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RESUMO

O sistema cardiovascular tem a funcdo de suprir as necessidades dos tecidos a
fim de manter um ambiente adequado para a sobrevida e funcionamento das
células, mesmo frente a desafios. Estimulos estressantes podem causar
alteracbes cardiovasculares tais como aumento na pressao arterial (PA) e na
frequéncia cardiaca (FC). Os efeitos cardiovasculares do estresse agudo sao
decorrentes principalmente de aumento na atividade do sistema nervoso
autbnomo (SNA) simpatico e parassimpatico. Diferentes estimulos estressantes
podem causar respostas diferentes. O estresse por restrigdo (ER) € amplamente
utilizado como modelo experimental, porém 0s mecanismos neurais ou hormonais
periféricos pelos os quais o ER causa respostas cardiovasculares ainda nao
foram plenamente estudados, sendo assim nosso objetivo foi verificar os
mecanismos periféricos envolvidos na resposta cardiovascular ao ER. Para isso,
estudamos os efeitos dos seguintes procedimentos: 1) administracédo intravenosa
(i.v.) de pentolinio (bloqueador ganglionar), o qual reduziu a elevagao na PA e na
FC associadas ao ER; 2) desmedulagao das glandulas adrenais, procedimento, o
qual reduziu a elevacado na PA e nao alterou a elevacao da FC; 3) administracao
do antagonista as-adrenérgico seletivo prazosin, o qual reduziu a elevacdo na PA
e aumentou a elevagao da FC; 4) desnervagao sino-adrtica aumentou a elevagao
na PA e na FC; 5) administracdo do antagonista muscarinico nao seletivo
metilbrometo de homatropina, o qual ndo alterou a elevagdo da PA, mas
aumentou a elevacao da FC; 6) administracao i.v. do antagonista (34- adrenérgico
seletivo atenolol, o qual na dose menor nao alterou a elevagdo da PA, mas
reduziu a elevagdo da FC; 7) a administracdo concomitante i.v. de atenolol e

prazosin, os quais reduziram as elevagdes na PA e na FC; 8) administracdo do



antagonista B-adrenérgico nao seletivo propranolol, o qual reduziu as elevagdes
na PA e FC; 9) administracdo concomitante de metilborometo de homatropina e
atenolol, a qual ndo alterou a elevacido na PA, nem alterou o perfil da resposta de
FC ao ER dos animais tratados somente com atenolol; 10) administragcdo de
propranolol em ratos com as glandulas adrenais desmeduladas, procedimento
que nao alterou o perfil das respostas de elevacao da PA e da FC de animais
SHAM tratados com propranolol; 11) administragdo de atenolol em animais
imperturbados causou um aumento na FC similar ao observados em outros
animais tratados com [B-bloqueadores submetidos ao ER. Em suma, nossos
resultados mostraram que o ER causa uma resposta de elevacdo na PA e na FC
e que essas respostas cardiovasculares sao decorrentes da ativacdo do SNA
simpatico neuronial (cardiaco e vascular) e adrenal (hormonal), bem como a

participacao do SNA parassimpatico via ativagcao do barorreflexo.

Palavras Chave: cardiovascular, estresse por restricdo, simpatico, parassimpatico.



ABSTRACT

Stressful stimuli can cause cardiovascular changes such as increases in blood
pressure (MAP) and heart rate (HR). The cardiovascular effects of acute stress
are due to increased activity of the autonomic nervous system (ANS) both
sympathetic and parasympathetic. Different stressful stimuli can cause different
responses. The restraint stress (RS) is widely used as an experimental model, but
the neural and hormonal peripheral mechanisms by which the RS cause
cardiovascular responses have not yet been fully studied, so our goal was to verify
the peripheral mechanisms involved in the cardiovascular response to the RS.
Therefore, we studied the effects of the following procedures: 1) intravenous (i.v)
administration of pentolinium (ganglion blocker), which reduced the elevation in
the MAP and HR associated with the RS; 2) the adrenal glands demedullation,
procedure which reduced the elevation in the MAP, but did not change the
elevation in HR; 3) administration of the selective a1-adrenergic antagonist
prazosin, which reduced the elevation in the MAP and increased the elevation in
HR; 4) the sino-aortic denervation increased the elevation in the MAP and the HR;
5) administration of non selective muscarinic antagonist homatropine
methylbromide, which did not change the elevation of the MAP, but increased the
elevation of HR; 6) i.v. administration of the selective p1-adrenergic antagonist
atenolol, which in the lower dose did not change the elevation of the MAP, but
reduced the elevation of HR; 7) concomitant i.v. administration atenolol and
prazosin, which reduced the elevation in the MAP and HR; 8) administration of the
non selective B-adrenergic antagonist propranolol, which reduced the elevations in
the MAP and HR; 9) concomitant administration of homatropine methylbromide

and atenolol, which did not alter the increase in PAM, or alter the shape of the HR



response for RS of the animals treated only with atenolol; 10) the administration of
propranolol in rats with the adrenal glands desmedullated, this procedure did not
alter the shape of the responses of elevation in the PAM and HR when compared
to animals SHAM treated with propranolol; 11) administration of atenolol in
animals undisturbed caused an increase in HR similar to others observed in
animals treated with B-blockers submitted to the RS. In summary, our results
indicate that the elevation in MAP caused by the RS results mainly from the
activation both sympathetic nervous system vascular (neural) and adrenal
(hormonal), whereas the increased HR is the resultant from the activation of the
cardiac sympathetic nervous system and that of the vagal parasympathetic, with
involvement of baroreflex activation caused by the increase in arterial pressure

associated with the RS.

Keywords: cardiovascular, restraint stress, sympathetic, parasympathetic.
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Em 1936 Selye descreveu que a exposicao a diferentes estimulos nocivos
poderia levar a uma resposta fisiolégica envolvendo o eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal, visando permitir a adaptagdo do organismo a novas condigdes,
chamando-a de "sindrome geral de adaptacao" (SELYE, 1998). Essa adaptacao
segundo Selye, seria uma reacao inespecifica do corpo a qualquer demanda,
enfatizando que as respostas observadas por ele resultariam da exposicdo a
qualquer estimulo nocivo, estimulos esses chamados de estressantes (PACAK,
2001).

Porém, outros autores notaram que em resposta a diferentes estimulos
estressantes, a atividade do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal poderia aumentar,
diminuir ou permanecer inalterada, indicando que as respostas ao estresse nao
sdo essencialmente as mesmas (PACAK, 2001). Por exemplo, o estado de
ansiedade ativa tanto o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal como o simpatico-
adrenal, enquanto que o estado de panico causa uma grande ativagao simpatica,
mas tem pequeno efeito no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (GRAEFF, 2007).

A palavra “Estresse” vem do inglés “Stress”. Esse termo foi usado
inicialmente na fisica para traduzir o grau de deformidade sofrido por um material
quando submetido a um esforgo ou tensdo (PACAK, 2001). O uso do termo na
medicina e na biologia passou a significar situagbes que o individuo considere
uma ameagca, real ou potencial, a sua integridade fisica e/ ou mental, visando a
manutencado do seu equilibrio interno. Assim, o estresse pode ser descrito como
um desafio a homeostasia (MCEWEN et al 2000), desafio este que gera
respostas que envolvem o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, o sistema nervoso
autébnomo, o sistema cardiovascular, o metabolismo e o sistema imune, servindo

para proteger o organismo de estresse interno ou externo (MCEWEN et al 1998).
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Em esséncia, todos os 6rgaos e tecidos do corpo desempenham fungoes
que ajudam a manter a homeostasia. O termo homeostasia (homeo = igual; stasis
= ficar parado) foi criado em 1932 pelo fisiologista norte americano Walter
Bradford Cannon e publicado em seu livro "The Wisdom of the Body" pode ser
descrito como a propriedade de um sistema aberto, seres vivos especialmente, de
regular o seu ambiente interno de modo a manter uma condigéo estavel, mediante
multiplos ajustes de equilibrio dindmicos, controlados por mecanismos de
regulagao inter-relacionados (BROTMAN, 2007), ou seja, a manutencdo de uma
estreita faixa de parametros fisioldgicos vitais, necessarios para a sobrevivéncia
(MCEWEN et al 2000).

Em geral, estimulos estressantes podem ser divididos em quatro
categorias principais: 1) estresse fisico, como frio ou calor intenso, barulho,
vibragdo entre outros; 2) estresse psicoldgico, como resultado de estados de
ansiedade, medo ou frustragdo; 3) estresse social, no que diz respeito ao ser
humano, desemprego, separagdo marital, perda de algum ente querido; 4)
estresse que desafiam o sistema cardiovascular e metabdlico, como exercicio,
hipoglicemia e hemorragia dentre outros (PACAK, 2001). Muitos modelos de
estresse sao usados em pesquisas com animais, sendo que algumas vezes
misturam diferentes tipos de estresse, como a manipulagdo dos animais, estresse
de imobilizagdo, antecipacdo de um estimulo doloroso, ou hemorragia
hipotensiva. Ja em termos de duragado, estresse pode ser dividido em duas
principais categorias: agudo e crénico (PACAK, 2001).

As respostas cardiovasculares se inserem no componente fisiolégico da
resposta autondbmica a um estimulo estressante. Esta bem descrito na literatura

que estimulos estressantes como jatos de ar no focinho dos animais, exposi¢ao a
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um campo aberto, estresse por imobilizacdo, associagdo a um estimulo aversivo
(medo condicionado), estresse por restricdo de movimentos dentre outros, sao
capazes de promover alteragdes no sistema cardiovascular (LAM et al., 1995;
VAN DE BUUSE et al., 2001; KAPUSTA et al.,, 2001; MULLER et al., 2001;
KAEHLER et al., 2000, KUBO et al., 2002, RESSTEL, et al., 2006).

De fato desde a antiguidade, ja havia uma percepgado intuitiva da
associacido entre estresse e sistema cardiovascular. Sir William Osler, em seu
livro Os Principios e Pratica da Medicina de 1892 diz que “Emocgdes fortes,
exercicio violento e febre causam um grande aumento na frequéncia cardiaca”
(BROTMAN 2007).

As respostas fisiolégicas cardiovasculares provocadas pelo estresse
podem ter consequéncias graves e permanentes em casos de predisposi¢cao
genética ou patoldgica. Por exemplo, em pacientes com doenga coronariana pré-
existente, eventos cardiovasculares agudos apos estresse fisico ou emocional
poderiam resultar em um aumento do estresse de cisalhamento em um local fraco
de uma placa aterosclerética com subseqlente ruptura e isquemia regionais
miocardicas (HUANG et al. 2001) ou vasoconstricdo coronariana que podem levar
a uma disritmia ventricular (KARIO et al 1997).

Mesmo na auséncia de predisposi¢des patoldgicas o estresse emocional
agudo pode resultar em consequéncias graves, tais como a disfungdo do
miocardio chamada Sindrome da Disfuncédo Apical Reversivel, também conhecida
como Cardiomiopatia de Takotsubo, Sindrome do “Coracéo Partido”, Sindrome do
Balonamento Apical Ventricular Esquerdo ou Cardiomiopatia do Estresse Humano
(Human Stress Cardiomiopathy) (GUTTORMSEN et al 2006). Semanticamente, a

palavra japonesa takotsubo € utilizada devido a semelhanga do ventriculo
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esquerdo, na angiografia contrastada, com uma armadilha de pescar polvo. Trata-
se de uma disfungdo ventricular esquerda transitéria, inicialmente descrita no
Japao (GUTTORMSEN et al 2006), a qual é precipitada, na maioria das vezes,
por estresse fisico ou emocional (TSUCHIHASHI et al 2001, KURISU et al2002).
Essa sindrome se manifesta sob a forma de dor toracica associada a alteracdes
eletrocardiograficas e elevagcdo de enzimas cardiacas compativeis com infarto
agudo do miocardio, porém sem obstrugdes coronarianas significativas.

O controle do sistema cardiovascular envolve a participacdo do sistema
nervoso central (SNC) e de mecanismos humorais, que mantém a pressao arterial
dentro de uma estreita faixa de variagao, fazendo os ajustes necessarios para o
exercicio fisico ou reagdes comportamentais a estimulos aversivos (estresse)
(BROTMAN, 2007). Este controle pode ser dividido em niveis distintos: controle
local exercido pela atividade miogénica do musculo liso vascular e do miocardio,
assim como por substancias vasoativas liberadas pelo endotélio vascular; controle
por estruturas neurais localizadas no tbulbo e controle por centros neurais
suprabulbares (FOLKOW, 1998).

O bulbo contém estruturas que sao responsaveis pelo controle agudo e
vegetativo da atividade cardiovascular (DAMPNEY, 1994; GUYENET, 1989). O
nucleo do trato solitario (NTS) € uma importante regido bulbar que atua como
centro integrador de aferéncias sensoriais periféricas, tais como as provenientes
dos barorreceptores. Além disso, o NTS é uma das estruturas responsaveis pela
geragcdo e controle da atividade autonbmica tanto simpatica quanto
parassimpatica (GUYENET, 2006). O nucleo rostroventrolateral do bulbo (RVLM)
€ responsavel pela geragao tdnica da atividade simpatica vasomotora e

consequentemente pela manutengao do ténus vascular. Os neurbnios presentes
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nesta area determinam a frequéncia de despolarizacdo dos neurbnios pré-
ganglionares simpaticos (GUERTZENSTEIN & SILVER, 1974; REIS, 1984;
SPYER, 1994).

Estruturas supra-bulbares também sao capazes de atuar sobre a atividade
cardiovascular através da modulagédo de centros bulbares (HILTON et al., 1966).
Dentre essas se encontram estruturas mesencefalicas, incluindo o complexo do
nucleo parabraquial (LOEWY, 1991), o nucleo de Kolliker-Fise (LOEWY &
MCKELLAR, 1980), a substancia cinzenta periaquedutal (PELOSI et al., 2005),
bem como estruturas prosencefalicas incluindo o hipotalamo, o nucleo central da
amigdala (FUKUMORI et al., 2004) o cortex cerebral (RESSTEL et al., 2005), a
area septal (SCOPINHO et al., 2006), e o nucleo do leito da estria terminal
(ALVES et al.,, 2007; CRESTANI et al., 2007). Além disso, essas estruturas
também atuando como moduladoras das respostas cardiovasculares observadas
durante reacdes de defensivas (KUBO et al., 2002; TAVARES e CORREA, 2006;
RESSTEL et al., 2008; WALKER E CARRIVE, LeDOX et al., 1988). Esses dados
mostram que a ativacdo dessas estruturas parece ser importante para a
manutencdo nido apenas de respostas comportamentis, mas também para manter
a atividade cardiovascular durante situacdes de risco.

As alteracbes cardiovasculares, taquicardia e aumento da pressao arterial,
observadas durante o estresse agudo sdo decorrentes principalmente de aumento
na atividade autonémica simpatica (IRVINE et Al., 1997; NAKATA et Al., 1993;
TSIGOS et. Al, 2002). Tanto no estresse agudo quanto no estresse crénico, a
medula das adrenais tem fungao de liberar catecolaminas, predominantemente a
adrenalina, na circulagdo sistémica (TAYLOR et AL., 1989), enquanto que os

terminais dos neurbnios pds-ganglionares simpaticos, que inervam o coragao e
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vasos sanguineos, liberam noradrenalina localmente (KAWASHIMA, 2005). O
sistema nervoso simpatico neuronal possui mecanismos cardio-estimulatérios
diretos, cronotropismo e inotropismo mediados via receptores (1- adrenérgicos
(HUANG et al 2000). Ja os mecanismos pressores sao mediados via receptores
a-adrenérgicos, principalmente a-adrenérgicos (HUANG et al 2000).

Modelos animais sao utilizados para estudar as alteragdes fisiologicas
geradas por diferentes tipos de estresse. Um modelo de estresse que apresenta
um estimulo ndo nocivo é o estresse por “novidade”, quando se expde um rato a
uma situacao de “campo aberto”. Essa simples exposicdo a um ambiente novo é
um estimulo aversivo que causa elevacdo na pressao arterial e na frequéncia
cardiaca, principalmente pelo aumento da atividade auton6mica simpatica, além
de também causar respostas comportamentais caracteristicas. (VAN DEN
BUUSE et al., 2001).

Outro modelo de estresse que promove alteragbes cardiovasculares e
comportamentais € o estresse por medo condicionado ao contexto. Esse modelo
apresenta uma forte resposta emocional que pode ser evocada re-exposicao de
um rato na mesma caixa em que ele tenha recebido previamente choque elétrico
nas patas (RESSTEL et al., 2006). A memodria do estimulo aversivo trazida pelo
contexto causa o medo de ser eletrocutado novamente é o que produz a resposta
emocional (FENDT et al., 1999). Do mesmo modo eu o modelo de estresse por
novidade, a resposta cardiovascular se caracteriza por aumento de pressao
arterial e frequéncia cardiaca. Alem disso, nesses dois modelos as respostas
cardiovasculares sao mediadas pelo sistema nervoso autonémico, ja que
experimentos farmacoldgicos mostraram que essas respostas podem ser abolidas

com um bloqueador ganglionar (VAN DEN BUUSE et AL., 2001; CARRIVE,
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2002). Assim, esses resultados mostram que apesar desses modelos
apresentarem paradigmas diferentes como, por exemplo, o0 medo condicionado
ser um modelo dependente de memodria, 0 aumento da atividade autonémica é
responsavel por modular as respostas cardiovasculares observadas durante a
exposicao dos animais a esses modelos.

Um modelo muito utilizado como modelo experimental de estresse é o
estresse por restricdo (ER). Trata-se de um estimulo aversivo inescapavel
amplamente utilizado como modelo de estresse que consiste em colocar o animal
em um tubo plastico ou metélico que restringe seus movimentos (CONTI et al.,
2001; YOSHINO et al., 2005). Esse modelo provoca alteragbes comportamentais
(PADOVAN et al,. 2000), alteragbes hormonais (TAYLOR et al., 1988) e também
respostas cardiovasculares caracterizadas por elevagcdo da pressao arterial e
freqiiéncia cardiaca (KUBO et al., 2002; TAVARES e CORREA, 2006).

Apesar do padrao de resposta cardiovascular ser igual no modelo de ER e
medo condicionado ao contexto, trabalhos recentes de nosso laboratério
mostraram que sua modulacéo por parte do sistema nervoso central ndo é igual.
Esses resultados demonstraram que a inibicdo do cortex pré-frontal medial
promovia reducao da resposta cardiovascular observada no medo condicionado e
potencializava a taquicardia no ER sem alterar a resposta pressora (TAVARES e
CORREA, 2006; RESSTEL et al., 2006). Reforcando essas diferencas neurais da
modulacdo autondmica cardiovascular durante situacdes de estresse, o padrao de
ativacdo de estruturas envolvidas com a modulacdo comportamental e
autonébmica durante o ER e o condicionamento ndo e igual. Um exemplo e o
nucleo leito da estria terminal (NLET), que € ativado durante o condicionamento

ao contexto (HSU et al., 2007), mas nao durante o ER (BECK e FIBIGER, 1995).
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Essa estrutura € o principal nucleo que liga a amigdala e o hipocampo, estruturas
envolvidas com respostas cardiovasculares associadas ao estresse (LeDOUX et
al., 1988; RESSTEL et al., 2008b), com o hipotalamo e as estruturas bulbares
(Herman et al. 1994; Davis et al. 1997). Além disso, o BNET é fundamental para a
manutencdo das respostas cardiovasculares observadas no modelo do medo
condicionado ao contexto (RESSTEL et al., 2008). Assim, como mencionado
anteriormente, mesmo os diferentes modelos de estresse terem respostas
cardiovasculares similares, seus substratos neurais podem modular o sistema
nervoso autdénomo de forma diferente.

Diferente do modelo de estresse por “novidade” e o do medo condicionado
ao contexto, os mecanismos neurais ou hormonais associados a atividade
autondmica que modulam as respostas cardiovasculares associadas ao ER ainda
nao foram estudados. Assim, uma vez que diferentes estimulos estressantes
podem promover respostas cardiovasculares similares, porem com substratos
neurais e comportamentais diferentes (PACAK, 2001; GRAEFF, 2007), a hipbtese
de nosso trabalho foi de que apesar das respostas cardiovasculares observadas
no modelo do ER serem similares as dos outros modelos ja estudados, a
atividade autonémica pode ser diferente. Para tanto, decidimos avaliar o papel
desempenhado pelo sistema nervoso simpatico neuronial e adrenal e pelo
sistema parassimpatico cardiaco durante as respostas cardiovasculares

associadas ao ER.



OBJETIVOS
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O presente trabalho tem por objetivo estudas os mecanismos periféricos
envolvidos na resposta cardiovascular ao estresse por restricdo. Para isso,

vamos:

1) Verificar a participagdo do sistema nervoso autbnomo nas respostas
cardiovasculares ao estresse por restricao.

2) Verificar a participagdo dos componentes neuroniais vascular e cardiaco,
assim como o componente adrenal do sistema nervoso simpatico na
resposta cardiovascular ao estresse por restricao.

3) verificar a participagdo do sistema nervoso parassimpatico na resposta
cardiovascular ao estresse por restricao.

4) verificar a participagao da atividade barorreflexa na resposta cardiovascular

ao estresse por restricao.



MATERIAL E METODOS
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1. Animais.

Nos experimentos foram utilizados ratos Wistar com peso variando entre
220 e 280g. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da USP de Ribeirdo
Preto, sendo mantidos em caixas individuais com livre acesso a ragao e agua. Os
animais foram submetidos a alternancia de luz (12 h claro/ 12 h escuro). Todos os
protocolos passaram pela aprovacdo do comité de ética da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo preto, processo n° 150/2007.

2. Implantacdo de céanulas na artéria femoral para registro da pressao
arterial e frequéncia cardiaca e na veia femoral para a injecdo de drogas.

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (Aldrich Chemical Co.
Inc., USA), na dose de 250 mg/kg, por via intraperitonial e cateteres foram
implantados na artéria e na veia femoral. Os cateteres foram fabricados a partir de
segmentos de polietileno PE-10 (4-5 cm) soldados a segmentos de polietileno PE-
50 (12-13 cm). Antes da implantagao os cateteres foram preenchidos com solugao
salina e anticoagulante (15 U/mL de heparina) e obstruidos com um pequeno pino
de aco.

Apos a implantagcdo dos cateteres, os mesmos foram exteriorizados na
regido dorsal do animal utilizando um trocater e fixados a pele por sutura
cirurgica.

O cateter arterial foi utilizado para registro da presséo arterial € 0 venoso
para injecao de drogas. O registro da presséao arterial foi realizado 24 h apés o
procedimento cirurgico para implantagdo do cateter na artéria femoral, permitindo

a recuperagao dos animais dos efeitos do anestésico. Os animais foram mantidos
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em caixas individuais durante todo o periodo pos-operatério e de registro da

pressao arterial.

3. Registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca.

Antes do inicio dos registros, 0,1 mL de solucédo salina heparinizada foi
injetada nos ratos para evitar a obstrugdo do cateter. O cateter implantado na
artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressdo acoplado a um
amplificador HP7754-A (Hewlett Packard) o qual foi conectado a um sistema de
aquisicao de dados computadorizado (Biopac, EUA).

Os registros de pressao arterial pulsatil (PAP) e de frequéncia cardiaca
(FC) foram iniciados em média 30 min apds os animais serem levados para a sala
de experimentagao, quando sua pressao arterial e freqiéncia cardiaca basais
estivessem estabilizadas, para que pudéssemos iniciar os protocolos
experimentais. A partir do registro de PAP foi derivada a pressao arterial média

(PAM) dos animais.

4. Estresse por Restricéao.

O tubo de restrigcao foi constituido por um cilindro de plastico, medindo 15
cm de comprimento e 6,5 cm de didmetro. O rato permanecia no tubo por periodo
de uma hora, sendo a pressdo arterial e a freqiéncia cardiaca registradas

continuamente durante a sua permanéncia no tubo.

5. Desmedulacéo das glandulas adrenais.
As glandulas adrenais foram expostas através de uma incisao longitudinal

na regiao dorsal do animal sob anestesia com tribromoetanol (250 mg/Kg i.p.;
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Aldrich Chemical Co. Inc., USA). Apdés a sua exposi¢cao, manipulagdo dos rins,
fez-se uma pequena incisdo no cértex das glandulas e a medula foi inteiramente
retirada aplicando-se leve pressdo de ambos os lados da glandula. Os animais
foram submetidos a cirurgia para implantacdo de céanulas na artéria e veia
femorais, uma semana apds a desmedulagcdo das adrenais. Ao final do
experimento, os animais foram anestesiados com uretana (1,25 g/Kg i.p.; Sigma
Chemical, St. Louis, USA), e as glandulas adrenais foram retiradas e pés-fixadas
em formalina a 10% por 48h. A seguir, as glandulas foram seccionadas em um
criostato e cortes de 40 um de espessura foram corados com hematoxilina-eosina
e analisados em microscépio de luz para comprovar a eficacia da cirurgia de

desmedulacéo.

6. Desnervacéo das aferéncias dos baroceptores

A desnervagao dos baroceptores aorticos e carotideos (desnervagao sino-
aortica) foi feita de acordo com a técnica descrita por KRIEGER (1964). Os ratos
foram anestesiados com quetamina-xilasina e imobilizados em posi¢cao supina na
mesa de cirurgia. Inicialmente foi feita uma incisdo de aproximadamente trés
centimetros na linha média do pescoco, expondo os musculos que cobrem a
traquéia e a regidao da bifurcagdo carotidea. Apds a secgdao do musculo
esternohyoideus, a artéria carétida comum e o tronco vagal foram
cuidadosamente isolados. Assim, 0 nervo depressor aortico (exceto aqueles
cursando com os nervos laringeo recorrente e laringeo superior) foi cortado. Em
seguida as bifurcagdes carotideas foram isoladas e cuidadosamente dissecadas
para a seccdo do nervo carotideo. Esses procedimentos foram feitos

bilateralmente e em seguida a pele dos animais foi suturada. Nos animais
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controles, ou seja “falsas operadas”, foram feitas as incisdes na linha média do
pescoco, a ressecgao do musculo e entdo os animais foram suturados.
Todos os ratos receberam 0,2 mL de pentabidtico veterinario e analgésico por via

intramuscular.

7. drogas utilizadas.

As drogas foram dissolvidas em salina e as concentragdes ajustadas para
qgue se pudesse injetar a solugao final em 1mL/kg de animal.
* Pentolinio (Sigma, USA), bloqueador ganglionar. A dose de 5 mg/Kg i.v. foi
determinada em experimentos realizados em nosso laboratério, a partir de
trabalhos descritos na literatura (MORIGUCHI et al., 1998; MATSUMURA et al.,
2000; VAN DEN BUUSE.,2001).
* Prazosin (Sigma, USA), bloqueador a1-adrenérgico seletivo. A dose de 0,5
mg/Kg foi utilizada tendo por referéncia trabalho relatado na literatura (MANION et
al, 2007).
* Atenolol (Sigma, USA), bloqueador 1-adrenérgico seletivo. As doses de 1,2 e 3
mg/Kg foram utilizadas levando-se em conta experimentos realizados em nosso
laboratério, a partir de trabalhos descritos na literatura (VAN DEN BUUSE .,2001;
RESSTEL et al 2005)
* Metilbrometo de homatropina (Sigma, USA), bloqueador muscarinico n&o
seletivo. A dose de 0,2 mg/Kg foi utilizada levando-se em conta experimentos
realizados em nosso laboratério (TAVARES et al, 2006, RESSTEL et al. 2005).
* Propranolol (Aldrich Chemical Co. Inc., USA), bloqueador B-adrenérgico nao
seletivo. A dose de 2mg/Kg foi utilizada levando-se em conta experimento

relatado na literatura (WHALEN et al, 2006).
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* Uretana (Sigma, USA), anestésico utilizado para o sacrificio dos animais.

» Tribromoetanol (Aldrich Chemical Co. Inc., USA), anestésico utilizado para os
procedimentos cirurgicos.

» Pentabidtico veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil), antibiético administrado como
profilatico.

» Banamine (Schering-Plough Veterinaria, Brasil), analgésico administrado como

profilatico.

8. Anédlise estatistica.

O teste utilizado para verificar as alteracoes na PAM e FC com relagao a
linha basal por tratamento farmacolégico foi o teste t de Student pareado (média
de 5 min antes do tratamento comparada a média 5 min apds). Para condigéo
cirargica, os dois grupos foram comparados com a utilizagao do teste t de Student
nao pareado (médias 10 min antes da restricao).

Os valores de PAM e FC foram continuamente registrados por 10 minutos
antes (basal) e 60 minutos durante a restricdo. Os dados foram expressos como
média £ erro padréo da média (EPM) das variacbes de PAM ou das variagdes da
FC da linha basal (APAM e AFC), de onde foi retirada uma amostra de 70 pontos
(um ponto por minuto). Para propdsitos estatisticos, as curvas foram geradas com
seis pontos, correspondente ao numero de animais por grupo. O 1° ponto (0 a 5),
2° ponto (6 a 10), 3° ponto (11), 4° ponto (12 a 30), 5° ponto (31 a 50), e o0 6°
ponto (51 a 70). Os dois primeiros correspondem ao periodo basal que antecede
o inicio da restricdo, enquanto os quatro ultimos correspondem ao periodo de
restricdo. As figuras ilustrativas mostradas nos resultados foram geradas com os

70 pontos para melhor apreciagéo do registro. A comparagao estatistica entre os
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grupos foi feita uma analise de variancia de dois fatores (ANOVA) utilizando o
programa “Prism” (Graph, USA), tendo como fator variavel o tratamento (salina ou
droga) ou a condigéo (sham ou operado), e o fator tempo como medida repetida.
Apenas no protocolo 10 foi feita uma analise de variancia de trés fatores utilizando
o programa SPSS, tendo como fatores principais, tratamento (salina ou
propranolol) e a condigdo (sham ou operado) e o fator tempo como medida
repetida. Foi considerado como significativo os resultados que apresentaram p<

0,05.



PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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Em todos os protocolos os animais foram levados, em suas respectivas
caixas, a sala de experimentacdo e mantidos por cerca de 30 min antes do
experimento, para ambientagcdo. Cada animal foi conectado ao sistema de registro
da pressdo arterial em sua respectiva caixa e apds a estabilizagcao da pressao
arterial e frequéncia cardiaca foi administrado o tratamento endovenoso, seguido
de registro da pressao arterial basal por 10 min. Em seguida, ainda conectado ao
sistema de registro da pressao arterial, o rato foi transferido para o tubo de
restricdo, onde permaneceu por 1 h. A pressao arterial e freqléncia cardiaca

foram registradas durante todo o periodo de restrigéo.

1. Efeito da administracdo sistémica de pentolinio, um bloqueador
ganglionar, sobre aresposta cardiovascular ao estresse por restri¢ao.

Este protocolo teve por objetivo estudar a participagado do sistema nervoso
autdbnomo nas alteragdes cardiovasculares causadas pelo estresse por restricao.
Os animais foram divididos em dois grupos. Em um grupo foi administrada salina
(NaCl a 0.9%), enquanto que no outro foi administrado pentolinio na dose de 5
mg/Kg. Neste protocolo foi feita apenas uma administragdo de droga ou salina por

rato, antes da restrigao.

2. Efeito da desmedulacdo das glandulas adrenais sobre as respostas
cardiovasculares ao estresse por restricao.

Este protocolo teve por objetivo estudar a participagdo do componente
adrenal do sistema nervoso simpatico nas alteragdes cardiovasculares causadas
pelo ER. Os animais foram divididos em dois grupos. Um grupo foi submetido a

cirurgia sendo a medula da glandula adrenal removida (DESM), enquanto no



36

grupo controle os animais foram submetidos a cirurgia ficticia, permanecendo a
glandula adrenal intactas (“falso operados” ou Sham). Neste protocolo ndo houve

administragao de drogas ou salina.

3. Efeito da administragcdo sistémica de prazosin, um antagonista oy-
adrenérgico, sobre a resposta cardiovascular ao estresse por restri¢cao.

Este protocolo teve por objetivo verificar a participagdo do componente
vascular do sistema nervoso simpatico nas alteragdes cardiovasculares causadas
pelo ER. Os animais foram divididos em dois grupos. Em um grupo foi
administrada salina (NaCl a 0.9%), enquanto que no outro foi administrado
prazosin na dose de 0,5 mg/Kg. Neste protocolo foi feita apenas uma

administragao de droga ou salina por rato, antes da restrigcdo.

4. Efeito da desnervacao sino-adrtica sobre a resposta cardiovascular ao
estresse por restrigéo.

Este protocolo teve por objetivo estudar o efeito da retirada do barorreflexo
na resposta cardiovascular ao estresse por restricdo e verificar se o aumento
exacerbado na frequéncia cardiaca observado nos animais tratados com prazosin
e submetidos ao estresse por restricdo seria pela ndo ativagdo do barorreflexo.
Os animais foram divididos em dois grupos. Os que tiveram seccionadas as
aferéncias do barorreflexo (desnervagéo sino-adrtica) e os animais submetidos a
cirurgia ficticia, ou seja, sem lesdo dos nervos. Apds o experimento, 0os animais
foram submetidos a teste de atividade barorreflexa por meio da injegéo
endovenosa do agonista o4-adrenérgico fenilefrina (50 pg/ Kg/ mL), a fim de

comprovar a eficacia da desnervacao sino-adrtica.
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5. Efeito da administracao sistémica de metilbrometo de homatropina, um
antagonista muscarinico nao seletivo, sobre a resposta cardiovascular ao
estresse por restrigcao.

Este protocolo teve por objetivo verificar a participagdo do sistema nervoso
parassimpatico nas alteragdes cardiovasculares causadas pelo estresse por
restricdo. Os animais foram divididos em dois grupos. Em um grupo foi
administrada salina (NaCl a 0.9%), enquanto que no outro foi administrado
metilborometo de homatropina na dose de 0,2 mg/Kg. Neste protocolo foi feita

apenas uma administragcéo de droga ou salina por rato, antes da restrigao.

6. Efeito da administracdo sistémica de atenolol, um antagonista Ps-
adrenérgico, sobre a resposta cardiovascular ao estresse por restricao.

Este protocolo teve por objetivo verificar a participagcdo do componente
cardiaco do sistema nervoso simpatico nas alteracdes cardiovasculares causadas
pelo estresse por restricdo, assim como verificar se a elevacdo tardia na
freqUéncia cardiaca observada na dose de 1 mg/Kg néo seria uma questao de
dose. Os animais foram divididos em quatro grupos. Em um grupo foi
administrada salina, enquanto nos outros trés foram tratados com atenolol nas
doses de 1, 2 e 3 mg/Kg, respectivamente. Neste protocolo foi feita apenas uma

administragao de droga ou salina por rato, antes da restrigcéo.

7. Efeito da administracdo sistémica de prazosin, um antagonista o;-
adrenérgico seguido da administracdo de atenolol, um antagonista B-
adrenérgico, sobre a resposta cardiovascular ao estresse por restricao.

Este protocolo teve por objetivo verificar o bloqueio dos dois principais

componentes efetuadores da resposta cardiovascular ao estresse por restricao, o
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componente cardiaco e o componente vascular do sistema nervoso simpatico. Os
animais foram divididos em quatro grupos. O primeiro grupo recebeu uma
administracdo de salina e outra de salina. O segundo grupo recebeu uma
administragao de prazosin (0,5 mg/Kg) e outra de salina. O terceiro grupo recebeu
uma administracdo de atenolol (1 mg/Kg) e outra de salina. O quarto grupo
recebeu uma administracdo de atenolol (1 mg/Kg) e outra de prazosin (0,5
mg/Kg). Para controle, cada animal recebeu duas administragcées, sendo que, o

volume administrado em todos os animais dos quatro grupos foi o mesmo.

8. Efeito da administracdo sistémica de propranolol, um antagonista B-
adrenérgico ndo seletivo, sobre a resposta cardiovascular ao estresse por
restricao.

Este protocolo teve por objetivo verificar se o aumento tardio na frequéncia
cardiaca observado ao longo da restricdo de animais tratados com antagonista [3+-
adrenérgico seria decorrente da ativagao receptores [,-adrenérgicos presentes no
coracdo. Os animais foram divididos em dois grupos. Em um grupo foi
administrada salina, enquanto que no outro foi administrado propranolol na

concentragcéo de 2 mg/Kg.

9. Efeito da administracdo sistémica de atenolol, um antagonista Pi-
adrenérgico seguido da administracdo de metilbrometo de homatropina, um
antagonista muscarinico ndo seletivo, sobre a resposta cardiovascular ao
estresse por restrigcao.

Este protocolo teve por objetivo verificar se o aumento tardio na frequéncia

cardiaca observado ao longo da restrigdo de animais tratados com atenolol seria
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decorrente de uma adaptagdo do sistema nervoso parassimpatico. Os animais
foram divididos em quatro grupos. O primeiro grupo recebeu uma administragao
de salina e outra de salina. O segundo grupo recebeu uma administragao de
atenolol (1 mg/Kg) e outra de salina. O terceiro grupo recebeu uma administragéo
de metilbrometo de homatropina (0,2 mg/Kg) e outra de salina. O quarto grupo
recebeu uma administracdo de atenolol (1 mg/Kg) e outra de metilborometo de
homatropina (0,2 mg/Kg). Para controle, cada animal recebeu duas
administragdes, sendo que, o volume administrado em todos os animais dos

quatro grupos foi o mesmo.

10. Efeito da administracdo sistémica de propranolol, um antagonista B-
adrenérgico ndo seletivo, em animais submetidos a desmedulacdo das
glandulas adrenais sobre a resposta cardiovascular ao estresse por
restrigao.

Este protocolo teve por objetivo verificar se o0 aumento tardio na frequéncia
cardiaca observado durante a restricdo em animais tratados com antagonistas -
adrenérgicos seria decorrente de um possivel deslocamento do antagonista de
seu receptor no coragéo pela adrenalina liberada pelas glandulas adrenais. Oito
dias antes do experimento os animais foram divididos em dois grupos. O primeiro
grupo foi submetido a uma cirurgia ficticia (SHAM) e o outro foi submetido a
cirurgia de desmedulacdo das glandulas adrenais (DESM). No dia do experimento
esses dois grupos foram novamente divididos formando quatro grupos. O primeiro
grupo foi de animais SHAM que receberam administragdo de salina. O segundo
grupo foi de animais SHAM que receberam administragdo de propranolol (2

mg/Kg). O terceiro grupo foi de animais DESM que receberam administracao de
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salina. O quarto grupo foi de animais DESM que receberam administragcdo de
propranolol (2 mg/Kg). Neste protocolo foi feita apenas uma administracédo de

droga ou salina por rato, antes da restrigao.

11. Efeito da administragcdo sistémica de atenolol, um antagonista B;
adrenérgicos sobre a pressédo arterial e freqléncia cardiaca ao longo do
tempo de animais n&o estressados.

Este protocolo teve por objetivo verificar se o aumento tardio na frequéncia
cardiaca observado em animais tratados com antagonistas [B-adrenérgico e
submetidos a restricdo seria dependente do modelo de estresse ou se
apresentaria também em animais nao estressados, caracterizando uma resposta
inerente a classe de droga. Os animais foram divididos em dois grupos. Em um
grupo foi administrada salina, enquanto que no outro foi administrado atenolol na
concentragdo de 1 mg/Kg. Neste protocolo foi feita apenas uma administragdo de

droga ou salina por rato, antes da restrigao.
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1. Efeito da administracdo sistémica do bloqueador ganglionar pentolinio,
sobre a resposta cardiovascular ao estresse por restrigéo.

Registros de PAP, PAM e FC de um animal controle e de um animal
tratado com pentolinio e submetido ao ER s&o apresentados na FIGURA 1.

As PAM e FC basais dos animais antes da administracdo endovenosa de
pentolinio foram 97+4 mmHg e 353+13 bpm (n=6), respectivamente. O teste t de
Student indicou uma reducao significativa na PAM basal dos animais tratados com
pentolinio (6944 mmHg, t=13,29, p<0,0001). O tratamento com pentolinio n&o
causou alteragdo significativa na FC basal, a qual foi 35114 bpm (t=0,6118,
p=0,5674), FIGURA 2.

O ER causou elevagao na PAM e FC tanto nos animais controles quanto
nos tratados com pentolinio. Entretanto, a elevagdo na PAM dos animais tratados
com pentolinio foi menor do que a observada nos animais controles, sendo que
aplicacdo do teste de ANOVA de dois fatores revelou diferengas significativas
quanto ao fator tratamento (APAM, F(160=110,4, p<0,0001) e ao fator tempo
(APAM, F560)=28,94, p<,.0001). Além disso, indicou haver interagéo entre os dois
fatores (APAM, F560=14,76, p<,.0001), FIGURA 3.

A resposta de FC dos animais tratados com pentolinio também foi menor
quando comparada a observada nos animais controles, sendo que aplicagao do teste
de ANOVA de dois fatores revelou diferengas significativas quanto ao fator
tratamento (‘AFC F(160=24,85, p<0,0001) e ao fator tempo (AFC, Fe0=22,53,
p<0,0001). Além disso, indicou haver interagdo entre os dois fatores (AFC,
F5.60=2,99, p=0,0178), FIGURA 3.

A presséao arterial diferencial, calculada a partir da variacdo da pressao
arterial sistolica subtraida da variacdo da pressao arterial diastélica, dos animais
tratados com salina nao foi alterada durante o ER. (p=0,76, n=6; analise de

correlacdo de Pearson) FIGURA 4.
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FIGURA 1. Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressédo arterial média
(PAM) e de frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle e de um rato tratado
com pentolinio submetidos ao ER, mostrando as alteracbes cardiovasculares

durante o periodo de restricdo de 60 min. O zero marca o inicio da restricao
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FIGURA 2. Variagdes na pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
de ratos tratados com pentolinio (5mg/Kg, i.v., n=6) e submetidos ao ER, sendo
possivel a visualizacdo do efeito da administracdo de pentolinio sobre a PAM
basal. A administracdo ocorreu no tempo 0 e a restricdo iniciou-se no tempo 10
min da abscissa. O asterisco (*) indica uma diferencga significativa na PAM basal

apo6s a administragao de pentolinio (teste t de Student, p<0,05).
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FIGURA 3. Variagdes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca

(AFC) em fungdo do tempo, causadas pelo ER em ratos controles (n=6) e em

ratos tratados com pentolinio (5 mg/Kg, i.v., n=6). A administragdo de pentolinio

ocorreu no tempo 0 min, sendo a restrigao iniciada no tempo 10 min da abscissa.

O asterisco (*) indica diferenga significativa entre os dois grupos (ANOVA de dois

fatores, p<0,05).
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FIGURA. 4. Variagbes na pressao arterial (PA) sistdlica, diastdlica e pressao
arterial diferencial (PAD) de animais controle tratados com salina em funcdo do

tempo (n=6).
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2. Efeito da desmedulagdo das glandulas adrenais sobre as respostas
cardiovasculares ao ER.

Registros de PAP, PAM e FC de um animal controle e de um animal
submetido a cirurgia para desmedulagao das adrenais, ao ER s&do mostrados na
FIGURA 5.

As PAM e FC basais dos animais “falso operados” foram 98+2 mmHg e 35616
bpm (n=6), respectivamente. As PAM e FC basais dos animais submetidos a
desmedulagéo das adrenais foram 96+3 mmHg e 359+11 bpm, respectivamente. O
teste t de Student n&o indicou diferengas significativas na PAM (t=2,103, p=0,0618)
ou na FC (t=0,3849, p=0,7084) basais entre esses dois grupos.

O estresse por restricdo causou elevagao na PAM e FC, tanto nos animais
“falso operados” quanto nos desmedulados. A elevagcdo na PAM dos animais
desmedulados foi reduzida quando comparada a observada nos animais “falso
operados”, sendo que a aplicagao do teste de ANOVA de dois fatores revelou
diferencgas significativas para o fator cirurgia (APAM, F 60=44,87, p<0,0001) e o
fator tempo (APAM, F60=119,7, p<0,0001), havendo interagdo entre os dois
fatores (APAM, F560=5,2, p<0,0001), FIGURA 6.

A elevacdo na FC dos animais desmedulados durante o ER n&o foi
alterada quando comparada a observada nos animais “falso operados”, sendo
que a ANOVA de dois fatores n&o revelou diferenca significativa para o fator
cirurgia (AFC, F(1,60=3,99, p<0,0001), mas revelou quanto ao fator tempo (AFC,
F(5.60=67,73, p<0,0001). Ndo houve interacdo entre os fatores (AFC, F560)=1,459,
p<0,2168), FIGURA 6.

Fotomicrografias de cortes histologicos das gléandulas adrenais de um

animal controle e de um animal desmedulado sdo mostradas na FIGURA 7.
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FIGURA 5. Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressédo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle e de um rato com as
glandulas adrenais desmeduladas e submetidos ao ER, mostrando as alteragdes

cardiovasculares durante o periodo de restricao de 60 min.



49

—O— Sham
304 l —e— Desmedulado

APAM (mmHg)

150+

AFC (bpm)

tempo (min)

FIGURA 6. Variagdes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em funcdo do tempo, causados pelo ER em ratos controles “falso
operados” (Sham, n=6) e ratos com as glandulas adrenais desmeduladas
(Desmedulado n=6). A restricdo ocorreu no tempo 10 min da abscissa. O
asterisco (*) indica diferenga significativa entre os dois grupos (ANOVA de dois

fatores, p<0,05).
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FIGURA 7. Fotomicrografias (aumento 40X) mostrando uma glandula adrenal
intacta, de um rato controle, e uma glandula adrenal desmedulada, de um rato em
que o tecido medular foi extirpado. Na glandula lesada, pode-se observar a
integridade do tecido cortical e que o espago deixado pela remogao do tecido

medular foi preenchido por tecido cicatricial.
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3. Efeito da administracdo sistémica de prazosin, um antagonista o;-
adrenérgico, sobre a resposta cardiovascular ao ER.

Registros de PAP, PAM e FC de um animal controle e um animal tratado
com prazosin submetidos ao ER sdo mostrados na FIGURA 8.

As PAM e FC basais dos animais antes do tratamento com prazosin (0,5
mg/kg i.v.) foram 94+5mmHg e 354+13bpm (n=6), respectivamente. O teste t de
Student ndo indicou alteragdes significativas na PAM (t=0,5097, p=06213) ou na
FC (t=0,5901, p=0,5682) basais dos animais tratados com prazosin, as quais apos
o tratamento foram 94+6 mmHg e 363+11 bpm, respectivamente.

O ER causou elevagdo na PAM e FC, tanto nos animais controle quanto
nos tratados com prazosin. A elevagdo na PAM dos animais tratados com
prazosin foi menor, quando comparada a observada nos animais controles. A
aplicacdo do teste de ANOVA de dois fatores indicou diferengas significativas
quanto ao fator tratamento (APAM, F(160=82,87, p<0,0001) e ao fator tempo
(APAM, F560)=58,6, p<0,0001), havendo interagéo entre os dois fatores (APAM,
F(5,60=13,2, p<0,0001), FIGURA 9.

A elevacdo na FC dos animais tratados com prazosin foi maior quando
comparada a observada nos animais controles, sendo que, a aplicacdo do teste
de ANOVA de dois fatores revelou diferencgas significativas para o fator tratamento
(AFC F(1,60)=25,03, p<0,0001) e o fator tempo (AFC, F560=61.87, p<0,0001),

havendo interagdo entre os fatores (AFC, Fs60)=6,94, p<0,0001), (FIGURA 9).
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FIGURA 8. Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressédo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle e de um rato tratado com
prazosin submetidos ao ER, mostrando as alteragdes cardiovasculares durante o

periodo de restricao de 60 min.
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FIGURA 9. Variagdes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca

(AFC) em fungdo do tempo, causados pelo ER em ratos controles (n=6) e em

ratos tratados com prazosin (0,5mg/Kg, i.v., n=6). A administracdo ocorreu no

ponto 0 min e a restricdo no ponto 10 min da abscissa.O asterisco (*) indica

diferenca significativa entre os dois grupos (ANOVA de dois fatores, p<0,05).
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4. Efeito da desnervacdo sino-aortica sobre a resposta cardiovascular ao
ER.

Registros de PAP, PAM e FC de um animal controle “falso operado” e de
um animal desnervado submetidos ao ER estdo mostrados na FIGURA 10.

A PAM e FC basais dos animais “falso operados” foram 99+3 mmHg e
35516 bpm (n=6), respectivamente. A PAM e FC basais dos animais submetidos
a desnervagdo sino-aortica foram 103+t8 mmHg e 359+7 bpm (n=5),
respectivamente. O teste t de Student indicou que a PAM basal dos animais
submetidos a desnervacgao sino-aodrtica foi significativamente maior do que a PAM
basal dos animais “falso operados” (t=2,44, p=,.0417). Porém, nao houve
diferenca significativa entre as FC basais dos dois grupos (t=1,280, p=0,2363).

O ER causou elevacao na PAM e FC, tanto nos animais “falso operados”
quanto nos desnervados. A elevacao da PAM dos animais desnervados foi maior
do que a observada nos animais “falso operados”, sendo que a aplicacio do teste
de ANOVA de dois fatores indicou diferengas significativas quanto ao fator cirurgia
(APAM, F1,54=61,13, p<0,0001) e ao fator tempo (APAM, F554=140,2, p<0,0001),
havendo interagéo entre os dois fatores (APAM, F54)=6,83, p<0,0001), FIGURA
11.

A elevacao na FC dos animais desnervados durante o ER maior do que a
observada nos animais “falso operados”, sendo que a aplicacdo do teste de
ANOVA de dois fatores, indicou diferengas significativas quanto ao fator cirurgia
(AFC, F(1,54=49,65, p<0,0001), e ao fator tempo (AFC, F54=132,4, p<0,0001),
havendo interacdo entre os dois fatores (AFC, F54=8,28, p<0,0001), (FIGURA

11).
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FIGURA 10. Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle “falso operado” (Sham) e
de um rato desnervado submetidos ao ER, mostrando as alteragdes

cardiovasculares durante o periodo de restricao de 60 min.
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FIGURA 11. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em funcdo do tempo, causadas pelo ER em ratos controles “falso
operados” (Sham, n=5) e ratos submetidos a desnervagdo sino-adrtica
(Desnervado, n=5). A restricdo ocorreu no tempo 10 min da abscissa. O asterisco
(*) indica diferenca significativa entre os dois grupos (ANOVA de dois fatores,

p<0,05).
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5. Efeito da administracao sistémica de metilbrometo de homatropina, um
antagonista muscarinico nao seletivo, sobre a resposta cardiovascular ao
ER.

Registros de PAP, PAM e FC de um animal controle e um animal tratado com
metilbrometo de homatropina submetidos ao ER s&o mostrados na FIGURA 12.

A PAM e FC basais dos animais antes do tratamento com metilbrometo de
homatropina (0,2 mg/kg i.v.) foram 98t4mmHg e 354t12bpm (n=5),
respectivamente. O teste t de Student n&o indicou alteracéo significativa na PAM
(t=0,842, p=0,7823) e FC (t=1,654, p=0,6852) basais dos animais tratados com
metilborometo de homatropina, as quais apds o tratamento foram 97t6mmHg e
363+11bpm, respectivamente.

O estresse por restricdo causou elevagdo na PAM e FC, tanto nos animais
controle quanto nos tratados com metilborometo de homatropina. A elevacdo na PAM
dos animais tratados com metilbrometo de homatropina néo foi significativamente
diferente quando comparada a observada nos animais controles. A aplicagdo do
teste de ANOVA de dois fatores néo revelou diferenca significativa quanto ao fator
tratamento (APAM, F154=3,47, p=0,067), mas revelou diferenga significativa quanto
ao fator tempo (APAM, F554=76,39, p<0,0001), ndo havendo interagéo entre os dois
fatores (APAM, F554=0,6498, p=0,6628) (FIGURA 13).

A elevacédo na FC dos animais tratados com metilbrometo de homatropina
foi maior quando comparada a observada nos animais controles, sendo que, a
aplicacao do teste ANOVA de dois fatores revelou diferengas significativas para o
fator tratamento (AFC, F(154=11,38, p=0,0014) e o fator tempo (AFC, F(54=82,45
p<0,0001). N&o houve interagdo entre os fatores (AFC, F54)=1,446 p=0,2228),

FIGURA 13.
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FIGURA 12. Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle e de um rato tratado com
metilbrometo de homatropina submetidos ao ER, mostrando as alteracdes

cardiovasculares durante o periodo de restricado de 60 min.
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FIGURA 13. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em fungdo do tempo, causados pelo ER em ratos controles (n=6) e em
ratos tratados com metilbrometo de homatropina (0,2mg/Kg, i.v., n=6). A
administragdo ocorreu no tempo 0 min e a restricdo foi iniciada no tempo 10 min
da abscissa. O asterisco (*) indica diferenga significativa entre os dois grupos

(ANOVA de dois fatores, p<0,05).
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6. Efeito da administracdo sistémica de atenolol, um antagonista Ps-
adrenérgico, sobre a resposta cardiovascular ao ER.

Registros de PAP, PAM e FC de um animal controle e de um animal
tratado com atenolol 1 mg/Kg submetidos ao ER, sdo mostrados na FIGURA 14.

As PAM e FC basais dos animais antes da administracdo de atenolol
(1mg/kg i.v.) foram 96+3 mmHg e 352+10 bpm (n=6), respectivamente. O teste t
de Student ndo indicou alteragdo significantiva na PAM ou na FC basais dos
animais tratados atenolol, as quais apdés o tratamento foram 97+3mmHg (t=0,8102
p=0,4547) e 33917 bpm (t=1,144 p=0,3043), respectivamente.

O ER causou elevagdo na PAM e FC, tanto nos animais controle quanto
nos tratados com atenolol. A elevagdo na PAM, durante o ER, dos animais
tratados com atenolol n&o foi significativamente diferente daquela observada nos
animais controles. A aplicagdo do teste de ANOVA de dois fatores ndo indicou
diferenga significativa quanto ao fator tratamento (APAM, F60=0,1056,
p=0,7464), mas revelou diferenca significativa quanto ao fator tempo (APAM,
F5.60=49,89, p<0,0001), ndo havendo interagdo entre os dois fatores (APAM,
F(5,60=0,1994, p=0,9615) (FIGURA 15).

A elevacao na FC dos animais tratados com atenolol foi reduzida quando
comparada a observada nos animais controles, sendo que, a ANOVA de dois
fatores revelou diferencas significativas para o fator tratamento (AFC, F(1,60=107,
p<0,0001) e o fator tempo (AFC, F560=21,54, p<0,0001), havendo interag&o entre
os fatores (AFC, F60=20,94, p<0,0001) (FIGURA 15).

Nos animais tratados com atenolol (2 mg/Kg, i.v.) a PAM e FC basais dos
animais foram respectivamente 96t4mmHg e 346+11bpm (n=6), antes da

administragdo da droga. A aplicagédo do teste t de Student ndo indicou alterag&o
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significativa na PAM (t=0,953, p=0,7241) ou FC (t=1,256, p=0,0702) basais dos
animais tratados atenolol 2 mg/Kg, as quais apos o tratamento foram 95:3mmHg
e 345+11 bpm, respectivamente.

O ER causou elevacao na PAM e FC, tanto nos animais controle quanto
nos tratados com atenolol 2 mg/Kg. A elevagao na PAM dos animais tratados com
atenolol foi menor quando comparada a observada nos animais controles, sendo
que a aplicacdo do teste de ANOVA de dois fatores indicou diferencas
significativas quanto ao fator tratamento (APAM, F(460=5,05, p=0,0283) e ao fator
tempo (APAM, F60=102,3, p<0,0001), ndo havendo interagdo entre os dois
fatores (APAM, F560=0,8282, p=0,5347) (FIGURA 16).

A elevacdo na FC, durante o ER, dos animais tratados com atenolol 2
mg/Kg foi reduzida quando comparada a observada nos animais controles. A
aplicacdo do teste de ANOVA de dois fatores indicou diferengas significativas
quanto ao fator tratamento (AFC, F160=133,1, p<0,0001) e ao fator tempo (AFC,
F(5.60=25,36, p<0,0001), havendo interagédo entre os dois fatores (AFC,
F(5.60=2,.13, p<0,0001) (FIGURA 16).

Nos animais tratados com atenolol (3 mg/Kg, i.v.) a PAM e FC basais dos
animais foram 1012 mmHg e 352+10 bpm (n=6) antes da administragdo da
droga, respectivamente, sendo que o teste t de Student ndo indicou alteragdes
significantes na PAM (t=1,710, p=0,2243), e na FC (t=1,816 p=0,0994) basais dos
animais tratados atenolol 3 mg/Kg, as quais apos o tratamento foram 97+4mmHg
e 344111 bpm, respectivamente.

O ER causou elevagdo na PAM e FC, tanto nos animais controle quanto
nos tratados com atenolol 3 mg/Kg. A elevacédo na PAM dos animais tratados com

atenolol 3 mg/Kg foi menor quando comparada a observada nos animais
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controles. A aplicacao do teste de ANOVA de dois fatores indicou diferengas
significativas quanto ao fator tratamento (APAM, F(160=17,34, p=0,0001) e ao
fator tempo (APAM, F560=75,25, p<0,0001), sendo que houve interagdo entre os
dois fatores (APAM, F 5 60=3,55, p=0,0100) (FIGURA 16).

A elevacdo na FC dos animais tratados com atenolol 3 mg/Kg foi menor
quando comparada a observada nos animais controles, sendo que, a ANOVA de
dois fatores revelou diferengas significativas para o fator tratamento (AFC
F1.60=115,6, p<0,0001) e o fator tempo (F60=19,36, p<0,0001), sendo que
houve interagéo entre os fatores (F(560=21,75, p<0,0001) (FIGURA 16).

Ao compararmos somente a PAM dos animais tratados com as doses de 1
2 e 3 mg/Kg de atenolol submetidos ao ER, a aplicagao do teste de ANOVA de
dois fatores indicou a existéncia de diferenca significativa quanto ao fator
tratamento (APAM, F(290=8,51, p=0,0004), e ao fator tempo (APAM, F 5 90)=86,40,
p<0,0001), havendo interagédo entre os dois fatores (APAM, Fs5g90=2,018,
p<0,0403) (FIGURA 16).

Ao compararmos somente a FC dos animais tratados com as doses de 1 2
e 3 mg/Kg de atenolol submetidos ao ER, a aplicagdo do teste de ANOVA de dois
fatores nao indicou diferenga significativa quanto ao fator tratamento (AFC,
F2.90=0,2212, p=0,8020), mas revelou diferenga significativa quanto ao fator
tempo (AFC, F00=17,52, p<0,0001), sendo que ndo houve interagéo entre os

dois fatores (AFC, F(590=0,326, p=1) (FIGURA 16).
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FIGURA 14. Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle e de um rato pré-tratado
com atenolol (1mg/Kg i.v.) submetidos ao ER, mostrando as alteracdes

cardiovasculares durante o periodo de restricdo de 60 min.
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FIGURA 15. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em fungdo do tempo, causados pelo ER em ratos controles (n=6) e em
ratos tratados com atenolol (1 mg/Kg, i.v., n=6). A administragdo ocorreu no
tempo 0 min e a restrigéo foi iniciada no tempo 10 min da abscissa. O asterisco (*)
indica diferenga significativa entre os dois grupos (ANOVA de dois fatores,

p<0,05).
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FIGURA 16. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em fungdo do tempo, causados pelo ER em ratos controles (n=6) e em
ratos tratados com atenolol nas doses de 1 mg/kg(n=6), 2 mg/Kg(n=6) e 3
mg/Kg(n=6). A administracdo ocorreu no tempo 0 min e a restrigdo foi iniciada no
tempo 10 min da abscissa. O asterisco (*) indica diferenga significativa entre os
grupos (ANOVA de dois fatores) e o sustenido (#) indica que n&o ha diferengas
significativas entre as FC dos grupos tratados com diferentes doses de atenolol

(ANOVA de dois fatores, p<0,05).
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7. Efeito da administragcdo sistémica de prazosin, antagonista ;-
adrenérgico, seguido da administracdo de atenolol, antagonista B;-
adrenérgico, sobre a resposta cardiovascular ao ER.

Registros de PAP, PAM e FC de um animal controle e um animal tratado
com prazosin 0,5mg/Kg + atenolol 1mg/Kg submetidos ao ER, sdo mostrados na
FIGURA 17.

A pressdao PAM e FC basais dos animais antes da administracdo de
prazosin (0,5mg/kg i.v.) e atenolol (1mg/kg i.v.) foram 91+3mmHg e 344+12bpm
(n=6), respectivamente. O teste t de Student indicou que a administracdo de
atenolol + prazosin reduziu significativamente a PAM basal dos animais, a qual
apos o tratamento foi 85:3mmHg (t=5,58, p=0,0051), mas nao alterou a FC basal,
a qual foi 342+11bpm. O teste t de Student ndo indicou alteragdes significativas
na PAM e FC basais dos animais tratados somente com prazosin (0,5mg/kg i.v.,
n=6) as quais foram 95t4 mmHg e 355+10 bpm, respectivamente. Tampouco nos
animais tratados somente com atenolol (1mg/kg i.v.) (n=6), as quais foram
99+2mmHg e 344+7bpm, respectivamente.

O ER causou elevagdo na PAM e FC, tanto nos animais controle (grupo
salina + salina, grupo prazosin + salina ou grupo atenolol + salina) quanto nos
animais tratados com prazosin + atenolol.

A aplicacao do teste de ANOVA de dois fatores indicou que a elevagao na
PAM do grupo tratado com prazosin + atenolol, observada durante o ER, foi
reduzida significativamente quando comparada a observada no grupo tratado com
salina + salina (APAM, F(160=399,1, p<0,0001), bem como diferencas
significativas quanto ao fator tempo (APAM, F60=102,3, p<0,0001), havendo
interagéo entre os dois fatores (APAM, F560=59,56, p<0,0001) (FIGURA 23). As

elevacdes na PAM em resposta ao ER do grupo tratado com prazosin + atenolol



67

também foi reduzida quando comparada a do grupo tratado com atenolol + salina
(APAM, F(160=76,08, p<0,0001), e diferengas significantes em relacdo ao fator
tempo (APAM, F60=21,76, p<0,0001), sendo que houve interagdo entre os
fatores (APAM, F560=11,80, p<0,0001). As elevagbes na PAM em resposta ao
ER do grupo tratado com prazosin + atenolol também foi reduzida quando
comparada a do grupo tratado com prazosin + salina (APAM, F(160=17,08,
p=0,0001), e diferengas significantes em relacdo ao fator tempo (APAM,
F5.60=10,56, p<0,0001), sendo que houve interacdo entre os fatores (APAM,
F(5,60=2,64, p=0,0314) (FIGURA 18).

A aplicacdo do teste de ANOVA de dois fatores indicou que a elevagdo na
FC em resposta ao ER, do grupo tratado com prazosin + atenolol, foi reduzida
quando comparada a do grupo tratado com salina + salina (AFC, F(160=166,1,
p<0,0001), bem como diferengas significativas quanto ao fator tempo (AFC,
Fs.60=41, p<0,0001), havendo interacdo entre os dois fatores (AFC, F560)=24,72,
p<0,0001) (FIGURA 17). A elevagao na FC em resposta ao ER do grupo tratado
com prazosin + atenolol também foi reduzida quando comparada a do grupo
tratado com prazosin + salina (AFC, F(160=195,3, p<0,0001), e diferencas
significativas quanto ao fator tempo (AFC, F(560=36,05, p<0,0001), havendo
interagdo entre os dois fatores (AFC, F560=20,14, p<0,0001) (FIGURA 18).

No entanto, quando foram comparadas as elevag¢des na FC do grupo prazosin
+ atenolol com as do grupo atenolol + salina, a aplicagao do teste de ANOVA de dois
fatores nao revelou alteragdes significativas quanto ao fator tratamento (AFC,
F160=0,4124, p=0,5232), mas indicou a existéncia de diferencas significativas
quanto ao fator tempo (AFC, F560=9,28, p<0,0001), ndo havendo interagdo entre os

dois fatores (AFC, F(s60=1,183, p=0,3282) (FIGURA 19).
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(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle e de um rato pré-tratado
com prazosin (0,5 mg/Kg, i.v.) e atenolol (1 mg/Kg, i.v.) submetidos ao ER,
mostrando as alteracdes cardiovasculares durante o periodo de restricao de 60

min.
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FIGURA 18. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em func&o do tempo, causados pelo ER no grupo controle (n=6) e em ratos
tratados com prazosin (0,5 mg/Kg, i.v.,) + atenolol (1 mg/Kg) (n=6). A
administragdo ocorreu no tempo 0 min e a restricdo foi iniciada no tempo 10 min
da abscissa.O asterisco (*) indica diferenga significativa entre os dois grupos

(ANOVA de dois fatores, p<0,05).
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FIGURA 19. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em fungdo do tempo, causados pelo ER em ratos controles (grupo salina +
salina, n=6); (grupo atenolol 1 mg/Kg+salina, n=6); (grupo prazosin 0,5 mg/Kg +
salina, n=6) e em ratos tratados com prazosin (0,5 mg/Kg) + atenolol (1 mg/Kg)
(n=6). A administragdo ocorreu no tempo 0 min e a restrigdo foi iniciada no tempo
10 min da abscissa. O asterisco (*) indica diferenca significativa entre o grupo
indicado e os demais grupos (ANOVA de dois fatores) e o sustenido (#) indica que
nao ha diferengas significativas na FC entre o grupo atenolol + salina e o grupo

prazosin + atenolol (ANOVA de dois fatores, p<0,05).
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8. Efeito da administracdo sistémica de propranolol, um antagonista B-
adrenérgico nao seletivo, sobre a resposta cardiovascular ao ER.

Registros de PAP, PAM e FC de um animal controle e um animal tratado
com propranolol, submetidos ao ER, sdo mostrados na FIGURA 20.

A PAM e FC basais dos animais antes da administragado de propranolol (2
mg/kg i.v.) foram 92+3 mmHg e 364+12 bpm (n=6), respectivamente. A aplicagao
do teste t de Student n&o indicou alteragdes significativas na PAM (t=0,2357
p=0,8196) ou na FC (t=1,551 p=0,1959) basais dos animais tratados com
propranolol, as quais foram 9314 mmHg e 351+14 bpm, respectivamente.

O ER causou elevagao da PAM e FC tanto de animais controle quanto nos
tratados com propranolol. A elevagdo na PAM dos animais tratados com
propranolol foi menor quando comparada a observada nos animais controles. A
aplicacdo do teste de ANOVA de dois fatores indicou a existéncia de diferengas
significativas quanto ao fator tratamento (APAM, F=56,24, p<0,0001) e ao fator
tempo (APAM, F=92, p<0,0001), sendo que houve interagdo entre os dois fatores
(APAM, F=5,89, p=0,0002) (FIGURA 21).

A elevacdo na FC dos animais tratados com propranolol foi reduzida
quando comparada a observada nos animais controles, sendo que a aplicagao do
teste de ANOVA de dois fatores revelou a existéncia de diferencas significativas

quanto ao fator tratamento (AFC, F=113,6, p<0,0001) e ao fator tempo (AFC,

F=31,29, p<0,0001), sendo que houve interagdo entre os dois fatores (AFC, F=22,

p<0,0001) (FIGURA 21).
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FIGURA 21. Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle e de um rato tratado com
propranolol (2 mg/Kg, i.v.) submetidos ao ER, mostrando as alteragbes

cardiovasculares durante o periodo de restricao de 60 min.
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FIGURA 22. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC), em fungado do tempo, causados pelo ER em ratos controles (n=6) ou pré-
tratados com propranolol (2 mg/Kg, i.v., n=6). A administragdo ocorreu no tempo 0
min e a restricdo foi iniciada no tempo 10 min da abscissa.O asterisco (*) indica

diferenca significativa entre os dois grupos (ANOVA de dois fatores, p<0,05).
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9. Efeito da administracdo sistémica do antagonista muscarinico néao
seletivo metilborometo de homatropina sobre a resposta cardiovascular ao
ER em animais tratados com o antagonista ;. adrenérgico atenolol.

Registros de PAP, PAM e FC de um animal controle tratado com atenolol
(1 mg/Kg) e de um animal tratado com atenolol (1 mg/Kg) + metilorometo de
homatropina (0,2 mg/Kg) submetidos ao ER sado mostrados na FIGURA 23.

A PAM e FC basais dos animais antes da administracdo de atenolol (1 mg/kg
i.v.) + metilbrometo de homatropina (0,2 mg/Kg) foram 97+2 mmHg e 35619 bpm
(n=6), respectivamente. A aplicagéo do teste t de Student indicou que a administragéo
de atenolol + metilbrometo de homatropina ndo causou alteragdes significativas na
PAM (t=0,541 p=0,7752) e FC (t=1,108, p=0,0975) basais dos animais, as quais apos
o tratamento foram 100x3mmHg e 362+11bpm, respectivamente. Nao foram
observadas alteragbes significativas na PAM e FC basais dos animais tratados
somente com atenolol (1mg/kg i.v.) (n=6), as quais foram 9811 mmHg e 35518 bpm,
respectivamente. Também nao se observou alteragbes significativas nos valores de
PAM e FC dos animais tratados somente com metilborometo de homatropina (0,2mg/kg
i.v., n=6), as quais foram 101+2mmHg e 362+12 bpm, respectivamente.

O ER causou elevagdo na PAM e FC, tanto nos animais controles (grupo
salina + salina, grupo atenolol + salina ou grupo homatropina + salina) quanto no
grupo tratado com homatropina + atenolol. A aplicagdo do teste de ANOVA de dois
fatores indicou que a elevagdo na PAM do grupo tratado com homatropina+atenolol
nao significativamente diferente da elevagcdo observada no grupo tratado com
salina+salina (APAM, F(154=3,21, p<0,0788) e indicou diferenca significativa quanto
ao fator tempo (APAM, F554=151.8, p<0,0001), ndo ocorrendo interagéo entre os
dois fatores. A resposta de elevagdo da PAM, causada pelo ER, do grupo tratado

com homatropina+atenolol também nado significativamente diferente daquela
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observada no grupo tratado com homatropinatsalina (APAM, F4¢=1.047,
p=0,3113). Diferenca significativa foi observada quanto ao fator tempo (APAM,
F(548=86,65, p<0,0001), ndo havendo interagdo significativa entre os dois fatores
(FIGURA 31). As elevagbes na PAM em resposta ao ER do grupo tratado com
homatropina+atenolol também n&o foi alterada quando comparada a do grupo
tratado com atenolol+salina (APAM, F(154=0,4839, p=0,4897), e diferengas
significantes em relagéo ao fator tempo (APAM, F554=49,75, p<0,0001), sendo que
ndo houve interagdo entre os fatores (APAM, F554=0,3277, p=0,8941) (FIGURA 24).

A aplicacao do teste de ANOVA de dois fatores indicou que a elevagao na
FC em resposta ao ER do grupo tratado com homatropina+atenolol foi
significativamente reduzida quando comparada a do grupo tratado com
salinatsalina (AFC, F(154=105,8, p<0,0001), bem como indicou diferenca
significativa quanto ao fator tempo (AFC, F554)=25,81, p<0,0001), sendo que
ocorreu interag&o entre os dois fatores (AFC, F560=19,18, p<0,0001). A elevagéo
na FC em resposta ao ER do grupo tratado com homatropina+atenolol também foi
significativamente reduzida quando comparada a do grupo tratado com
homatropina+salina (AFC, F(148=202, p<0,0001), havendo diferenca significativa
quanto ao fator tempo (AFC, F48=38,42, p<0,0001), bem como ocorréncia de
interagé@o entre os dois fatores (AFC, F548=27,53, p<0,0001) (FIGURA 24).

No entanto, quando comparadas as elevagcbes na FC do grupo
homatropina+atenolol com o grupo atenolol+salina, a aplicagdo do teste de
ANOVA de dois fatores nao indicou existéncia de alteragbes significativas quanto
ao fator tratamento (AFC, F(154=0,1422, p=0,7075), ocorrendo diferenca
significativa quanto ao fator tempo (AFC, F54=12,71, p<0,0001). N&do houve

interag&o entre os dois fatores (AFC, F554)=0,3914, p=0,8526), FIGURA 24.



200=
150
100+
50+
0=
200+
150+
1004
50+
0=
550=
450+
350
250+
150+

PAM (mmHg) PAP (mmHg)

FC (bpm)

L
=
o4
@
(=

Atenolol

P

PAM (mmHg) PAP (mmHg)

FC (bpm)

200+
150
100+

50+

200+
150+

1004 -~

0-
550
450+

350 -

250+

150+

o TNy

Homatropina + Atenolol

Pt sn o

i

e

g

76

s i el et gt g

[=F

FIGURA 23. Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média

(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle tratado com atenolol

(1mg/Kg, i.v.) e de um rato pré-tratado com atenolol (1mg/Kg, i.v.) e metilbrometo

de homatropina (0,2mg/Kg, i.v.) submetidos ao ER, mostrando as alteracdes

cardiovasculares durante o periodo de restricao de 60 min.



APAM (mmHg)

AFC (bpm)

40+

304

20+

—O— Atenolol + Salina
—e— Homatrop + Atenolol

150+

100+

(9)]
o
|

T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70
tempo (min)

| LEeet) ;‘ft
==a3 CCLTUL il
—,-'f‘.“(!.‘_("- o
J-' =

tempo (min)

77

FIGURA 24. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca

(AFC), em fungdo do tempo, causados pelo ER em ratos controles (atenolol

1mg/Kg, n=6) ou pré-tratados com metilborometo de homatropina (0,2mg/Kg, i.v.) e

atenolol (1mg/Kg, i.v.), n=6. Nao houve diferengas significativas entre os grupos

(ANOVA de dois fatores, p<0,05)
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FIGURA 25. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em fungdo do tempo, causados pelo ER em ratos controles (grupo
salina+salina,n=6); (grupo atenolol 1 mg/Kg+salina, n=6); (grupo homatropina 0,2
mg/Kg+salina, n=6) e em ratos tratados com homatropina (0,2mg/Kg) + atenolol
(1mg/Kg) (n=6). A administragao ocorreu no tempo 0 min e a restrigao foi iniciada
no tempo 10 min da abscissa. Nao houve diferengas significativas entre as PAM
dos grupos. O asterisco (*) indica diferenga significativa entre os grupos (ANOVA
de dois fatores) e o sustenido (#) indica que nado ha diferengas significativas na
FC entre os grupos atenolol+salina e o grupo homatropina+atenolol (ANOVA de

dois fatores, p<0,05)
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10. Efeito da administracdo sistémica do antagonista B-adrenérgico néao
seletivo propranolol, em animais submetidos a desmedulacédo das glandulas
adrenais, sobre aresposta cardiovascular ao ER.

Registros de PAP, PAM e FC de um animal controle “falso operados”
tratado com propranolol e de um animal com as glandulas adrenais
desmedulados (DESM) tratado com propranolol submetidos ao ER, s&o
mostrados na FIGURA 26.

A PAM e FC basais dos animais “falso operados” foi 953 mmHg e 349+
6bpm (n=6), respectivamente. A aplicacdo do teste t de Student ndo indicou
existéncia de alteracdes significativas na PAM e FC basais dos animais “falso
operados” apos a administracdo de 2 mg/Kg de propranolol, as quais apds o
tratamento foram 93t4mmHg e 351+14bpm, respectivamente. O mesmo ocorreu
com a PAM e a FC basais dos animais cujas glandulas adrenais foram
desmeduladas, que antes da administracdo de propranolol foram 92+4 mmHg e
354+10 bpm (n=6) e apds o tratamento foram 91+3mmHg e 359+11bpm,
respectivamente.

O ER causou elevagédo na PAM e FC nos quatro grupos experimentais
(grupo “falso operado” + salina; grupo DESM + salina; grupo “falso operado” +
propranolol; grupo DESM + propranolol).

Para a resposta de elevacdo da PAM, a aplicacao do teste de ANOVA de
trés fatores relevou a existéncia de diferengas significativas quanto ao fator
cirurgia (APAM, F(118=20,49, p<0,0001) e quanto ao fator tratamento (APAM,
F1,18=24,89, p<0,0001), sendo que ocorreu interagédo entre os fatores cirurgia e
tratamento (APAM,F 1 18=7, p=0,0016). Além disso a analise também indicou a

existéncia de diferenga significativa quanto ao fator tempo (F.90=163,99,
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p<0,0001), ocorrendo interagao significativa entre os fatores cirurgia e tempo
(APAM  F590=4,74, p=0,0001) e entre os fatores tratamento tempo (APAM
F(5.90=5,69, p<0,0001), ndo ocorrendo interacdo entre os trés fatores cirurgia,
tratamento e tempo (APAM F(5,90)=1,30, p=0,269), FIGURA 27.

Na comparacgao entre o grupo “falso operado” + Salina e o grupo “falso
operado” + propranolol, o tratamento com propranolol reduziu a elevacao da PAM
em resposta ao ER, sendo que a aplicacdo do teste de ANOVA de dois fatores
indicou a existéncia de diferenga significativa quanto aos fatores tratamento
(APAM, F(154=45,35, p<0,0001) e tempo (APAM, F54=84,43, p<0,0001), sendo
que houve interacdo entre os dois fatores (APAM, F54=5,07, p=0,0007),
FIGURA 28.

Quando comparamos o grupo DESM + Salina com o grupo DESM +
propranolol, o tratamento com propranolol ndo alterou a elevacao da PAM em
resposta ao ER, sendo que a aplicacao do teste de ANOVA de dois fatores nao
indicou a existéncia de diferencas significativas quanto ao fator tratamento
(APAM, F154)=3,58, p=0,0546), mas revelou diferenca significativa quanto ao fator
tempo (APAM, F54=68,98, p<0,0001), sendo que ndo houve interagéo entre os
dois fatores (APAM, F554=1.43, p=0,2274).(FIGURA 28)

Quando comparamos o grupo “falso operado” + Salina com o grupo DESM
+ Salina, a desmedulagéo das glandulas adrenais reduziu a elevagédo da PAM em
resposta ao ER, sendo que a aplicacdo do teste de ANOVA de dois fatores
indicou a existéncia de diferengas significativas quanto aos fatores cirurgia
(APAM, F(1,60=44,87, p=0,0546) e tempo (APAM, F60=119,8, p<0,0001), sendo
que houve interagdo entre os dois fatores (APAM, F60=5,2, p=0,0005), FIGURA

28.
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Quando comparamos o grupo “falso operado” + propranolol com o grupo
DESM + propranolol, a desmedulacdo das glandulas adrenais nao alterou a
elevacdo da PAM em resposta ao ER, sendo que a aplicacédo do teste de ANOVA
de dois fatores nado indicou a existéncia de diferenca significativa quanto ao fator
cirurgia (APAM, F(148=2,20, p=0,144), mas revelou diferenga significativa quanto
ao fator tempo (APAM, F(548=43,98, p<0,0001), sendo que n&o houve interagdo
entre os dois fatores (APAM, Fs48=0,8979, p=0,4902), FIGURA 27.

Para a resposta de elevacédo da FC, a aplicacdo do teste de ANOVA de
trés fatores n&o indicou a existéncia de diferenga significativa quanto ao fator
cirurgia (AFC, F(1,18=1.81, p=0,195), mas revelou diferenga significativa quanto ao
fator tratamento (AFC, F(1,18=59,58, p<0,0001), sendo que ndo houve interagéo
entre os fatores cirurgia e tratamento (AFC, F(1,1=0,002, p=0,972). Além disso,
indicou a existéncia de diferenga significativa quanto ao fator tempo (AFC,
F(5,90=57,6, p<0,0001). Também revelou que n&o houve interacdo significativa
entre o fator cirurgia e o fator tempo (AFC, F(590=1.7, p=0,144), mas revelou para
os fatores tratamento e tempo (AFC, F590=115,55, p<0,0001) ou interacdo entre
os trés fatores cirurgia, tratamento e tempo (AFC, F(590=0,75, p=0,590), FIGURA
28.

A comparacao entre o grupo “falso operado” + Salina e o grupo “falso
operado” + propranolol indicou que o tratamento com propranolol reduziu a
elevacao da FC em resposta ao ER, sendo que a aplicacdo do teste de ANOVA
de dois fatores revelou diferengas significativas quanto aos fatores tratamento
(AFC, F(154=170,8, p<0,0001) e tempo (AFC, F(54=44,42, p<0,0001), havendo

interagdo entre os dois fatores (AFC, F554=29,95, p=0,0007), FIGURA 28.
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Quando comparamos o grupo DESM + Salina com o grupo DESM +
propranolol, verificamos que o tratamento com propranolol reduziu a elevagao da
PAM em resposta ao ER, sendo que a aplicagcao do teste de ANOVA de dois
fatores indicou a existéncia de diferengas significativas quanto aos fatores
tratamento (AFC, F(1,54=56,12, p<0,0001), e tempo (AFC, F554)=10,07, p<0,0001),
sendo que houve interagdo entre os dois fatores (F554=6,35, p=0,0001), FIGURA
28.

Quando comparamos o grupo “falso operado” + Salina com o grupo DESM
+ Salina, a desmedulacao das glandulas adrenais ndo alterou significativamente a
elevacdo da PAM em resposta ao ER, sendo que a aplicacédo do teste de ANOVA
de dois fatores n&o revelou a existéncia de diferengas significativas quanto aos
fatores cirurgia (AFC, F(160=1.93, p=0,0704) e tempo (AFC, Fe0=105,2,
p<0,0001), ndo ocorrendo interagéo entre os dois fatores (AFC, F(g60)=2,01,
p=0,2053), FIGURA 28.

Quando comparamos o grupo “falso operado” + Propranolol com o grupo
DESM + Propranolol, a desmedulagdo das glandulas adrenais n&o alterou a
elevacdo da FC em resposta ao ER, sendo que a aplicagdo do teste de ANOVA
de dois fatores ndo indicou a existéncia de diferengas significativas quanto ao
fator cirurgia (AFC, F(148=1.952, p=0,1688), mas revelou diferenga significativa
quanto ao fator tempo (AFC, F(48=4,88, p=0,0011), sendo que n&o houve

interagdo entre os dois fatores (AFC, F548=0,2969, p=0,9122), FIGURA 27.
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FIGURA 26. Registros de presséao arterial pulsatil (PAP), pressédo arterial média

(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle e de um rato “falso

operado” (“falso operados”), tratado com propranolol e de um rato com as

glandulas adrenais desmeduladas (Desmedulado) tratados com propranolol

submetidos ao ER, mostrando as altera¢des cardiovasculares durante o periodo

de restricao de 60 min.
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FIGURA 27. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em funcdo do tempo, causados pelo ER em animais “falso operados”
(Sham) tratados com propranolol (n=5) e em ratos desmedulados (Desm) tratados
com propranolol (n=5). A administragdo ocorreu no tempo 0 min e a restrigao foi

iniciada no tempo 10 min da abscissa.
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FIGURA 28. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em fungédo do tempo, causados pelo ER nos grupos “falso operado” +
Salina (n=6); “falso operado” + Propranolol (n=5); Desm + Salina (n=6); e Desm +
Propranolol. A administracdo ocorreu no tempo 0 min e a restricao foi iniciada no
tempo 10 min da abscissa. O asterisco (*) indica diferenga significativa entre o
grupo sinalizado e os demais (ANOVA de dois fatores) e o sustenido (#) indica
que ha diferengas significativas para o fator tratamento, entre os grupos que
receberam salina e os grupos que receberam propranolol, mas ndo ha diferengas
significativas para o fator cirurgia no efeito dos tratamentos (ANOVA de dois

fatores, p<0,05)



86

11. Efeito da administracdo sistémica de atenolol, um antagonista B;
adrenérgicos sobre a pressao arterial e frequéncia cardiaca ao longo do
tempo de animais ndo estressados.

Registros de PAP, PAM e FC ao longo do tempo, de um animal controle e
um animal tratado com atenolol 1 mg/Kg, sdo mostrados na FIGURA 29.

As PAM e FC basais dos animais antes da administracdo de atenolol
(1mg/kg i.v.) foram 98+3mmHg e 352+10bpm (n=5), respectivamente. . A
aplicacdo do teste t de Student ndo indicou a existéncia de alteragdes
significativas na PAM e na FC basais dos animais tratados com atenolol, as quais
apos o tratamento, foram 9943 mmHg e 349+5 bpm, respectivamente.

A PAM dos animais tratados com atenolol ndo se alterou ao longo do
tempo,quando comparada aquela dos animais controles n&o tratados. A aplicagao
do teste de ANOVA de dois fatores ndo indicou a existéncia diferencas
significativas quanto aos fatores tratamento (APAM, F(14=0,3051, p=0,5841) e
tempo (APAM, Fs548=2,14, p=0,6132), ndo ocorrendo interagdo entre os dois
fatores, FIGURA 30.

A FC dos animais tratados com atenolol foi aumentou ao longo do tempo
quando comparada aquela dos animais controles que se manteve inalterada ao
longo do tempo. A aplicacdo do teste de ANOVA de dois fatores indicou a
existéncia de diferengas significativas quanto aos fatores tratamento (AFC,
F(1,48=10,07, p<0,0001), e tempo (AFC, F48=4,65, p<0,0001), havendo interagé&o
entre os dois fatores (AFC, F54¢=4,82, p<0,0001), FIGURA 30.

Os valores de PAM e FC de animais controle e animais tratados com
atenolol, em diferentes tempos apds a administracdo, sao apresentados na

TABELA1.
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FIGURA 26. Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média

(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato controle e de um rato tratado com

atenolol, mostrando as alteragdes observadas na FC dos animais tratados com

atenolol, durante o periodo de 70 min de registro. A administragdo de atenolol

ocorreu no tempo zero da abscissa.
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FIGURA 27. Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC) em fungdo do tempo, em ratos controles (n=5) e em ratos tratados com
atenolol (1mg/Kg, i.v., n=5) ao longo de 70 min apds a administragédo. O asterisco

(*) indica diferenca significativa entre os dois grupos (ANOVA de dois fatores,

p<0,05).
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Tempo
0 min 10 min 30 min 50 min 70 min

PAM FC PAM FC PAM FC PAM FC PAM FC
Tratamento

Salina 100£2 | 35725 | 99x4 | 365215 | 98x3 | 36110 | 10025 | 3578 | 10022 | 3638

Atenolol | 9922 | 3487 | 10023 | 340+7 | 10121 | 36828 | 9922 | 37820 | 9921 | 389215

TABELA 1. Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos
controles ndo tratados e de ratos tratados com atenolol (1mg/Kg), obtidas em
diferentes apos a administracédo de atenolol. Os asteriscos (*) indicam a existéncia

de diferenca significativa entre os dois grupos (teste t de Student, p<0,05).




DISCUSSAO
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Existem na literatura diversos estudos que mostram a mediagao periférica de
respostas cardiovasculares causadas por diferentes modelos de estresse (VAN
DEN BUUSE et al., 2001; CARRIVE, 2002; BROTMAN, 2007).

No modelo experimental de ER o animal é submetido a um estimulo
aversivo inevitavel que agudamente causa tanto alteragbes comportamentais, tal
como déficit de exploragao nos bragos abertos do modelo comportamental do
labirinto em cruz elevado 24 horas ap6s o ER (PADOVAN et al., 2000), quanto
alteracdes cardiovasculares, caracterizadas por elevacao da pressao arterial e da
frequéncia cardiaca observados durante o ER (TAVARES et al 2006, KUBO et al.,
2002). Uma vez que diferentes estimulos estressantes podem promover
respostas diferentes (PACAK, 2001; GRAEFF, 2007) e levando em consideragao
a falta de trabalhos na literatura mostrando qual a mediacao periférica envolvida
na expressao das respostas cardiovasculares ao ER, torna-se relevante o seu
estudo.

No rato, a resposta cardiovascular causada pelo ER é caracterizada por
elevacdo da PAM e da FC. A elevacao da PAM é resultante de elevacao
concomitante tanto da PA sistélica quanto da PA diastdlica, sem alteracao
significativa da presséao arterial diferencial.

No tocante as respostas cardiovasculares observadas no modelo de
estresse por exposi¢cao a um campo aberto e no modelo de estresse associado a
medo condicionado ao contexto, estas sdo decorrentes da ativacdo no SNA, uma
vez que, as respostas cardiovasculares observadas em ambos os modelos foram
reduzidas pela administracdo de um bloqueador ganglionar (VAN DEN BUUSE et
al., 2001; CARRIVE, 2002). Para estudarmos a participagdo do SNA na resposta

cardiovascular ao ER fizemos tratamento sistémico dos animais com o pentolinio,
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um ganglioplégico. O pentolinio foi escolhido como ferramenta farmacoldgica para
inibir a eferéncia do sistema nervoso autbnomo por ser um potente bloqueador
ganglionar e apresentar efeito prolongado (MATSUMURA et al., 2000).

O tratamento com pentolinio reduziu significativamente a PAM basal,
confirmando o bloqueio autonémico. Além disso, o tratamento com pentolinio
reduziu significativamente tanto elevacdo na PAM quanto o aumento na FC
causados pelo ER, indicando que essas respostas cardiovasculares sao
decorrentes de uma ativagcao do SNA. Esses resultados mostram que como o0s
outros dois modelos animais que geram estresse, medo condicionado e estresse
por novidade, o ER também promove suas respostas cardiovasculares através do
sistema nervoso autbnomo.

Em seres humanos, foi demonstrado que estimulos estressantes causam,
juntamente com alteragdes cardiovasculares, aumento na concentragdo de
catecolaminas plasmaticas, principalmente adrenalina e noradrenalina
(FORSMAN et al., 1983; BECKER et al., 1996). No modelo animal de estresse por
imobilizacdo forcada, o qual consiste em imobilizar as patas do animal, foi
demonstrado que as respostas cardiovasculares também se caracterizaram por
elevagao da PAM e FC, juntamente com aumento na concentragcéo plasmatica de
catecolaminas. Nesse modelo, a desmedulagdo das glandulas adrenais causou
reducao significativa na elevacdo da PAM, porém ndo alterou a resposta de
elevagado da FC, sugerindo que a manutengao da resposta de elevagdo na PAM
deve-se em parte a liberacédo de catecolaminas pelas adrenais (MAJEWSKI et al.,
1986).

Para estudarmos o envolvimento do componente adrenal do SNA simpatico

na resposta cardiovascular ao ER, fizemos a desmedulagdo das glandulas
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adrenais de ratos e os submetemos ao ER. Assim como no modelo do estresse
por imobilizacdo forgada a desmedulagdo das glandulas adrenais reduziu
significativamente a elevagdo na PAM, porém nao alterou a resposta de elevagao
da FC ao ER, indicando relevante participacdo do componente adrenal do sistema
nervoso simpatico na resposta cardiovascular ao ER e sugerindo ser o
componente adrenal importante para a manutencdo da resposta da PAM ao ER,
sem afetar marcadamente o componente cardiaco da resposta cardiovascular ao
ER.

O SNA simpatico neuronial exerce sua atividade pressora através da
ativagcdo de receptores as-adrenérgicos presentes nos vasos sanguineos
(GUYENET, 2006). No modelo de medo condicionado ao contexto, foi
demonstrado que a elevacdo da PAM em resposta ao estresse se dava
principalmente por ativagdo de receptores as-adrenérgicos nos vasos sanguineos,
uma vez que, a administracdo de um bloqueador a-adrenérgico reduziu a
elevagdo na PAM em resposta ao estresse (CARRIVE, 2002). Sendo assim, para
estudarmos o componente simpatico vascular da resposta cardiovascular ao ER,
administramos sistemicamente prazosin, um antagonista o4-adrenérgico. O
tratamento com prazosin reduziu a resposta de elevacdo na PAM e potencializou
a taquicardia em resposta ao ER, indicando que a resposta de elevacido da PAM
€ mediada por receptores o-adrenérgicos da musculatura lisa vascular.

A potencializagdo da taquicardia em resposta ao ER de animais tratados
com bloqueadores o4-adrenérgicos também foi observada no modelo do medo
condicionado ao contexto (CARRIVE, 2002) e provavelmente seja associada ao
fato de que com a reducédo do aumento da PAM, a ativagado dos baroceptores seja

menor, o que levaria a uma menor atividade do componente parassimpatico do
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barorreflexo cardiaco (vagal), possibilitando uma maior taquicardia desencadeada
pelo ER.

Ha evidéncias de que a atividade do barorreflexo esta alterada durante
situagbes associadas a estresse, inclusive ao ER (NUNOMURA et al.,, 1983;
YOSHINO et al.,, 2005). Estes autores relataram que a administragdo de um
agonista o4-adrenérgico em ratos submetidos ao ER causa uma resposta
bradicardica reflexa menor do que em animais ndo submetidos ao ER, ou seja, o
ER altera o funcionamento do barorreflexo.

Assim para confirmar essa participagdo do barorreflexo sobre as respostas
cardiovasculares observadas durante o ER, realizamos a exposicdo de animais
submetidos a desnervacao sino-aortica ao ER. Nossos resultados mostram que
os ratos desnervados apresentaram um aumento tanto na resposta de elevacao
da PAM quanto na resposta taquicardica quando comparados aos animais
controle, indicando que a atividade do barorreflexa afeta as respostas
cardiovasculares ao ER de forma negativa. Com este procedimento conseguimos
observar a resposta cardiovascular ao ER sem a influéncia do barorreflexo nao
apenas sobre as respostas cardiacas, mas também sobre o componente
vascular. Uma vez que, a auséncia do barorreflexo promoveu um grande aumento
da resposta taquicardica, semelhante ao observado nos animais tratados com
prazosin, podemos sugerir que a potencializacdo da resposta taquicardica
observada nos animais tratados com prazosin foi decorrente da n&o ativagao do
barorreflexo pela redugao da resposta pressora.

Como sabemos, o SNA se divide em sistema nervoso simpatico e sistema
nervoso parassimpatico. A atividade parassimpatica cardiaca tende a aumentar

reflexamente através da ativagdo do barorreflexo como consequéncia de
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aumentos da PA (RESSTEL et al., 2004). Assim, somado aos dados obtidos com
0 prazosin e com 0s animais denervados, poderiamos sugerir que o sistema
nervoso parassimpatico pode estar ativo no coragcdo durante as respostas
cardiovasculares observadas no ER. Para testarmos essa hipétese administramos
sistemicamente metilborometo de homatropina, um antagonista muscarinico néo
seletivo e submetemos os animais ao ER. Assim como a atropina, o metilbrometo
de homatropina € um antagonista muscarinico ndo seletivo, porém difere da
atropina quanto a sua lipossolubilidade. Por tratar-se de uma amodnia quaternaria,
o metilborometo de homatropina apresenta maior dificuldade em atravessar a
barreira hemato-encefalica (DONOSO et al.,1975). Assim sendo, foi escolhido por
evitar possiveis efeitos causados por bloqueio de receptores muscarinicos no
sistema nervoso central.

Os animais tratados com metilborometo de homatropina apresentaram uma
potencializagao significante da resposta taquicardica sem alteragbes na resposta
de elevagao da PAM ao ER. A potencializagao da taquicardia observada apos o
bloqueio da efetuacéo vagal cardiaca pelo metilbrometo de homatropina reforgou
que a ativacado simpatica cardiaca que pode levar o coracdo proximo de sua
frequéncia maxima e que o SNA parassimpatico se contrapde a essa ativagao
simpatica. Nossos dados corroboram dados anteriores obtidos com o modelo do
medo condicionado ao contexto que mostram que durante as respostas
cardiovasculares observadas no modelo do medo condicionado ao contexto o
sistema nervoso parassimpatico participa negativamente se opondo aos
aumentos de frequéncia cardiaca (CARRIVE, 2006). Neste modelo, assim como
no ER, se observou que a administracdo de um antagonista muscarinico

potencializou a resposta taquicardica causada pelo estresse.
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O componente simpatico neuronial do SNA possui mecanismos cardio-
estimulatérios diretos, cronotropismo e inotropismo mediados via receptores [B+-
adrenérgicos (BROTMAN, 2007). Assim como foi caracterizado que a atividade
parassimpatica cardiaca promove um recuo da taquicardia, nds estudamos a
participacdo do componente simpatico cardiaco com a administracdo do
antagonista Bi-adrenérgico seletivo atenolol. O tratamento sistémico com atenolol
reduziu a resposta taquicardica sem alterar a resposta de elevagdao da PAM,
mostrando a participacdo do componente simpatico cardiaco na taquicardia
associada ao ER. Novamente nossos dados corroboram dados anteriores da
literatura. Tanto no modelo do medo condicionado ao contexto quanto no modelo
de estresse do modelo de campo aberto o bloqueio farmacolégico dos receptores
B+-adrenérgicos por atenolol reduziu a resposta taquicardica causada pelo
estresse (VAN DEN BUUSE et al., 2001; CARRIVE, 2006).

Assim, com os dados apresentados até o presente momento podemos
dizer que a ativacdo simpatica € determinante e necessaria para que ocorra as
respostas cardiovasculares associadas ao ER, mas que atividade do barorreflexo
apresenta uma fungéo regulatoria sobre essas respostas, caracterizada por uma
diminuicdo da atividade simpatica, vascular e cardiaca, e aumento de atividade
parassimpatica cardiaca. Além disso, esses dados mostram que essa atividade
autonbmica associada ao ER aparentemente € similar aquelas descritas tanto no
modelo do medo condicionado quanto no estresse do modelo de campo aberto.

Entretanto, o tratamento com atenolol apresentaram um aumento
progressivo cerca de 30 min apos o inicio da restrigdo (como mostrado na
FIGURA 15). Para verificar se esse efeito tardio era consequéncia da dose

utilizada (1 mg/Kg), foram realizados experimentos utilizando doses maiores de
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atenolol. Nas doses de 2 e 3 mg/Kg , pode se observar , além do bloqueio da
taquicardia, uma surpreendente reducao na elevagcao da PAM comparados aos
animais controle. Tackett et al., (1981) relataram que a administragcédo
intracerebroventricular de antagonista B-adrenérgico em animais nao estressados
foi capaz de reduzir a atividade simpatica com concomitante reducédo da pressao
arterial. Como descrito anteriormente que a elevagcédo da PAM durante o ER se
deve pelo aumento da atividade simpatica, esse efeito causado pelas maiores
doses de atenolol poderiam ser decorrentes de uma acdo direta no sistema
nervosos central, que de acordo com os dados supracitados, poderia promover
uma inibicdo do aumento da atividade simpatica e consequentemente reduzir o
aumento da PAM. Assim, poderiamos atribuir esse efeito sobre a PAM do
antagonista B-adrenérgico como sendo apenas um efeito central e ndo periférico
sobre o SNA. Por outro lado, a reducéo da elevacdo da PAM em resposta ao ER
nas doses maiores de atenolol poderia ser devido a um possivel efeito ansiolitico
da droga, uma vez que dados da literatura sugerem que os [B-bloqueadores
apresentam efeito ansiolitico (DAVIDSON, 2006). Esse efeito ansiolitico poderia
ser importante nos estudos envolvendo o ER, ja que tal modelo de estresse gera
ansiedade (PADOVAN et al.,, 2000). Com relacdo a ansiedade e alteragdes
cardiovasculares causadas pelo ER, Taylor e colaboradores mostraram que o
ansiolitico buspirona, um agonista dos receptores 5-HT1a ndo altera as respostas
cardiovasculares ao ER (TAYLOR et al, 1989), assim como no caso do
tratamento com o benzodiazepinico adinazolam, o qual também n&o alterou as
respostas cardiovasculares ao ER (KRIEMAN et al., 1992), mostrando que essas
respostas cardiovasculares ndo sao decorrentes da ansiedade gerada pelo

modelo.
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Porém, o aumento tardio na resposta de FC observado nos animais
tratados com a menor dose de atenolol ainda pode ser observado nos animais
tratados com as doses maiores, sugerindo que esse aumento tardio nao foi
decorrente de uma inadequagao da dose do antagonista. Todavia, esse evento
observado na FC também foi descrito no modelo do medo condicionado ao
contexto, em animais tratados com um antagonista -adrenérgico, mostrando que
esse efeito ndo é exclusivo do ER (CARRIVE, 2006). Segundo o autor, no modelo
do medo condicionado, esse efeito poderia ser decorrente de uma redugdo do
componente vagal cardiaco (parassimpatico), possivelmente devido a uma fadiga
a nivel central ou uma inibigdo gradual pré-juncional do terminal vagal pelos
nervos simpaticos no coragdo. Apesar de essa explicacdo ser razoavel, ela é
apenas especulativa, uma vez que o autor nao fez experimentos para confirma-la.

Com relacdo aos estudos envolvendo modelo de exposicdo ao campo
aberto, os autores ndo mencionam esse aumento tardio na FC sendo que os
mesmos também utilizaram atenolol (VAN DEN BUUSE et al., 2001). Acreditamos
que como os registros de PAM e FC deste estudo duraram apenas 20 minutos
apos a administragao de atenolol o efeito sobre a FC pode néo ter sido registrado,
isso porque tanto em nossos estudos quanto no estudo com o medo condicionado
esse efeito tem inicio cerca de 30 minutos apds a administracéo da droga.

Segundo nossos resultados, os principais componentes da resposta
cardiovascular periférica ao ER s&do o componente simpatico vascular e cardiaco.
Dados da literatura relatam a importancia desses dois componentes da resposta
cardiovascular em diferentes modelos de estresse (VAN DEN BUUSE et al., 2001;
CARRIVE, 2002). Porém, n&o ha dados quanto ao bloqueio concomitante desses

dois componentes. Sendo assim, para estudarmos a participagdo conjunta dos



99

componentes vascular e cardiaco do SNA simpatico realizamos a administragcao
sistémica concomitante de prazosin e atenolol.

Os animais tratados com prazosin e atenolol apresentaram uma menor
alteracdo cardiovascular em resposta ao ER quando comparada aos animais
tratados com salina. A reducao da elevacao da PAM foi mais eficaz quando as
drogas foram administradas juntas do que somente a administracéo de prazosin.
Isso mostra a importancia do débito cardiaco na elevagdo da PAM em resposta
ao ER.

O aumento tardio de elevagao da FC em animais submetidos ao ER nao foi
afetado pelo tratamento concomitante com atenolol e prazosin.

Hall et al. (1991) mostraram que o tratamento com antagonistas Bs-
adrenérgicos pode levar a um aumento da FC causada por ativagdo de receptores
B2-adrenérgicos. Sendo assim, tratamos os ratos com o antagonista -adrenérgico
nao seletivo propranolol, para estudar a possivel participagdo de receptores B,-
adrenérgicos no aumento tardio da FC em resposta ao ER. O tratamento
sistémico com propranolol reduziu a resposta de elevacdo da PAM e a resposta
taquicardica quando comparadas as respostas observadas no grupo controle,
assim como as maiores doses de atenolol. Entretanto, o aumento tardio na FC
observado foi similar a dos animais tratados com atenolol submetidos ao ER.
Esses resultados sugerem que o aumento tardio na FC observado ao longo da
restricdo, em animais submetidos ao bloqueio de receptores B4-adrenérgicos nao
€ decorrente de ativagao de receptores B,-adrenérgicos cardiacos.

Foi descrito que a atividade vagal cardiaca € mais evidente imediatamente
apods a estimulacdo dos barorreceptores e que tende a cessar sua influéncia mais

cedo do que o componente simpatico (WANG & BORISON, 1947). Partindo
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desses resultados, estudamos se o aumento tardio observado na FC poderia ser
decorrente de uma reducdo tardia da atividade do sistema nervoso
parassimpatico, o que poderia permitir a elevagao tardia da FC. Nossa hipoétese
era de que com o bloqueio prévio dos receptores muscarinicos do coragao ja no
inicio da resposta ao ER ndo se observaria o aumento gradual da FC
caracteristico dos animais tratados com antagonista B-adrenérgicos, uma vez que
a influéncia do SNA parassimpatico estaria bloqueada ja ao inicio da resposta.
Assim, realizamos a administragdo concomitante de metilborometo de homatropina
e atenolol. O tratamento com metilbrometo de homatropina e atenolol ndo impediu
o aumento tardio na frequéncia cardiaca, indicando que o mesmo ndo é
decorrente de supresséao tardia da atividade vagal.

Outra hipotese levantada para tentar explicar esse fendmeno foi que as
catecolaminas liberadas pelas gléandulas adrenais estavam de algum modo
interferindo na resposta dos animais tratados com antagonistas (-adrenérgicos.
Por tratar-se de antagonistas competitivos, os bloqueadores B-adrenérgicos
poderiam estar sendo deslocados do receptor pelas catecolaminas liberadas
pelas adrenais, situacao essa que poderia ser resolvida com aumento da dose.
Porém, os antagonistas [-adrenérgicos apresentam efeitos centrais dose
dependentes que causam alteragbes cardiovasculares (TACKETT et al., 1981).
Sendo assim, para evitar os possiveis efeitos centrais causados pelo aumento
exacerbado da dose de antagonista B-adrenérgico, decidimos verificar se o efeito
de uma droga desse grupo na resposta cardiovascular ao ER seria alterado pela
desmedulagao das glandulas adrenais.

A desmedulagcdo das glandulas adrenais, como no protocolo anterior,

reduziu a resposta de elevacdo da PAM e n&o alterou a resposta taquicardica ao
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ER dos quando comparamos os animais que foram tratados com salina,
confirmando os resultados obtidos anteriormente. Nos animais desmedulados e
tratados com propranolol sistemicamente, durante ER observou-se aumento
tardio na FC semelhante aquele observado em animais tratados com antagonistas
B-adrenérgicos. Estes resultados nos mostram que esse efeito de elevagao tardia
da FC observado nos animais tratados com antagonistas [-adrenérgicos
submetidos ao ER parece nao ser decorrente de um deslocamento competitivo
dos antagonistas por adrenalina liberada pelas glandulas adrenais.

Até o presente momento haviamos demonstrado que o aumento tardio na
FC durante o ER né&o é dependente de receptores -adrenérgicos, ndo é causado
por uma supressédo tardia e gradual da atividade vagal cardiaca, nem tampouco
por um possivel deslocamento competitivo dos antagonistas 3-adrenérgicos por
catecolaminas liberadas pelas glandulas adrenais durante o ER.

Sabendo disso, verificamos se o aumento tardio na FC nos animais
tratados com antagonistas B-adrenérgicos era consequiéncia do ER ou uma
resposta inerente apenas do antagonismo desses receptores. Assim, fizemos a
administragao de atenolol sistemicamente em ratos que ndo foram submetidos ao
ER e foram deixados em suas caixas por periodo de 70 min apdés a
administragdo. Esses ratos tratados com atenolol apresentaram aumento tardio
na FC similar aos dos animais tratados e submetidos ao ER, mostrando que esse
efeito € inerente a droga e ndo a exposigdo ao ER. Assim sendo, tornam-se
necessarios novos estudos para identificar os mecanismos envolvidos na
mediagado desta resposta tardia da FC observada em animais tratados com

antagonistas -adrenérgicos.
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Em conclusdo, nossos resultados sugerem que as respostas
cardiovasculares observadas durante o ER envolve ativacdo tanto do sistema
nervoso autbnomo simpatico quanto do parassimpatico, sendo influenciada
diretamente pela atividade do barorreflexo. Que a magnitude do componente
cardiaco dessas respostas € uma resultante de um balango destes trés sistemas.
Podemos também concluir que: 1) a elevagédo da pressao arterial causada pelo
ER envolve estimulacao tanto do sistema simpatico vascular quanto do simpatico
adrenal, sendo mediada por ativagdo de receptores as-adrenérgicos vasculares;
2) a resposta de aumento da FC observada durante o ER é resultante da ativagéo

do sistema nervoso simpatico cardiaco via ativacdo de receptores f -

adrenérgicos; 3) a elevagao da pressao arterial causada pelo ER leva a ativagéo
do barorreflexo e consequentemente a estimulagdo do sistema parassimpatico
vagal, o qual através da ativacao de receptores colinérgicos muscarinicos modula

a intensidade da resposta cardiovascular ao ER.
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