5). Os dados séo expressos em média + EPM, para analise de dados utilizamos
teste t’' de Student ndo pareado. SignificAncia: p<0,05: * Salina vs Cisplatina
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4.9.2 Influéncia do treinamento fisico sobre o ténus parassimpético em ratos
submetidos a indugao com cisplatina.

Na figura 45, mostramos o ténus parassimpatico, resultante da administracdo de
atropina , em ratos do grupo Salina e Cisplatina submetidos a exercicio fisico 5%.
Mostramos ainda que houve um efeito preventivo (p<0,05) nos ratos
Cisplatina+Exercicio sobre a diminuicdo do ténus parassimpatico no ratos Cisplatina
(Cisplatina: 34,2 + 3,5 bpm vs Cisplatina+Exercicio 5%: 95,5 + 4,8 bpm). Nao
observamos diferenca entre todos os ratos salina
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Legenda: Influéncia do treinamento fisico sobre o tbnus parassimpatico em ratos cisplatina. Grupos
Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5); Exercicio (n=5); Cisplatina+Exercicio 5% (n=5). Os dados
sal expressos em média £ EPM, para analise de dados utilizamosanalise de varidncia ANOVA, seguido
por teste de Tukey. SignificAncia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina vs
Cisplatina+Exercicio 5%..
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4.9.3 Resposta da piridostigmina sobre ténus parassimpéatico em ratos
submetidos a indugao com cisplatina.

Na figura 46, observamos o ténus parassimpatico, resultante da administracdo de
atropina, de ratos Salina e Cisplatina submetidos a piridostigmina. Observamos ainda
que os ratos do grupo Cisplatina+Piridostigmina apresentam um efeito preventivo
(p<0,05) sobre a diminuigédo do ténus parassimpéatico dos ratos Cisplatina (Cisplatina:
34,2 = 3,5 bpm vs Cisplatina+Piridostigmina: 82,5 + 11,9 bpm). Nao observamos
alteracdes em todos os valores dos ratos salina.
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Legenda: Efeito da piridostigmina sobre o tdnus parassimpatico de ratos cisplatina. Grupos
Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5); Piridostigmina (n=5); Cisplatina+Piridostigmina (n=5). Os
dados séo expressos em média + EPM, para andlise de utilizamos analise de variancia ANOVA,
seguido por teste de Tukey. SignificAncia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina vs
Cisplatina+Piridostigmina.
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4.10. RESPOSTAS FREQUENCIA INTRINSECA DE MARCAPASSO

4.10.1 Resposta da frequénciaintrinseca de marcapasso em ratos submetidos a
indug&o com cisplatina.

Na figura 47, mostramos a frequéncia intrinseca de marcapasso (FIMP) de ratos
Salina e Cisplatina, observamos que os ratos Cisplatina apresentaram uma diminuicao
significativa (p<0,05) na FIMP comparado aos ratos Salina ( Salina: 419,6 + 12,7 bpm
vs Cisplatina: 344,4 + 12,4 bpm )

500- _
C3J Salina

@ Cisplatina

FIMP (bpm)
- N W f N
o o o o
e ° < 2

o

Legenda: Efeito da cisplatina sobre a frequéncia intrinseca de marcapasso de ratos. Grupos
Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5). Os dados foram expressos em média + EPM, por teste
‘t’ de Student ndo pareado. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina
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4.10.2 Influéncia do treinamento fisico sobre a frequéncia intrinseca de
marcapasso em ratos submetidos a indug&o com cisplatina.

Na figura 48, mostramos a frequéncia intrinseca de marcapasso (FIMP) de um rato
Salina e Cisplatina, submetidos a exercicio fisico 5%. Mostramos ainda que houve
diferenca significativa nos ratos Cisplatina+Exercicio quando comparados aos ratos
Cisplatina (Cisplatina: 344,4 + 12,4 bpm vs Cisplatina+Exercicio 5%: 426,8 + 12,7
bpm). N&o observamos diferenca entre os ratos Salina e Exercicio.
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Legenda: Influéncia do treinamento fisico na frequéncia intrinseca de marcapasso de ratos cisplatina.
Grupos Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5); Exercicio (n=5); Cisplatina+Exercicio 5% (n=5).
Os dados sao expressos em média + EPM, para analise dos dados utilizamos andlise de variancia
ANOVA, seguido por teste de Tukey. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; # p<0,05: Cisplatina
vs Cisplatina+Exercicio.
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4.10.3 Resposta da piridostigmina sobre frequéncia intrinseca de marcapasso
em ratos submetidos aindugdo com cisplatina.

Na figura 49, observamos a frequéncia intrinseca de marcapasso de ratos Salina e
Cisplatina submetidos a tratamento com piridostigmina. Observamos ainda que 0s
ratos do grupo Cisplatina+Piridostigmina apresentam um efeito preventivo (p<0,05)
sobre a diminuicdo da FIMP dos ratos Cisplatina (Cisplatina: 344,4 + 12,4 bpm vs
Cisplatina+Piridostigmina: 430,3 £ 17,2 bpm). Nao observamos alteracées em todos
os valores dos ratos salina.

500- _
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@ Cisplatina

FIMP (bpm)
— N W B
o o o o
T 9 ¢ <9

o

Piridostigmina

Legenda: Efeito da piridostigmina sobre a frequéncia intrinseca de marcapasso de ratos cisplatina.
Grupos Experimentais: Salina (n=5); Cisplatina (n=5); Piridostigmina (n=5); Cisplatina+Piridostigmina
(n=7). Os dados sdo expressos em média £ EPM, para analise de dados utilizamos analise de variancia
ANOVA, seguido por teste de Tukey. Significancia: *p<0,05: Salina vs Cisplatina; #p<0,05: Cisplatina
vs Cisplatina+Piridostigmina.
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Dscussao
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que o0 uso crénico de cisplatina promoveu uma
diminuicdo do esvaziamento gastrico, assim com aumento da pressao arterial e
alteracdo na sensibilidade ao barorreflexo em ratos. Tais alteracdes foram prevenidas
tanto pela pratica de exercicio fisico de intensidade moderada como pela
administracdo de piridostigmina. Em estudos de contratilidade (in vitro) observamos
alteracbes na responsividade ao carbacol (CCh) em tiras isoladas de fundo de
estdbmago, onde os ratos que fizeram uso de cisplatina apresentaram uma menor forca
de contracdo comparados aos ratos controle e que apos o exercicio e o tratamento

com cisplatina a responsividade foi recuperada.

A cisplatina é um farmaco antineoplasico utilizado no tratamento de cancer de
bexiga, ovario, testiculo, varios estudos tém demostrados a capacidade de inducéo
de dismotilidade por este farmaco (CABEZOS et al, 2010). No entanto, apensar de ser
imensamente estudada, pouco se sabe sobre os efeitos do exercicio fisico e da
piridostigmina sobre a dismotilidade induzida por cisplatina em ratos. Em um estudo
realizado por Pezzuollo et al (2010) foi demostrado que o uso de 20 mg/m2 de
cisplatina, nos 3 primeiros dias de um ciclo de 21 dias de quimioterépicos, tiveram
como efeito colateral a toxicidade gastrintestinal. Nos estudos sobre dismotilidade
gastrintestinal induzida por cisplatina em ratos, Nelson et al (1993) relataram que o
retardo no esvaziamento gastrico pode ser responsavel, em parte, por anorexia,
saciedade precoce, diminuicdo de peso e nauseas associadas ao tratamento do
cancer. De acordo com Cabezos et al (2008), estes afirmaram no seus estudos a
inibicdo dose-dependente no esvaziamento gastrico, refletida por acumulo de alimento
e diminuicdo do transito intestinal, em ratos tratados com 3 mg/Kg de cisplatina,
intraperitoneal, mensurados por métodos radioldgicos. Cardoso et al (2011) relata que
as alteracbes autondmicas induzidas por cisplatina podem ser responsaveis pelo
retardo no esvaziamento gastrico, na motilidade intestinal e constipagédo que surgem

durante o tratamento com esses quimioterapicos

No presente estudo, verificamos que a cisplatina administrada via
intraperitoneal na dose de 3 mg/Kg, 1 vez por semana, durante 5 semanas, aumentou
a taxa de retencdo gastrica. Reis et al. (1998) demostra em seus resultados que o
aumento da retencdo gastrica pode estar relacionada a uma disautonomia

caracterizada pelo aumento da atividade simpatica e diminuicdo da atividade
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parassimpatica no trato gastrintestinal, tais repercussdes representam um efeito
colateral do antineoplasico sobre o sistema gastrintestinal (QIAN et al, 1996). Além
disso, esse efeito de aumento da retencéo gastrica foi atenuado pelo exercicio fisico.
Esses resultados sugerem uma maior ativacdo do sistema nervoso simpatico pela
administracdo de cisplatina e uma diminuicdo da retengcdo gastrica pelo efeito do
exercicio fisico por aumentar a atividade parassimpatica. Nossos resultados
corroboram com os achados de Miyagi et al (2014), onde foi relatado um retardo no
esvaziamento gastrico em ratos, e que esse efeito foi atenuado pelo exercicio fisico,
sugerindo que o0 aumento da atividade parassimpatica promovido pelo exercicio fisico

diminui a retencdo géastrica em ratos.

Existem diversos antineoplasicos que induzem disautonomia no organismo,
entre eles os mais estudados sdo os modelos experimentais induzidos pela
administragao de cisplatina e vincristina. Nesse estudo optamos por o estudar o
efeitos da cisplatina, o qual se caracteriza principalmente por induzir a disautonomia ,
conduzindo uma série de efeitos que afetam o sistema gastrintestinal causando
aumento da dismotilidade, bem como o sistema cardiovascular, desencadeando
aumento da disfuncao barorreflexa (SAKAI et al, 2017) e maior ativacao do sistema
nervoso simpatico (CARDOSO et al, 2011). Neste estudo trabalhamos com um
periodo de 5 semanas, que foi o periodo de tempo de administracédo para inducéo de
dismotilidade com cisplatina (ABALO et al., 2009 e CABEZOS et al., 2010)

A fim de evidenciar a presenca de disautonomia induzida por cisplatina ao nivel
das respostas cardiovasculares, realizamos a mensuracao da pressao arterial média
(PAM, mmHg) e da frequéncia cardiaca (FC, bpm) que foram registradas a partir da
pressdo de pulso dos animais através da canulacdo da artéria femoral.
Posteriormente, a canula foi conectada ao sistema Powerlab e o registro foi realizado.
A veia femoral também foi canulada para administracéo de fenilefrina e nitroprussiato
e sodio para avaliacdo do baroreflexo, bem como atropina e propranolol para analise
do tbnus simpatico e parassimpatico. Foi realizada também a implantacdo de
eletrodos subcutaneos para registro do eletrocardiograma, a partir disso foi feita a

mensuracao indireta do tbnus simpatico e parassimpatico atraves do LF, HF e LF/HF.

Inicialmente, demostramos que a cisplatina apresentou, como ja descrito na
literatura ( CARDOZO et al, 2011; GONDIN et al, 1998) elevagcdo da PAM. Muitos

mecanismos promovidos pelo desenvolvimento de disautonomia estao envolvidos nos
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efeitos cardiovasculares. A disautonomia caracterizas-se pela hiperatividade
simpatica e diminuicdo da atividade parassimpéatica. (REIS et al, 1998) Estudos
anteriores mostraram que o0 aumento da atividade simpatica promovido pela
administracdo a longo prazo do quimioterapico sdo, em grande parte, responsaveis
pelo aumento da pressao arterial. ( MACHADO et al, 2017). Dehghan et al. (2016)
sugerem que a disfuncéo endotelial, a vasoconstriccéo arterial e piora da funcéo renal

sejam os responsaveis pelo aumento da pressao arterial.

Além disso, verificamos também que os ratos que tinham aumento de pressao
apresentaram retencdo gastrica aumentada, sugerindo que este efeito pode estar
relacionado com disautonomia induzida pela administragéo de cisplatina, durante o
periodo de estudo, consequentemente induzindo o aumento da atividade simpatica
sobre o TGI. Segundo Daher e colaboradores (2008) os ratos cisplatina apresentam
maior taxa de retencdo gastrica quando comparados aos ratos salina, e esse efeito
esta relacionado a disturbios no sistema nervoso auténomo, incluindo aumento da
atividade simpatica, hipofuncdo parassimpatica e, que essa repercussao esta

diretamente relacionada com a presséo arterial.

Além disso, foi demostrado que a cisplatina tem efeito sobre a libertagdo de
serotonina a partir das células enterocromafins no trato gastrointestinal (ANDREWS
et al., 1988; CUBEDDU, 1992.) A liberacdo de serotonina, também conhecido como
5-hirdroxitriptamina, ativa os receptores periféricos de 5-HT; nas fibras vagais
aferentes e causa relaxamento do estdbmago, possivelmente levando ao retardo do
esvaziamento gastrico (Andrews et al., 1990; Yoshioka et al., 1990). Essa monoamina
desempenha importante funcéo fisiol6gica como neurotransmissor, vasoconstritor e
regulador da atividade dos musculos lisos (GERSHON et al, 2000). Sangeetha et al.,
(1990) relataram que houve aumento na geracdo de radicais livres apos a
administracéo de cisplatina. Este quimioterapico promove a liberagédo de superoxidos,
radicais hidroxila e perdoxido de hidrogénio in vitro (Sodhi e Gupta, 1986; Masuda et
al., 1994). Matsuki e colaboradores (1993) sugeriram que os radicais livres sejam
produzidos no intestino, provavelmente nas células de enterocromafins e
gue,subsequentemente, ocorra a liberagéo de serotonina. Esta serotonina pode atuar
em receptores periféricos de 5-HT3, para relaxar o estbmago. Isso sugere que a

serotonina, além de apresentar acédo sobre o sistema nervoso e endoécrino, também
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tem importancia na regulacdo gastrica e que a cisplatina tem efeito sobre ela, como

evidenciamos nesse estudo.

No presente estudo, optamos por trabalhar com exercicio fisico de natacéo
durante 5 semanas, o mesmo periodo de administracdo de cisplatina, com sobrecarga
de 5% do peso corporal de cada animal. A utilizacdo de diferentes intensidades de
sobrecarga é comum em protocolos de natagdo para ratos e a maioria dos estudos
faz uso de sobrecargas entre 5% e 8% de peso corporal. (PEREIRA et al., 1994;
GALDINO et al., 2000). Este modelo de exercicio fisico encontra-se descrito na
literatura associado ao protocolo de administracdo de cisplatina onde foram
demostrados que o treinamento fisico apresenta respostas sobre o trato gastrintestinal
e sistema cardiovascular (JESEN et al, 2014; SAKAI et al, 2017)

Nossos resultados demostraram que o grupo cisplatina tratado com exercicio
fisico apresentou reducdo dos indices de retencdo gastrica. Isso ocorreu
provavelmente, devido a diminuicdo da atividade simpatica e aumento da atividade
parassimpatica o que resultou em aumento do transito intestinal por estimular a

contracdo da musculatura lisa.

Além desses efeitos sobre a motilidade gastrica, os ratos do grupo cisplatina
submetidos ao exercicio fisico apresentaram diminuicdo da PAM e FC. Os beneficios
cardiovasculares, metabdlicos e autondmicos apos o exercicio fisico agudo ou croénico
tém levado muitos investigadores a sugerir o treinamento fisico como conduta néo
farmacolégica (HASKELL et al, 2007). Varios estudos j4 apontam os efeitos do
exercicio fisico regular em prevenir ou atenuar mudangas que ocorrem nos
mecanismos autonémicos de controle cardiovascular (onde estdo esses varios
estudos)??????. Mostarda e colaboradores (2009) afirma que a diminuicdo da
pressao arterial € acompanhada pela reducdo do volume sistélico e diastdlico,
refletindo em diminui¢éo do trabalho cardiaco. Considerando a disfungéo autondomica
como um dos efeitos colaterais da administracao de cisplatina, estudos tem sugerido
que a reducdo da pressao arterial pode estar associada a melhora da funcéo
autonémica. Um estudo realizado por Stein et al (2009) observou consideravel
aumento da variabilidade da frequéncia cardiaca apos o periodo de treinamento fisico
em idosos. Além disso, outros estudos evidenciam melhor sensibilidade barorreflexa
em individuos fisicamente ativos em relacdo aos sedentarios (CATER et al, 2003).

Esses resultados corroboram com nossos achados no qual observamos reducédo da
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PAM e FC dos animais do grupo cisplatina submetidos ao exercicio fisico e também
um aumento na variabilidade da frequéncia cardiaca e sensibilidade barorreflexa em
comparacao aos ratos cisplatina. Esses achados de melhora de funcéo autonémica
em animais treinados pode estar relacionado a melhora da complacéncia arterial que
poderia contribuir para a atenuagao progressiva da elevacdo da PA sistolica, reducéo
da PA diastolica e melhora da funcdo ventricular esquerda, alterando a perfusédo
coronariana (TANAKA et al, 2000; KARIO et al, 2003)

Posteriormente, realizamos a analise espectral da variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC), esta analise consiste em uma ferramenta indireta que decompde
sinais cardiovasculares em seus componentes de frequéncia cardiaca e quantifica a
influéncia de cada componente (MALLIAM et al, 1991). Observamos que 0 exercicio
fisico, realizados durante 5 semanas, aumenta a poténcia das oscilacdes de alta
frequéncia (Hight Frequency - HF), componente relacionado a modulacdo vagal do
sistema nervoso parassimpéatico (CHESS; TAM; CALARESU, 1975; KITNEY;
ROMPELMAN, 1980; AKSELROD et al., 1981) e diminui as oscilacbes de baixa
frequéncia (Light Frequency - LF), componente relacionado a atividade do sistema
nervoso simpatico. Dela et al (2003) cita em seus estudos que a atividade fisica
promove uma hiperatividade parassimpatica o que promove um aumento da VFC.
Nossos resultados sugerem que as alteracdes fisioldégicas cardiovasculares que
acontecem no organismo submetido ao exercicio fisico regular tende a atenuar o

quadro de disautonomia induzido pela cisplatina.

O sistema nervoso central comunica-se com 0 sistema cardiovascular e trato
gastrintestinal através da inervacao parassimpatica pelo nervo vago, essa ligacao
influencia significativamente a funcéo secretora do estbmago bem como as respostas
cardiovasculares. (QIAN; DANIELSSON; ELSALHY, 1996). A hiperatividade
parassimpatica esta relacionada ao aumento da motilidade gastrica e diminuicdo da
PA e FC com consequente aumento da variabilidade da frequéncia cardiaca. (ENDO
et al., 2002; QIAN; DANIELSSON; ELSALHY, 1996). Nossos resultados sugerem que
o treinamento fisico provoca um equilibrio autonémico cardiaco, caracterizado pela

predominéncia do tbnus parassimpatico sobre o simpatico.

Como ja foi descrita anteriormente, a disautonomia caracteriza-se pela
hiperatividade simpatica e diminuicdo da atividade parassimpdtica. Inibidores da

acetilcolinesterase, como donepezila e piridostigmina, tém sido usados em
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experimentos para aumentar a atividade parassimpatica. (ref). Tais resultados
mostram melhora da fungdo cardiaca e remodelamento cardiaco atenuado em
modelos de insuficiéncia cardiaca. (HANDA et al, 2009; LATARO el al, 2013;
SUGIMOTO et al, 2001). A piridostigmina é um agente antiacetilcolinesterasico
reversivel que ndo atravessa a barreira hematoencefalica e atua especificamente nas
fendas sinapticas periféricas (TAYLOR et al, 2001). O donepezila atravessa a barreira
hematoencefalica e tem sido usado no tratamento da doenca de Alzheimer
(SUGIMOTO, 2001). Em nossas analises optamos por estudar a piridostigmina por
ser uma droga anticolinesterasica de acdo periférica e também por estar sendo
amplamente estudada nos ultimos anos. A piridostigmina é uma amina quaternaria
gue atua como um inibidor reversivel da acetilcolinesterase e como consequéncia de
sua acdo aumenta os niveis de acetilcolina enddgena e assim na fenda sinaptica
(GOODMAN & GILMAN, 2010). Atua no sistema nervoso periférico e possui acao
sistémica, determinando diversos efeitos adversos. Os sistemas mais afetados séo o
trato gastrintestinal, o sistema cardiovascular e neuromuscular. Dentre os efeitos
adversos gastrintestinais destacam-se nauseas, vomitos, diarreia e dor abdominal,
gue podem como consequéncia levar a anorexia e perda de peso. (MORGANROTH,
2002). Nos nossos estudos observamos uma reducdo na retengdo gastrica em ratos
do grupos cisplatinos submetidos ao tratamento com piridostigmina. Sugerimos que
esse aumento da motilidade gastrica resultante do tratamento com o
anticolinesterasico tenha ocorrido devido ao aumento do ténus vagal nas fibras que
inervam o trato gastrintestinal consequente ao aumento dos niveis de acetilcolina na

fenda sinaptica, o que pode ter promovido aumento da atividade parassimpatica.

Além de repercussfes no trato gastrintestinal, a piridostigmina influencia
fortemente o sistema cardiovascular, existem varios estudos que relatam essa acéo
(CORREA et al, 2014; DURAND et al, 2014). Lataro et al (2015) demostrou em seus
estudos que a piridostigmina melhorou o tbnus vagal cardiaco e preveniu o
remodelamento cardiaco, embora ndo tenha conseguido reduzir os niveis de pressao
arterial elevada. Em nossos resultados a piridostigmina diminuiu a PAM em animais
do grupo cisplatina e aumento da FC. O mesmo foi observado nos estudos de Corréa
et al (2014) onde a piridostigmina apresentou carater preventivo causando diminui¢cao

da PAM bem como aumento da FC uma semana ap0s infarto agudo do miocardio.
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Em relagcéo ao componente LF e HF, a piridostigmina promoveu um aumento
do componente HF demostrando o aumento da atividade parassimpatica pelo
aumento dos niveis de acetilcolina na fenda sinaptica. McLaren e colaboradores
observaram reducdo estatisticamente significante no componente LF durante o
tratamento e aumento do valor normalizado de HF, esses resultados refletem uma
potencializacao do tonus vagal com a maior disponibilidade de ACh determinada pela
PYR. Durand et al (2014) demonstrou em seu estudo que o0 aumento da
disponibilidade de acetilcolina periférica apos o bloqueio da acetilcolinesterase com
PYR promoveu a ocorréncia de taquicardia, aumento do toénus simpético
parassimpatico e diminuicdo do ténus simpético apés o IM em camundongos. A
interacdo entre o sistema nervoso simpatico e parassimpatico também pode ser
parcialmente modulada por segundos mensageiros em células cardiacas, onde a
estimulacado colinérgica pode inibir o aumento de AMPc intracelular, inibindo a cascata
de sinalizacdo adrenérgica. (VANHOUTTE, 1980)

Anormalidades nos reflexos cardiovasculares sdo observados no desequilibrio
do balanco autonédmico, bem como a atenuacéo do baroreflexo (ZUCKER et al, 2012).
O desarranjo no controle autonémico cardiovascular envolve o aumento dos reflexos
simpato-excitatorios, incluindo reflexos cardiacos simpaticos aferentes. Segundo Kar
et al (2011) a insuficiéncia cardiaca congestiva produz uma atenuacéo do baroreflexo
em animais. O mesmo foi observado em nossos estudos com a cisplatina, onde este
quimioterapico causou uma diminuicdo na resposta baroreflexa ap6s do teste com
fenilefrina. Foi demostrado que a piridostigmina tem efeito modulatério no balanco
simpatovagal indicando que possui efeitos benéficos nos reflexos cardiovasculares.
Foi observado efeito protetor da piridostigmina no controle autonémico e funcgéo

cardiaca 4 semanas ap0s o inicio de falha cardiaca em ratos.
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Conclusoes
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6. CONCLUSOES

e A cisplatina provoca aumento de retengdo gastrica em ratos;

e O exercicio fisico preveniu o aumento da retencdo gastrica em ratos
submetidos a inducédo de dismotilidade com cisplatina;

e A piridostigmina diminuiu a retencdo gastrica em ratos submetidos a inducéo
de dismotilidade com cisplatina;

e Os animais submetidos a indug&o de dismotilidade com cisplatina apresentam
menor forca de contracdo em tiras de fundo gastrico em relacdo aos animais
salina, no entanto, esse efeito é atenuado pelo exercicio fisico, que aumenta a
capacidade de resposta contratil deste tecido.
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