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RESUMO

Na hipertensao arterial (HA) ocorre uma inabilidade dos neurdnios do bulbo
ventrolateral caudal (CVLM) em contrabalancear o aparente aumento da atividade dos
neurénios do bulbo ventrolateral rostral (RVLM). Além disso, o aumento da atividade do
sistema renina angiotensina (SRA) representa uma importante alteracao hormonal que leva
a hipertensdo, por aumentar o tbnus vasomotor simpatico e prejudicar a fungéo
barorreflexa.

A atividade fisica (AF) de baixa e moderada intensidade tem sido usada no
tratamento ndo farmacolégico ou coadjuvante da hipertensao, reduzindo ou restabelecendo
as alteracbes provocadas pelos altos niveis de pressao arterial (PA). O Presente estudo
teve como objetivo, avaliar o efeito da AF de natagdo com ou sem carga, sobre diferentes
parametros cardiovasculares em ratos com hipertenséo renovascular 2 rins 1 clipe (2R1C).

Foram utilizados ratos Fischer machos (9 a 11 semanas), pesando entre 150 e 200g.
Apos quatro dias das cirurgias (SHAM ou 2R1C), sob anestesia com quetamine e xilazina,
os ratos foram separados em trés grupos experimentais: sedentarios (SD), submetidos a
atividade fisica sem carga (SAF 0%) e com carga (SAF 3%). A AF foi realizada em cinco
semanas de natacdo (uma hora por dia, cinco dias por semana) e a pressao arterial média
(PAM) foi mensurada semanalmente por pletismografia de cauda. Apds 48 horas da Ultima
sessdo de AF, a PAM e frequéncia cardiaca (FC) foram monitoradas continuamente (no
sistema de aquisicdo de dados Powerlab) em ratos dos diferentes grupos, anestesiados
com uretana.

A PAM basal dos ratos 2R1C sedentarios foi maior do que a PAM dos ratos SHAM
SD e similar a dos ratos 2R1C SAF (0% e 3%). Entretanto, a PAM dos ratos 2R1C SAF 0%
e 2R1C SAF 3% também foi semelhante a dos ratos SHAM SD. Redugdes na FC basal
foram observadas nos grupos 2R1C SAF 0% e 2R1C SAF 3% em relacdo aos ratos 2R1C
SD.

A sensibilidade do bradicardia reflexa foi determinada através de alteragdes na PA
induzidas por injecdes endovenosas, em bolus, de doses crescentes de fenilefrina. A
bradicardia reflexa nos ratos 2R1C SD foi menor em relacdo aos ratos SHAM SD. No
entanto, a AF restaurou a bradicardia reflexa nos ratos 2R1C SAF 0% e, ndo nos ratos
2R1C SAF 3%.

A microinjegdo de Ang-(1-7) na CVLM produziu efeito hipotensor similar entre os
diferentes grupos SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%). Porém, o antagonista de Ang-
(1-7), A-779, microinjetado na CVLM induziu um efeito hipotensivo maior no grupo 2R1C
SD. O A-779 na CVLM produziu efeito similar ao da salina nos ratos 2R1C SAF 0% e 2R1C
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SAF 3% e nos ratos SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%). Além disso, a microinje¢cao do A-779
na CVLM aumentou a sensibilidade da bradicardia reflexa nos ratos 2R1C SD e 2R1C SAF
3%. A microinjecao do A-779 bloqueou o efeito da Ang-(1-7) por até 15 minutos em todos
0S grupos experimentais (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM e 2R1C.

A percentagem de reducdo do peso seco relativo dos rins dos animais 2R1C (SD,
SAF 0% e SAF 3%) foi maior que a apresentada pelos ratos SHAM SD. No entanto, a
percentagem de reducdo do peso seco relativo dos rins foi similar entre os animais 2R1C
SD e 2R1C SAF 0% e menor nos animais 2R1C SAF 3% comparado a dos 2R1C SD.

A andlise morfolégica cardiaca mostrou que os animais 2R1C SD apresentaram
hipertrofia concéntrica, no entanto, nos animais 2R1C SAF 3%, a hipertrofia cardiaca foi
excéntrica. A AF aboliu a hipertrofia nos ratos 2R1C SAF 0%.

Os niveis séricos de uréia nos ratos SD (SHAM e 2R1C) foram similares, no entanto,
a AF (0% e 3%) reduziu estes niveis em ambos os grupos SHAM e 2R1C. Nao houve
diferenga nos niveis séricos de creatinina entre os animais (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM
ou 2R1C. Os animais 2R1C apresentaram cinética dos niveis de lactato diferente e
prejudicada em relagdo aos animais SHAM. Os animais 2R1C SD apresentaram uma
menor relacdo de producao/ remogao do lactato sanguineo em relagcdo aos animais SHAM
(SD, SAF 0% e SAF 3%) e 2R1C (SAF 0% e SAF 3%).

Estes dados sugerem que a AF com e sem carga reduzem a PAM e FC basais e
restabelecem a reatividade neuronal ao A-779 na CVLM. No entanto, a AF sem carga
restaura a sensibilidade da bradicardia reflexa e impede a hipertrofia cardiaca patoldgica
em ratos com hipertensédo 2R1C.
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ABSTRAT

In hypertension, caudal ventrolateral medulla neurons (CVLM) are unable to
counteract the increased intrinsic activity of rostral ventrolateral medulla neurons. Besides,
the increased activity of renin angiotensin system (RAS) represents an important humoral
change that promotes hypertension, raising the sympathetic vasomotor tonus and impairing
the baroreflex sensibility.

Physical activity of low and moderate intensity has been used associated to a
pharmacological treatment as a non pharmacological treatment, reducing or restoring the
alterations promoted by the high arterial pressure level (AP). The present study aimed to
evaluate the contribution of swimming, with or without load, in different cardiovascular
parameters in a rat model of hypertension 2 kidney 1 clip (2K1C).

Male Fisher rats (9 to 11 weeks), weighing 150 to 200 g, were used. The surgeries
(SHAM or 2K1C) were performed under anesthesia (mixture of ketamine and xilazine). Four
days later, rats were separated in three experimental groups: sedentary (SD), submitted to
physical activity without (SPA 0%) and with load (SPA 3%). Physical activity was performed
during five weeks (one hour per day, five days per week) and the mean arterial pressure
(MAP) was measured weekly by tail cuff method. 48 h after the last session of physical
activity, the animals were anesthetized (uretana) and MAP and heart hate (HR) were
continuously measured (Powerlab system) in different group of rats.

Basal MAP levels of 2K1C SD rats were higher than SHAM SD and similar to 2K1C
SPA (0% and 3%) rats. However, MAP of 2K1C SPA 0% and 2K1C SPA 3% rats were also
similar to SHAM SD rats. Reductions in basal HR were observed in 2K1C SPA 0% and
2K1C SPA 3% groups in comparison to 2K1C SD rats.

The bradicardia baroreflex sensibility was determined through alterations in blood
pressure (BP) assessed trough i.v. bolus injection of phenylephrine. The baroreflex
bradicardia in 2K1C SD was reduced compared to SHAM SD rats. However, physical
activity restored the baroreflex bradicardia in 2K1C SPA 0%, but not in 2K1C SPA 3% rats.

The hypotension effect produced by microinjection of Ang-(1-7) in the CVLM was
similar among all groups SHAM and 2K1C (SD, SPA 0% and SPA 3%). However, the
microinjection of a receptor antagonist of Ang-(1-7), A-779, in the CVLM produced a
significant hypotensive effect in 2K1C group. A-779 injected in the CVLM produced similar
effect on MAP compared to saline in 2K1C SPA 0% and 2K1C SPA 3% and in SHAM (SD,
SPA 0% and SPA 3%) rats. Otherwise, the microinjection of A-779 in the CVLM increased
the bradicardia baroreflex sensibility in 2K1C SD and 2K1C SPA 3% rats. The
microinjection of A-779 blunted the Ang-(1-7) effect in all experimental groups (SD, SPA 0%
and SPA 3%) SHAM and 2K1C, for up15 minutes.



The percentage of reduction of the dry weight of the kidneys of the animals 2K1C
(SD, SPA 0 % and SPA 3 %) was higher than the presented on SHAM SD rats. However,
the percentage of reduction of the dry weight of the kidneys of the 2K1C (SD, SPA 0% and
SPA 3%) was similar between the 2K1C SD and 2K1C SPA 0% and smaller in 2K1C SPA
3% compared to 2K1C SD animals.

The morphological cardiac analysis showed that the 2K1C SD animals presented
concentric hypertrophy, however, in the 2K1C SPA 3% animals, the cardiac hypertrophy
was eccentric. However, physical activity abolished the hypertrophy in 2K1C SPA 0% rats.

Plasma levels of urea in SD, SHAM and 2K1C rats were similar; however, physical
activity (0% and 3%) reduced these levels in SHAM and 2K1C rats. There was no
differences in plasma levels of creatinina. The 2K1C animals presented an impaired and
different kinetic of the lactate in comparison to SHAM groups. The animals 2K1C SD
presented a lower production/ removal ratio of blood lactate than SHAM (SD, SPA 0% and
SPA 3%) and 2K1C (SPA 0% and SPA 3%) animals.

These data suggest that physical activity with and without load reduce basal MAP
and HR and restores the neuronal reactivity of the A-779 in the CVLM. However physical
activity without load restores the sensibility of bradicardia baroreflex and prevents the
cardiac pathological hypertrophy in 2K1C hypertensive rats.
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1 — INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a hipertensao arterial (HA)
€ a terceira maior causa de morte no mundo, sendo que a cada oito 6bitos que ocorrem um
€ causado por esta patologia (Coelho, 2003). No Brasil, 30% da populagédo urbana adulta é
hipertensa (SBH, 2006). A HA é uma sindrome multifatorial e a sua prevaléncia na
populagédo mundial, reforga o motivo pelo qual ela é considerada um dos principais fatores
de risco de todas as doencas cardiacas (Polito e cols., 2003).

Crescentes buscas pelo maior entendimento da génese e desenvolvimento da HA e
suas complicacdes, vem ampliando os recursos terapéuticos direcionados ao tratamento e/
ou prevencao da mesma (Ferrario, 2005). De acordo com Furtado (1992), o tratamento
farmacoldgico, por si s6, apesar de reduzir a PA e a incidéncia de algumas de suas
complicagbes, como o acidente vascular encefalico (AVE), ndo previne a incidéncia, nem a
mortalidade decorrente de doenca coronaria. Ademais, o uso de farmacos além de poder
representar um custo financeiro adicional e muitas vezes ndo acessivel a populacdo mais
carente, causa também efeitos adversos como o efeito hiperuricemiante (promovido pelos
tiazidicos) (Furtado, 1992), aumento do colesterol total, VLDL e triglicérides plasmaticos,
diminuicdo sérica dos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e resisténcia a
insulina (promovidos pelos B-Bloqueadores) (Reneland e cols., 2000, e Reiter, 2004).

Em diversas formas de HA, dentre as quais a hipertensdo renovascular esta
incluida, ha uma relacdo com o desequilibrio pressor e depressor crénico no bulbo (Heesch,
1999). Parte deste desequilibrio surge a partir de uma inabilidade dos neurénios do bulbo
ventrolateral caudal (CVLM) em contrabalancear o aparente aumento da atividade
intrinseca dos neur6nios do bulbo ventrolateral rostral (RVLM) em animais hipertensos
(Carvalho € cols., 2003 e Pinho e cols., 2006). O aumento da atividade do sistema renina
angiotensina (SRA) plasmatico, tecidual e cerebral também representa uma importante
alteracao hormonal. A hiperatividade do SRA leva a hipertensdo, ao aumento do ténus
vasomotor simpatico e ao prejuizo na fungado barorreflexa, por possuir importantes
interagdes com neurénios no bulbo ventrolateral (Oliveira e cols., 1996, Cervenka e cols.
2002, Pladys e cols., 2004 e Wang e cols., 2005).

A adocgao de bons habitos higieno-dietéticos, tais como a reducao do peso corporal,
diminuicao da ingestao de sédio e gorduras, redugao ou descontinuagédo do uso de alcool e
cigarro e a realizacdo de atividades fisicas (AF) regulares, compreendem insergcdes nao-
medicamentosas que impedem o desenvolvimento da HA ou dao suporte ao tratamento
farmacologico, promovendo beneficios em todos os niveis de hipertensdo (Furtado, 1992 e
ACSM, 2004).



A AF realizada cronicamente provoca importantes adaptacées autondmicas,
hemodindmicas e humorais que influenciam o sistema cardiovascular (Rondon e Brum,
2003), como reducao do ténus simpatico e melhora da sensibilidade barorreflexa (Krieger e
cols., 1999, Brum e cols., 2000, Negréo e cols., 2001 e Rodrigues e cols., 2007) e menor
atividade do SRA, com redugdes nos niveis de renina (Hayashi e cols., 2000), Ang Il,
aldosterona e vasopressina plasmatica (Braith e cols., 1999).

Programas de exercicios que envolvem principalmente atividades de exercicio
aerobico (endurance) tém-se mostrado eficientes no controle e redugdo da PA em homens
hipertensos (Jennings e cols., 1986, Hagberg e cols., 1987, Kinoshita e cols., 1989 e
Fagard, 2001).

Apesar dos conhecimentos atuais conferirem uma grande importancia a AF regular,
no que concernem seus beneficios a salde e em especial ao controle da PA, ainda ha
muito que se investigar em relagdo aos mecanismos envolvidos na reducao da PA, uma vez
que estes mecanismos podem envolver adaptagbes neurohumorais, vasculares e
estruturais (ACSM, 2004).

Assim, considerando que a AF possa contribuir na prevencao ou na reducdo dos
niveis de HA, o presente estudo investigou a contribuicdo da natagdo, sem ou com carga,
sobre a sensibilidade da bradicardia reflexa, sobre a reatividade neuronal para Ang-(1-7) na
CVLM e sobre possiveis alteracdes histolégicas no coracao e rins de ratos com hipertensao
renal 2R1C.



REVISAO DA LITERATURA

O sistema cardiovascular tem como primordial fungdo suprir adequadamente os
orgaos e tecidos de sangue. Este sistema é constituido de sistema de vasos arteriais e
venosos e por uma bomba propulsora de sangue, o coragdo. O fornecimento de sangue é
realizado através da diferenga entre a pressao da arvore arterial e venosa, no entanto como
a pressao venosa central (PVC) se mantém proxima de zero, consequentemente a pressao
arterial média (PAM) constitui o elemento principal para garantir a funcdo cardiovascular
adequada (Guyton, 1985 e Constanzo, 1999).

O controle da pressao arterial (PA) ocorre através de mecanismos complexos que
envolvem o sistema nervoso, renal e diversos mecanismos hormonais, em curto € longo
prazo (Guyton, 1985 e Constanzo, 1999). A manutencdo da PA dentro de uma faixa
estreita de variagdo € mantida gracas a ajustes finos de seus determinantes que sao o
débito cardiaco (DC) e resisténcia periférica total (RPT).

Entre os sistemas de controle em longo prazo da PA o mais amplamente estudado é
o sistema renina angiotensina (SRA), por ser um importante regulador fisiolégico da PA e
do equilibrio hidro-eletrolitico. Classicamente, o SRA tem sido visto como um sistema
hormonal circulante que se inicia com a biossintese da enzima renina nas células
justaglomerulares das arteriolas renais aferentes, proxima a porgao inicial do tlbulo distal
(Dzau, 1986). A renina cliva o angiotensinogénio produzido no figado, formando o
decapeptideo inativo Ang |, que é posteriormente processado pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) formando o octapeptideo Ang Il (Kusserow e Unger, 2004).

Atualmente, além da Ang |l outros peptideos angiotensinérgicos sdo conhecidos por
desempenharem uma variedade de atividades bioldgicas e neurobiolégicas: tais como os
produtos ativos carboxi-terminal da Ang Il, Ang lll, Ang IV e amino-terminal, Ang-(1-7)
(Ferrario, 1990, Santos e Campagnole, 1994 e Santos e cols., 2000).

Entretanto, nos Ultimos anos, componentes do SRA tém sido identificados por
técnicas de bioquimica e de biologia molecular em tecidos como o coragao, vasculatura,
rins, tecido adiposo, cérebro e glandulas enddcrinas, sendo conceituados como SRA
tecidual ou local (Santos e cols., 2000, Carrey e Siragy, 2003, Kusserow e Unger, 2004 e
Ferrario e Strawn, 2006). O SRA humoral tem sua atividade aumentada principalmente
pela reducdo do fluxo sanguineo renal, estimulagao simpatica e redugéo da carga filtrada de
sédio (Ferrario e cols., 1998 e Gasparo e cols., 2000).

As acbes da Ang Il e dos demais peptideos angiotensinérgicos sdo mediadas por
multiplos receptores localizados na membrana plasmatica de suas células alvo, em vérias
espécies. A multiciplicidade desses receptores foi demonstrada com base em diferengas
farmacologicas e confirmada por clonagem (Gasparo e cols., 2000, Santos e cols., 2000).



A Ang |l se liga a dois subtipos de receptores distintos, AT1 e AT2, sendo o receptor
AT1 o responsavel pela maioria dos efeitos cardiovasculares que podem levar a
hipertensdo (Kusserow e Unger, 2004). A Ang Il promove acgdes proliferativas e pro-
fibréticas (Ferrario e Straw, 2006), através do aumento do t6bnus da musculatura lisa ou
indiretamente pelo aumento da liberagdo de noradrenalina. Além disso, ativacao dos
receptores AT1 pode promover mudangcas neuroendocrinas, como a ativacdo do eixo
hipotalamico-hipoéfise-adrenal, que estdo associadas com a hipertensdo essencial (Johren e
cols., 2004).

Martinez e cols. (2002) mostraram que o antagonista de receptor AT1, losartan,
administrado intraperitonialmente preveniu o aumento do efeito vascular promovido pela
Ang Il em rins isolados de ratos hipertensos. Além disso, este efeito do losartan foi
associado com a restauragcao da expressdao do RNAm da 6xido nitrico sintase (NOS) e da
atividade da NOS na vasculatura renal. Estes dados sugerem que durante o
desenvolvimento da hipertensdo, a Ang Il inibe a expressdo do RNAm da NOS, reduzindo o
tonus vasodilatador promovido pelo 6xido nitrico (NO) e aumentando a sensibilidade de
agentes vasoconstritores na circulagao renal.

Apesar dos receptores AT2 serem amplamente distribuidos no periodo fetal, sua
expressao em adultos ocorre em 6rgaos como o cérebro, medula adrenal, rins e ovarios
(Johren e cols., 2004). A estimulacao do receptor AT2 promove vasodilatacao, via liberagéo
de NO/ GMPc, inibicdo do crescimento do musculo liso vascular e apoptose celular
(Thomas e Mendelsohn, 2003 e Kusserow e Unger, 2004).

O aumento na ocorréncia dos receptores AT2 tem sido descritos em processos
patolégicos perifericamente (Nio e cols., 1995 e Wharton e cols., 1998) e centralmente em
areas importantes do controle cardiovascular (Lenkei e cols., 1997). Estudos mais recentes
mostraram elevacdo da PAM em camundongos deficientes de receptores AT2, sugerindo
um direto ou indireto papel dos receptores AT2 no controle cardiovascular e/ ou na
homeostase dos fluidos corporais por meio de agdes opostas as agdes da Ang Il mediadas
pelos receptores AT1 (Johrem e cols., 2004).

A Ang-(1-7) é um heptapeptideo que pode ser formada a partir da Ang | por
endopeptidase neutra ou a partir da Ang Il pela ECA 2 (Donaghue e cols., 2000 e Tipnis e
cols., 2000). Alternativamente, a ECA2 pode clivar a Ang | em Ang-(1-9) que sofre acao da
ECA formando a Ang-(1-7) (Thimothy, 2006). Varios estudos tém documentado a
participagao deste peptideo do SRA sobre a fungao cardiaca (Fontes e cols., 1994, Santos
e Campagnole, 1994, Gironacci e cols., 2000, Clark e cols., 2001 e Alzamora e cols., 2002 e
2006).

Em estudos anteriores, Santos e cols. (1996) observaram que a Ang-(1-7) possui um
potente efeito antidiurético em ratos e que este efeito foi completamente bloqueado pelo



seu antagonista especifico, o A-779. Recentemente um receptor ligado a proteina G,
denominado receptor Mas, foi identificado como receptor enddégeno da Ang—(1-7) (Santos e
cols., 2003). Santos e cols. (2003) mostraram que a delecao genética desse receptor aboliu
a ligacdo de Ang-(1-7) e que a aorta desses animais reduziu sua capacidade de
relaxamento em resposta a administragcdo de Ang-(1-7). Em estudos anteriores, Santos e
cols. (1996) observaram que a Ang-(1-7) possui um potente efeito antidiurético em ratos e
que este efeito foi completamente bloqueado pelo seu antagonista especifico, o A-779.

Diversos trabalhos tém mostrado que a Ang-(1-7) pode atuar de maneira a contra-
regular as a¢des hemodindmicas da Ang Il (Gironacci e cols., 2000, Clark e cols., 2001 e
Walters e cols., 2005). Esta acao contraregulatéria tem sido descrita centralmente
(Gironacci e cols., 2000) e perifericamente (Walters e cols. e 2005 e Gironacci e cols.,
2007). Estes estudos sugerem a interagdo do receptor Mas para Ang-(1-7) com receptores
AT2, envolvendo mecanismos dependentes da bradicinina/ NO.

O barorreflexo é o principal mecanismo em curto prazo pelo qual o sistema nervoso
central (SNC) regula a PA, momento a momento. As fibras barorreceptoras aferentes,
localizadas no seio carotideo e arco aortico (Sved e Gordon, 1994 e Dampney € cols.
2002), se projetam para o bulbo, no ndcleo do trato solitario (NTS), que integra os sinais
periféricos com sinais que chegam de outras regides como diencéfalo e telencéfalo,
(Feldman e Ellemberger, 1988) para determinar a atividade do sistema nervoso auténomo
(SNA). Varios estudos mostraram a existéncia de projecao excitatéria do NTS para o bulbo
ventrolateral (VLM) caudal (CVLM), a qual promove uma inibicdo sobre a regido simpato-
excitatoria do VLM rostral (RVLM), através de uma via neuronal ascendente. Existe uma
conexdo entre a CVLM e o nucleo ambiguo (NA) e o motor do vago, permitindo a
modulagio dessa area, sobre a FC, através do sistema nervoso parassimpatico (SNP)
(McKitrick e Caleresu, 1997).

Os neurbnios do VLM sdo modulados por peptideos do SRA. O cérebro nao é
completamente independente do SRA periférico, uma vez que a angiotensina formada
perifericamente pode interagir com o cérebro em regides desprovidas de barreira
hematoencefalica (Halbach, 2006).

Na hipertensédo parece haver um desequilibrio entre neurfnios pressores e
depressores, ou seja, uma inabilidade dos neurbnios da CVLM em contrabalancear o
aparente aumento da atividade pressora intrinseca dos neurénios da RVLM em animais
hipertensos (Carvalho e cols., 2003). Hu e cols. (2002) mostraram um aumento na
expressao de receptores AT; na RVLM de ratos hipertensos. Microinjecoes de peptideos
angiotensinérgicos na RVLM promovem um efeito pressor associado com o aumento na
atividade nervosa renal (Dampney, 1994 e Santos e Campagnole, 1994). A Ang Il
microinjetada na RVLM e na CVLM age como um agente excitatério, tanto em animais



anestesiados (Muratani e cols, 1993, Sesoko e cols., 1995, Averill € Diz, 2000, Alzamora e
cols., 2002 e 2006) quanto em animais acordados (Fontes e cols.1997, Becker e cols.,
2005).

Silva e cols. (1993) mostraram que microinjecdes de Ang Il e Ang-(1-7) na CVLM
produzem uma resposta depressora em ratos anestesiados. Alzamora e cols. (2002)
mostraram que o efeito hipotensor produzido por microinjegdes de Ang Il na CVLM depende
principalmente de mudangas no tdnus vascular adrenérgico, enquanto o efeito hipotensor
de Ang-(1-7) envolve um mecanismo relacionado ao NO. Posteriormente, Alzamora e cols.
(2006) mostraram que microinjegcdes de Ang Il e Ang-(1-7) na RVLM néo alteraram os
componentes bradicardico e taquicardico do controle barorreflexo de FC. Entretanto, as
microinje¢des na CVLM desses peptideos angiotensinérgicos induziram diferentes
alteragcdes no controle barorreflexo da FC. A microinjecdo de Ang Il na CVLM atenuou a
taquicardia e melhorou a bradicardia barorreflexa, por outro lado, a microinjecdo de Ang-(1-
7) na CVLM, atenuou a bradicardia e melhorou a taquicardia barorreflexa. Dados recentes
de nosso laboratério (Rodrigues e cols., 2007), mostraram uma alteracao na responsividade
dos receptores AT, nos neurénios da CVLM em ratos com hipertenséo.

Os barorreceptores sdo capazes de se adaptarem a um novo “set point” e
exercerem sua fungdo em niveis mantidos de PA alta ou baixa. Diversos trabalhos tém
mostrado o processo de adaptacao deste novo “set point” dos barorreceptores para niveis
mais elevados de PA nos hipertensos. Se a PA permanecer elevada por algum tempo, a
sensibilidade do barorreflexo estara diminuida (Mc Cubbin e cols., 1956, Krieger e cols.,
1987 e Kumada € cols., 1990). De acordo com Heesch (1999), este novo “set point” crénico
pode contribuir para a manutenc¢ao da hipertensao.

A hipertenséo renal experimental pode ser conseguida pela renofrectomia total ou
parcial (renopriva) estenose renal, perinefrite, oclusdo e desoclusdo do pediculo renal,
nefrectomia e coartagdo da aorta (Fazan Jr. e cols., 2001). Nesses modelos de
hipertens@o, o aumento da PA é associado, ao menos inicialmente, com o aumento dos
niveis séricos de renina e Ang Il (Fazan Jr. e cols., 2001). A estenose arterial renal é a
principal causa da hipertensao renovascular. Este tipo de hipertensao pode ser produzido
pela constricdo parcial de uma artéria renal enquanto o rim contralateral € mantido intacto
(hipertensao renal 2 rins e 1 clipe - 2R1C).

O modelo 2R1C de Goldblatt tem se mostrado eficiente para o estudo da
hipertensao e suas complicagdes (Shaible e cols., 1984, Kobayashi e cols., 1999, Bursztyn
e cols., 2001, Wang e cols., 2001, Wang e cols. 2005 e Rodrigues e cols., 2007). Em ratos,
a hipertensdo 2R1C apresenta um aumento gradual e cronico da PA, ocorrendo seu platd
apés 2 semanas (Leenen e de Jong, 1971).



As injarias nos érgaos-alvo no modelo 2R1C sdo dependentes do grau da estenose
e usualmente incluem disfungdo endotelial, hipertrofia cardiaca (de 20 a 50 % de aumento
no tamanho do coragéo) e hipertrofia do rim contralateral exposto a hipertensao (Akabane e
cols., 1985 e Pinto e cols., 1998).

Estudos mostraram que a relacdo entre o desenvolvimento e manutencéo dos niveis
de HA e da Ang Il no modelo de hipertensdo 2R1C sao semelhantes em varias espécies
(Johns e cols., 1996, Duka e cols., 2001 e Lazartigues e cols., 2004). Lazartigues e cols.
(2004) mostraram aumentos nos niveis plasmaticos de Ang Il a partir da primeira semana
da cirurgia 2R1C em camundongos. No entanto, um més apds a cirurgia 2R1C ocorreu
uma reducgao nos niveis plasmaticos de Ang Il. Por outro lado, os niveis cerebrais de Ang
Il, se encontravam aumentados na fase cronica da hipertensdo renovascular desses
animais. Sugerindo um papel importante da ativacdo do SRA cerebral nesse modelo de
HA.

Atualmente, ja esta bem estabelecido que a atividade fisica regular esta associada
com efeitos benéficos no sistema cardiovascular. Haapanem e cols. (1997) mostraram uma
significativa associacao da redugéo no risco de ocorréncias hipertensivas, em homens, que
caminhavam até o trabalho e faziam atividades fisicas no horario de lazer. Blair e cols.
(1984) mostraram que pessoas com baixo condicionamento fisico tiveram um risco relativo
de 1,5 para o desenvolvimento de hipertensao quando comparadas com pessoas altamente
condicionadas. Em outro estudo, Sawada e cols. (1993) confirmaram o risco de
hipertensao relacionado ao condicionamento fisico. Esses pesquisadores mostraram que o
grupo de homens com menor condicionamento, teve 1,9 vezes aumentado o risco de
hipertensdo comparado com o outro grupo melhor condicionado fisicamente.

Diversos estudos (Rondon e Brum, 2003, Irigoyen e cols., 2003 e ACSM, 2004)
mostraram que as reducdes na PA apds o treinamento sdo mediadas por adaptacoes
estruturais e neurohumorais, como uma menor atividade nervosa simpatica (Duncan e cols.,
1985). Meredith e cols. (1991) observaram que as redugdes na noradrenalina plasmatica
apos treinamento aerébico estavam relacionadas a menor liberagdo e ndo ao aumento da
depuragao no organismo de noradrenalina, sugerindo uma diminuigao do tdnus simpatico.

Redugbes na PA, apdés AF, também estédo relacionadas a uma menor atividade do
SRA, com redugdes nos niveis de renina (Hayashi e cols., 2000), Ang Il, aldosterona e
vasopressina plasmatica (Braith e cols., 1999).

Relacionado as mudancas estruturais advindas do treinamento fisico, Dinenno e
cols. (2001) mostraram que individuos treinados tém uma maior luz arterial do que aqueles
sem treinamento. No entanto Ferrier e cols. (2001) citam que o treinamento, em curto
prazo, parece ndao aumentar a complacéncia arterial em individuos com hipertensao

sistélica, justificando a adogcao de um programa de AF regular como forma de estilo de vida
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e nao simplesmente como atividade esporadica e sazonal. Amaral e cols. (2001) em estudo
com ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e Wistar Kyoto (WKY) submetidos a
treinamento aerdbico (50 a 60 % do VO2 max — capacidade aerobica maxima) por 13
semanas, observaram significativo aumento na densidade e no didmetro da luz dos vasos
somente nos ratos SHR treinados. Além disso, o grupo treinado apresentou aumento de 2
vezes na densidade venular correlacionado a redugao na PAM.

A complexidade das diversas variacdes e associagcdes dos componentes da AF
aerobica, como o tipo de atividade, duragédo, volume, frequéncia e intensidade, trazem
inUmeros questionamentos de como, quanto e qual a melhor forma de combinagcédo desses
componentes para produzir uma resposta positiva e/ ou esclarecedora dos possiveis
mecanismos envolvidos.

Atualmente, grande parte das pesquisas relacionadas a AF e ao sistema
cardiovascular, tem mostrado de forma geral, que a AF aerdbica de baixa a moderada
intensidade é mais eficiente no controle e aprimoramento das fungbes cardiovasculares
(Hagberg e cols. 1987, Krieger e cols., 1999, Negréo e cols., 2001 e Gobatto e cols., 2001).

Em um estudo realizado por Véras-Silva e cols. (1997) foi mostrado que as
adaptacdoes de ratos SHR ao treinamento em esteira ergométrica de baixa e alta
intensidade, reduziram significativamente a FC de repouso, DC, PAS, PAD e PAM somente
para os ratos treinados em baixa intensidade. Semelhantemente, Medeiros e cols. (2000),
ao avaliarem a bradicardia de repouso de ratos normotensos (ndo anestesiados),
submetidos a natagdo de moderada intensidade, constataram uma reducdo na FC de
repouso relacionada ao treinamento. Em contrapartida, Tipton e cols. (1984), néo
observaram uma reducéo significativa da FC de repouso em ratos SHR nao anestesiados,
apesar da redugao significativa da PAM e DC apés treinamento entre 40 e 70% do VO,
max.

Ja estd bem estabelecido que o exercicio fisico melhora as anormalidades na
funcdo barorreflexa em pacientes com hipertensdo (Somers e cols. 1991) bem como em
ratos SHR (Silva e cols., 1997 e Brum e cols., 2000). Brum e cols (2000) sugerem que a
melhora da sensibilidade barorreflexa pelo treinamento fisico pode estar relacionada a
maior sensibilidade do nervo depressor aértico. Estudos recentes realizados em nosso
laboratério (Rodrigues e cols., 2007) mostraram uma efetiva reducdo na PA e
restabelecimento da sensibilidade bradicardica barorreflexa em ratos 2R1C treinados por
meio de natacdo de baixa a moderada intensidade durante 4 semanas.

Dentre as diversas modalidades esportivas existentes, a natagéo tem sido cada vez
mais prescrita como tratamento coadjuvante e nao-farmacolégico da hipertensao,
obesidade e coronariopatias (Medeiros e cols., 2000). O uso de protocolos de treinamento
de natagdo em ratos apresenta algumas vantagens sobre os protocolos de corrida em
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esteira, uma vez que a natacdo é uma habilidade natural do rato (Gobatto e cols., 2001 e
APS, 2006), utiliza equipamentos baratos e simples e € menos traumatica para o animal,
permitindo mensurar respostas fisioldgicas, bioquimicas e moleculares ao exercicio agudo e
crénico (APS, 2006).

Apesar de ja estar bem documentado os beneficios da AF em melhorar a
sensibilidade do controle reflexo da FC, poucos estudos avaliaram alteracées na principal
area central moduladora do barorreflexo, a CVLM, em animais submetidos a AF. Dados
recentes de Rodrigues e cols. (2007), em nosso laboratério, em ratos com hipertensao
renovascular 2R1C, mostraram que a natacao de baixa a moderada intensidade reduz os
niveis da hipertensao, restaura a bradicardia reflexa e a reatividade neuronal da CVLM. No
entanto, o exercicio de natagdo ndo promoveu alteragdes cardiovasculares em ratos
normotensos. Entretanto, em outro estudo Becker e cols. (2005) mostraram que o
treinamento de natagdo de baixa intensidade por 4 semanas, induziu mudangas na
responsividade para Ang Il no RVLM de ratos normotensos.

Desta forma, uma vez que estudos sugerem que a AF e a HA podem alterar a
responsividade de areas bulbares as angiotensinas, propusemos com o presente trabalho,
avaliar a participacdo do SRA no controle da PA através da avaliagdo da sensibilidade da
bradicardia reflexa e da reatividade da CVLM a Ang-(1-7) e sobre possiveis alteracoes
histolégicas no coracgao e rins de ratos com hipertensao renovascular 2R1C.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da atividade fisica sem e com sobrecarga sobre os diferentes
parametros cardiovasculares em ratos com hipertensao renovascular (2R1C).

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da natacdo sobre a PAM e FC basais, em ratos 2R1C e SHAM
sedentarios e submetidos a atividade fisica, sem e com sobrecarga.

e Avaliar a sensibilidade da bradicardia reflexa e o efeito da microinjecdo do A-779 na
CVLM sobre a sensibilidade da bradicardia reflexa em ratos 2R1C e SHAM
sedentérios e submetidos a atividade fisica, sem e com sobrecarga.

e Avaliar o bloqueio de receptores Mas da Ang-(1-7) na CVLM pela microinjecao de A-
779 sobre a PAM e FC em ratos 2R1C e SHAM sedentarios e submetidos a
atividade fisica, sem e com sobrecarga.

e Avaliar as alteragdes no peso do coragao e rins em ratos 2R1C e SHAM sedentarios
e submetidos a atividade fisica, sem e com sobrecarga.

e Avaliar alteragbes na histologia renal e cardiaca em ratos 2R1C e SHAM
sedentérios e submetidos a atividade fisica, sem e com sobrecarga.

e Avaliar os niveis plasmaticos de uréia e creatinina, o limiar anaerdbico e as

concentragbes de lactato sanguineo em ratos 2R1C e SHAM sedentarios e
submetidos a atividade fisica, sem e com sobrecarga.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados neste estudo ratos Fischer machos, com aproximadamente 9 a 11
semanas de vida, pesando entre 150 e 200g, provenientes do Laboratério de Nutricao
Experimental da Escola de Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto. Os animais
foram armazenados em caixas de plastico, quatro animais por caixa, com livre acesso a
agua e racdo comercial para roedores. Mantidos em ambiente com ciclo claro/ escuro de
12 h, em uma temperatura média de 212 C e umidade relativa do ar de + 55%. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Ouro
Preto.

3.2. Cirurgia para o Desenvolvimento da Hipertensao Renovascular

Para producdo da hipertensdo renovascular foi utilizado o método descrito por
GOLDBLATT (1934) denominado 2 rins 1 clip (2R1C). Nos ratos (150 — 200g) apds serem
submetidos a jejum de 24 horas, com livre acesso a agua, realizou-se a cirurgia para a
promogao da hipertensao.

Sob anestesia produzida pela mistura de quetamine e xilazina (50 mg/ kg e 30 mg/
kg, ip, respectivamente), os animais foram colocados em decubito dorsal em uma prancha
cirurgica e submetidos a tricotomia e assepsia da regido abdominal com alcool iodado 2%.
Em seguida foi feita uma incisdo mediana de 4 a 6 cm abaixo do processo xiféide, sendo
colocados refratores bilateralmente na incisdo cirtrgica, as algas intestinais foram retraidas
e, em seguida, a artéria renal esquerda foi isolada com o auxilio de pingas e cotonetes. Um
clipe de prata 950 (contendo 5% de liga de cobre e com 6étimo grau de dureza)
apresentando 8 mm de comprimento e 2 mm de largura, em forma de U, cuja abertura era
previamente fixada através do uso de um calibrador, foi colocado ao redor da artéria renal.
O grau de constricao do clip escolhido foi de 0,20 mm de didmetro interno, diametro este
que mostrou-se mais eficiente para obteng¢édo do indice PA > 130 mmHg (nivel de pressao
escolhida para selecionar os animais hipertensos) (BRITTO e cols., 1997 e Wang e cols.,
2005). A figura 1 ilustra 0 momento da implantacao do clipe.
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Figura 1: Foto llustrativa da implantacdo do clipe de prata na artéria renal esquerda.

Outro grupo de animais foi submetido a cirurgia ficticia (SHAM), que consistia na
realizagao de todos os procedimentos acima, exceto a colocagéo do clipe de prata em torno
da artéria renal. Estes animais, SHAM, foram utilizados como controle (normotensos).

O abdbébmen dos animais foi suturado com pontos continuos, envolvendo a camada
muscular e a pele. Ao final dos procedimentos cirlrgicos, em todos os animais foi
administrado antibiético (0,01 ml/ 100 g do peso corporal - pentabibtico veterinario/ FORT
DODGE).

3.3. Atividade Fisica

Apés quatro dias da cirurgia, os ratos 2R1C e SHAM, com livre acesso a agua e
comida, foram separados em trés grupos experimentais: ratos sedentérios (SD), ratos
submetidos a atividade fisica (SAF) de natacdo sem carga (SAF 0%) e ratos SAF de
natagdo com 3% de sobrecarga em relagao ao peso corporal (SAF 3%). A atividade fisica
(AF) e o protocolo de exposi¢cao ao meio liquido (ratos SD) foram realizados cinco vezes por
semana, por um periodo de cinco semanas, mais um dia. As sessdes de AF e/ ou protocolo
de exposicdo a agua rasa foram iniciados individualmente, de forma que cada rato
terminaria seu respectivo protocolo em dias distintos.

O grupo SD, foi colocado em baldes coletivos (4 ratos por balde) com agua rasa (+
15 cm de altura, na temperatura de 31+ 2 °C), para que o mesmo fosse semelhantemente
manipulado e exposto as condigdes de estresse dos demais grupos SAF (0% e 3%). Na
primeira sessdo de exposicdo a agua rasa, os ratos SD permaneciam no balde por 20
minutos, ja a partir da segunda sessdo o0s animais ficavam expostos a agua rasa por 40
minutos até completarem as 26 sessdes. Os ratos SD (SHAM ou 2R1C) foram pesados
antes da 62, 92, 122, 152, 172, 202, 232 e 262 sessdo de exposigao a agua rasa. As sessdes
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de AF foram realizadas em tanques coletivos (quatro ratos por tanque) de 40 x 60 x 50 cm.
Ambos os grupos SAF 0% e SAF 3% (SHAM ou 2R1C) foram pesados antes da 62, 92, 122
152, 178, 208, 232 e 262 sessdo de AF. A temperatura da agua foi mantida em 31 £ 2 °C
(APS, 2006), através do uso de um termostato. O grupo SAF 0% realizou todas as sessbes
de AF livremente, sem qualquer adicdo de sobrecarga extra. Na primeira sessdo de AF a
duracao foi de 20 minutos, na segunda sessao 40 minutos, e a partir da terceira sessao os
animais nadavam 60 minutos até completarem as 26 sessoes de AF. Ao grupo SAF 3%,
foram afixadas sobrecargas (porcas e/ ou arruelas) presas a parte proximal de suas caudas,
por meio de gomas elasticas a partir da sexta sessdo de AF. Para efeito adaptativo, da
sexta a nona sessao de AF, foram utilizadas sobrecargas de 2% * 0,05 g do peso corporal.
A partir da nona sesséo, foram utilizadas sobrecargas de 3% + 0,05 g do peso corporal de
cada rato. Devido as possiveis alteracdes no peso corporal dos ratos ao longo do tempo
em que ocorriam as sessdes, as sobrecargas foram manutenidas nos mesmos dias de
mensuragao do peso corporal.
A figura 2 ilustra o protocolo de AF para os grupos, SD, SAF 0% e SAF 3%.

GRUPO SD

Tempo de exposi¢éo ao meio liquido

20 minutos 40 minutos
2R1C
el 12 sessdo 22 a 262 sessdo
SHAM (4 dias apds cirurgia)

mensuracgéo do peso corporal na 62, 9% 122, 152, 172, 207, 232 e 267 sessao

GRUPO SAF 0%

Tempo de natacao

20 minutos 40 minutos 60 minutos
2R1C
ou 12 sessdo 22 sessdo 32 a 262 sessdo
SHAM (4 dias ap6s cirurgia)

mensuracgédo do peso corporal na 62, 92, 122, 152, 172, 207, 232 e 267 sessdo

GRUPO SAF 3%

Tempo de natagdo e sobrecarga utilizada

20 minutos 40 minutos | 60 minutos 60 minutos - 2% 60 minutos - 3%
2R1C
ou 12 sessao 22 sessdo 32 sessao 42 a 82 sessdo
SHAM (4 dias ap0s cirurgia)

afericdo da sobrecarga na 62 92, 122, 152, 172, 202, 232 e 262 sessdo

Figura 2: Protocolo de AF aos quais foram submetidos os ratos SHAM ou 2R1C (SD, SAF
0% e SAF 3%).
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3.4. Avaliacao Indireta da PAM Através de Pletismografia de Cauda

A avaliagdo da PAM por pletismografia de cauda iniciou-se a partir da primeira
semana apds a cirurgia, nos ratos SHAM ou 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%).

O método utilizado para verificar a PAM indireta dos animais foi proposto por
Willians e cols. (1939) e modificado por Magaldi (1944). O método utilizado consiste em um
sistema fechado contendo agua, que sob pressao é ajustado a um manguito de borracha
que envolve toda a porcdo distal da cauda do animal. Outro manguito de borracha
conectado a uma coluna de mercurio, envolve a porgao proximal da cauda, e é responsavel

pela oclusdo da artéria caudal. A Figura 3 ilustra a foto de um pletismégrafo.

Coluna de agua Coluna de mercurio

Manguito de
borracha que

Manguito de ; comprime
porracha que IR IO o couca

comprime a cauda proximalmente

e O (AW
= Sistema de seringas para

controle da presséo da
coluna de agua

Figura 3: Foto ilustrativa do sistema de pletismografia de cauda utilizado.

Os animais permaneciam, aproximadamente, por cerca de dois a trés minutos em
uma caixa de madeira aquecida através de uma lampada acesa de 150 watts para
promover uma dilatacdo da artéria caudal e facilitar a medida da PAM. Posteriormente, os
animais foram colocados em um sistema de contensdo para proceder a medida. Neste
sistema de contensdo somente a cauda do animal foi mantida exteriorizada, comprimia-se a
cauda com o manguito de borracha da coluna de agua e posteriormente insuflava-se o
manguito da coluna de mercurio. Em seguida, a pressao na coluna de agua foi reduzida e o
nivel do liquido na coluna mantido a aproximadamente 10 cm de altura da cauda do animal.
Posteriormente, a pressdo no manémetro de mercurio foi reduzida lentamente ao mesmo

tempo em que se observava alteracdo no nivel do liquido na coluna de agua do
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pletismégrafo, o que ocorria em fungao do aumento do volume de sangue na cauda. Neste
mesmo instante foi realizada a leitura da pressao na coluna de mercurio que correspondia a
PAM do animal.

3.5. Avaliacao do Peso Corporal

O peso corporal dos animais (dados em anexo) foi verificado semanalmente,
iniciando-se no dia da cirurgia de 2R1C e/ ou ficticia (SHAM), e posteriormente antes da 12,
62, 92, 122, 152, 178, 208, 232 e 262 sessao de AF ou de exposicao a agua rasa e, no dia do
experimento. Foram avaliados os pesos obtidos no dia da cirurgia, da 12, 62, 122, 202

sessao e do dia do experimento para avaliagdes cardiovasculares.

3.6. Confeccao de Canulas Vasculares

Canulas foram confeccionadas a partir de 4 cm (arterial) ou 2 cm (venosa) de tubos
de polietileno PE 10, polimerizados por aquecimento a 17 cm de tubos de polietileno PE 50.
O interior das cénulas foi preenchido com uma solugao salina (NaCl, 0,9%) e a extremidade
livre de PE 50 foi fechada com um oclusor metalico, antes das canulagoes.

3.7. Procedimentos Cirurgicos
3.7.1. Anestesia

Todos os procedimentos cirlrgicos e avaliagdes cardiovasculares foram realizados
com os ratos anestesiados. Apéds 41 dias do inicio da AF, os animais 2R1C ou SHAM (SD,
SAF 0% e SAF 3%) foram anestesiados com uretana (1,2 g/ kg, ip).

3.7.2. Traqueostomia

Os animais foram colocados em uma mesa cirirgica em decubito dorsal e
submetidos a uma incisdo mediana na regido cervical anterior. A musculatura foi
divulsionada e a traquéia exposta. Em seguida uma canula de polietileno (PE 90) foi
introduzida e amarrada a traquéia com fio cirirgico, com a finalidade de manter as vias

aéreas patentes.
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3.7.3. Canulacao e Isolamento de Artéria e Veia Femorais

Para registro dos parametros cardiovasculares e administragdo de drogas realizava-
se uma pequena incisdo na pele, separando a musculatura para localizagdo do feixe
vasculo-nervoso femoral. As canulas foram introduzidas na aorta abdominal, via artéria
femoral previamente heparinizadas, para registro direto da pressao arterial média (PAP)
PAM, e FC e na veia cava inferior através da veia femoral, para administragéo de drogas. A

seguir, as mesmas foram amarradas junto ao feixe com fio cirdrgico.

3.7.4. Exposicao do Bulbo para Realizacao de Microinjecées na CVLM

Apl6s a realizagdo dos procedimentos cirdrgicos relacionados acima, os animais
foram colocados em decubito ventral em um aparelho estereotaxico (David Kopf modelo
DKI 900). A cabega do animal foi fixada com uma inclinacdo de aproximadamente 45° (-11
mm) com o auxilio das barras auriculares e a peca bucal do aparelho. Foi realizada uma
incisdo mediana na regido cervical posterior, separando-se a musculatura. A seguir,
procedia-se uma craniotomia occipital, seccionando-se a membrana atlanto-occipital e as

meninges (dura-mater e aracnoidea) para exposicao da superficie dorsal do tronco cerebral.

3.8. Registro Direto da PAM e FC

A avaliagdo dos diferentes parametros cardiovasculares (PAM, FC e bradicardia
reflexa) foi realizada através do registro direto da PA através das canulagdes arteriais dos
ratos acopladas ao sistema computadorizado de aquisi¢gédo de dados (Powerlab).

A PA foi monitorada por um transdutor de pressao modelo Gould conectado a um
amplificador (PM-1000, CWE). O sinal de pressao arterial pulsatil foi derivado para um
cardiotacbmetro (PM-1000,CWE) para se obter a FC. A pressao arterial pulsatil (PAP) e FC
foram continuamente amostradas por um sistema de conversao analégico/ digital de 12 bits
(Powerlab 4/ 20) a uma frequéncia de 800 Hz e armazenados em disco rigido (PC).
Posteriormente, o sinal foi processado por um software (Powerlab 4/ 20) para se obter a
PAM, as caracteristicas temporais e as alteracbes maximas dos parametros desejados.
Simultaneamente, a PAM e FC foram calculados a partir de pulsos de PA. Essas variaveis
foram apresentadas simultaneamente em canais distintos no monitor e armazenadas em

disco rigido do computador.
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3.9. Avaliacao da Sensibilidade da Bradicardia Barorreflexa

A sensibilidade da bradicardia reflexa foi avaliada relacionando-se as alteragdes
reflexas de FC induzidas por alteragdes transitérias da PAM. Para produzir alteragbes da
PAM, os animais foram submetidos a injecées (em bolus) endovenosas (0,1 ml) de doses
crescentes de fenilefrina que variavam de 0,5 a 40,0 pug, de maneira a se obter
respectivamente respostas pressoras de aproximadamente 10, 20, 30, 40 mmHg. Um
intervalo minimo de um minuto era mantido entre as injecées, para permitir que a PAM e FC
retornassem aos valores basais.

O pico das alteragbes na FC ocorria durante os primeiros 5 - 10 segundos e
correspondiam a méaxima alteracdo na PAM produzidas pela fenilefrina. A FC foi convertida
em intervalo de pulso (IP, ms) através da féormula: 60.000/ FC (figura 4). O melhor ajuste da
regressao linear foi extraido da média + EPM das alteracées de PAM e FC para cada dose
de fenilefrina em cada animal. A curva de regressao linear foi usada como um indice de
sensibilidade barorreflexa (ganho barorreflexo). A sensibilidade da bradicardia reflexa foi
avaliada antes e ap6s (5-15 minutos) da microinjecdo do antagonista do receptor Mas da
Ang-(1-7), A-779, na CVLM nos ratos 2R1C ou SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%).

A) Bradicardia reflexa

PAM P l \ I \
(mmHg) | N N N Naanee

FC

bpm —V-‘\’.V-——\/MV- ------
Fenilefrina
(1 -20 pg/kg)
B) FC convertida em Intervalo de Pulso indice da sensibilidade Barorreflexa
(ms) FCp FC, (ms/ mmHg) A PAM

Figura 4: Esquema do teste de bradicardia reflexa através de inje¢cdes de doses crescentes
de fenilefrina (painel A) e férmulas de conversdo da frequéncia cardiaca (FC, bpm) em
intervalo de pulso (IP, ms) e do indice de sensibilidade barorreflexa (ms/ mmHg) (painel B).
Pressao arterial média (PAM, mmHg); frequéncia cardiaca de pico (FCp, bpm); frequéncia
cardiaca basal (FCb, bpm); delta de variacédo (A).
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3.10. Procedimentos de Microinjecoes na Superficie Ventrolateral Caudal do
Bulbo

As microinjecoes foram feitas através de micropipeta de vidro, devidamente fixada
ao micromanipulador do estereotaxico. As microinjecdes foram realizadas pela pressao de
ar exercida por uma seringa de plastico conectada a extremidade distal da micropipeta.
Para controlar os efeitos de volume e/ ou pressao exercida pela microinjecao de peptideos,
o mesmo volume de veiculo (NaCl 0,9%) foi injetado no local da microinjegéo.
Microinjecbes unilaterais de Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e salina (NaCl 0,9%) (100
nl) foram efetuadas na area caudal na CVLM, tendo o 6bex como ponto de referéncia
antero-posterior e lateral. Os parametros utilizados para se localizar a CVLM foram 0,7 mm
rostral e 1,8 mm lateral ao 6bex; a profundidade foi determinada no momento em que a
micropipeta tocou a superficie ventral do bulbo, sob a pia mater. A Figura 5 indica o local

onde foram realizadas as microinjecoes.

\‘.\
AN

S

Lateral 0.40 mm| Intexamal

Figura 5: Esquema do local das microinjecées no bulbo ventrolateral caudal (CVLM) de
ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C. As microinjecdes foram realizadas com
micropipeta de vidro com 3 pontas: A = microinjecao de salina (100 nl); B = microinjecao de
A-779 (50 pmol) e C = microinjecdo de Ang-(1-7) (40 pmol). Adaptado de Paxinos e
Watson, 1997.
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3.11. Coleta de Orgaos e Tecidos e Analise Histolégica

Ao término dos experimentos os animais foram sacrificados por decaptacgao,
submetidos a uma laparotomia mediana para ressecgao dos tecidos. Em necropsia, o
cérebro, rins, coracao e tibia direita foram coletados.

Durante a primeira fase do trabalho os rins e o coracao foram pesados (peso Umido),
desidratados em estufa e novamente pesados (peso seco). Os cérebros foram fixados em
recipientes protegidos contra a luz, contendo solugdo de formalina tamponada. Através da
utilizagdo de um paquimetro analdgico a tibia foi medida em seu comprimento e, juntamente
com o cérebro, fixada em solugao de formalina tamponada e acondicionada em recipiente
protegido da luz.

Para avaliacao histolégica no cérebro, apés fixacao, o 6rgao foi lavado em agua
corrente para retirada do excesso de formalina e embebido em solugéo criopreservadora
comercial de Tissue Tek® (Sakura) sendo posteriormente congelado. Seccgoes
criopreservadas do 6rgdo com aproximadamente 50 um de espessura foram obtidas por
corte em criostato (Leica CM 1850). As seccoes criopreservadas foram dispostas em
laminas de vidro previamente gelatinadas e, ap6s secagem por 24 horas, coradas pela
coloragdo histoldgica de vermelho neutro. A confirmagédo da localizagdo do sitio das
microinjegdes nos cortes histologicos foi realizada em microscopia 6tica tendo como
referéncia os diagramas do Atlas de Paxinos e Watson (1986). Cortes mais representativos
em cada grupo de estudo foram selecionados e fotografados em lupa (Leica MZ6).

Ja numa segunda fase do trabalho, ao final dos experimentos, coragao e rins, apds
fixacdo em formalina, foram processados por técnicas histopatoldgicas de rotina. Estes
orgaos foram desidratados, diafanizados, embebidos (processador histotécnico OMA
metallrgica) e emblocados em parafina. Secgoes parafinadas de aproximadamente quatro
(4) um de espessura foram obtidas em micrétomo, fixadas em laminas de vidro previamente
desengorduradas, tratadas com solucdo de albumina e coradas pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE).

As analises histologicas foram inicialmente realizadas nos rins e no coragdo de
maneira semi-quantitativa seguindo os seguintes padrdes: (0 ou ausente) quando o tecido
apresentava o aspecto histolégico compativel com a normalidade do 6rgao; (+ ou leve)
quando a lesdo estudada era observada em 1/3 ou menos da regiao total observada; (++ ou
moderada) quando lesdo estudada atingia de 1/3 a 2/3 da regiao total observada; e (+++
ou intensa) quando a lesdo estudada era evidenciada em mais de 2/3 da regido total
observada. Nos rins foi avaliada a esclerose glomerular, a dilatacao tubular, a espessura
da parede dos vasos sanguineos, a congestao, a fibrose e a deposicao protéica tecidual
(Wang e cols., 2001; Evangelista e cols., 2003). Para o coragdo foram avaliados o
espessamento da parede dos ventriculos, a distdncia média da luz ventricular, o
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espessamento das paredes vasculares e inflamacao ventricular focal (Wang e cols., 2001;
Evangelista e cols., 2003; Wang e cols., 2005). Todos os dados foram expressos em um
indice calculado pela divisdo do total de cruzes observadas no grupo pelo total possivel de
observacoes. Neste indice, dados mais préoximos a um (01) determinam lesdes mais
graves (Dados em anexo).

Baseado nas observagdes semi-quantitativas, avaliacbes quantitativas foram
realizadas no laboratério Multiusuarios do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas -
NUPEB/ UFOP. Imagens aleatérias dos tecidos corados pela técnica de HE foram obtidas
no microscopio Leica BM5000 com camera digital (Leica DFC 300 FX) acoplada com
médulo RGB ativado e associada ao software de captura de imagens Leica Application
Suite em objetiva microscépica de 40 vezes. Todas as imagens obtidas foram analisadas
no software Leica Qwin V.3.2.1 (Leica Switzerland). Nos rins foi avaliada a espessura
média do espaco da capsula de Bowman (parede interna da capsula até a membrana basal
glomérular), através da medicéo interativa (desenho manual de uma linha de distancia) de
quatro diferentes pontos (dispostos em cruz). A espessura da luz tubular foi avaliada de
maneira interativa medindo a distancia interna entre as paredes de 50 tubulos fotografados
ao acaso. Para o coracdo foi avaliada a espessura da parede dos ventriculos direito e
esquerdo e a luz das cavidades ventriculares, através da medigdo morfométrica interativa
de trés diferentes pontos de cada regido, avaliou-se também, a espessura média da parede
vascular através da medicao interativa de quatro diferentes pontos (dispostos em cruz), em
20 vasos fotografados ao acaso. Ainda no coragdo, para a determinacdo da presenca de
infiltrado inflamatoério, foi contado de maneira automatica (diferenciacao de cores através da
contagem de nucleo celulares) o ndmero total de células presente em 20 campos
microscopicos fotografados ao acaso (&rea total percorrida 1,5 x 10’ pym?), onde, um
namero de células diferentes do grupo controle (SHAM SD) representaria uma menor ou

maior intensidade de inflamacao.

3.12. Coleta de Plasma

Em outro grupo de animais SHAM ou 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%), apos 41 dias
das cirurgias (2R1C ou SHAM) os animais foram decaptados em guilhotina, sem anestesia
e amostras de sangue foram coletadas em tubos de polietileno (eppendorf) contendo
heparina sodica (25.000 Ul/ 5 mL) para dosagem de uréia e creatinina. Os eppendorfs
eram mantidos em gelo e o sangue era imediatamente centrifugado a 4°C/ 2.500 rpm/ 20
min e o plasma rapidamente separado e estocado a -20°C até o processamento das

amostras.
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3.13. Dosagens de Creatinina

Com a intengdo de avaliar a fungao renal e também as alteragbes bioquimicas
provocadas pelo exercicio fisico foram realizadas dosagens de creatinina.

A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solucédo de picrato em
meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha que é medido fotometricamente. A
adicdo de acidificante abaixa o pH para 5,0, promovendo a decomposi¢do do picrato de
creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada dos cromogéneos, que também é
medida fotometricamente. A diferenca entre as duas leituras fornece o valor da creatinina
verdadeira (Tonks, 1972).

Para a dosagem utilizou-se 125 pl de plasma. Apds homogeneizacéo do plasma e
dos reagentes, fez-se a incubacao destes em banho-maria a 37°C por 10 minutos. A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro a 510 nm determinando-se a absorbancia A;.
Adicionou-se 50yl de acidificante e apds 5 minutos em temperatura ambiente, determinou-
se a absorbancia A, em espectrofotdmetro a 510 nm. Para a obtencdo da concentracao,
subtraiu-se da absorbancia A, da A, utilizando-se um padrao de creatinina de 4mg/ dl.
(Tonks, 1972).

3.14. Dosagens de Uréia

Na intengdo de usar a uréia como marcador biolégico, foi realizada a dosagem de
uréia plasmatica de ratos 2R1C, ou SHAM (SAF 0% SAF 3% e SD). Nessa metodologia, a
uréia é hidrolisada pela urease a ions de aménia e CO,. Em meio alcalino, os ions ambnia
reagem a salicitato e hipoclorito de s6dio, sob a acao catalisadora do nitroprussiato de
sOdio, para formar o azul de indofenol. A absorbancia do complexo azul formado, medida
em 600 nm, é diretamente proporcional a concentragdo de uréia na amostra. (Tonks, 1972).

Foram retirados 10 yl de plasma que foram adicionados a 1000 ul de urease
tamponada e homogeneizados. Esta mistura era levada ao banho-maria a 37°C por 5
minutos. A leitura era realizada em espectrofotdmetro a 600 nm. Para se obter a
concentragdo da amostra, utilizou-se um padrao de 70 mg / dl (Tonks, 1972).

3.15. Dosagem de Acido Lactico

Com a intencdo de avaliar a intensidade sob a qual os animais estavam sendo SAF
e a cinética do lactato nos 2R1C, ou SHAM (SAF 0% SAF 3% e SD), foi realizado o teste de
lactato pelo método de tiras testes e analisador Accutrend® Lactate (Roche), conforme

instrugbes do fabricante.
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O principio do teste se baseia na aplicacdo da amostra de sangue na zona reativa
da tira. O sangue passa através de uma rede protetora até uma camada de vidro, onde os
eritrécitos ficam retidos, de modo que apenas o plasma sanguineo penetre na zona de
deteccdo. O lactato é determinado através de um fotdbmetro de reflexdo pela reagao
colorimétrica do medidor lactato-oxidase (LOD) a um comprimento de onda de 657 nm:

L- Lactato + mediador forma | —LOD piruvato + mediador reduzido |

Mediador reduzido + 2,18 -fosfomolibdato ——— azul de molibdénio ; mediador forma Il

3.15.1. Teste do Lactato Minimo ou Limiar Anaerébico

Inicialmente para a detecgéo do limiar anaerébico dos ratos 2R1C e SHAM, utilizou-
se o teste adaptado descrito por Voltarelli e colaboradores em 2002. Foram utilizados
quatro ratos do grupo SD (2R1C e SHAM) ja adaptados por quatro semanas ao meio liquido
(submetidos aos mesmos cuidados e protocolo de exposicao a agua rasa dos grupos SD).
Para a realizacdo do teste os animais foram colocados individualmente em tanques
circulares (50 cm de didmetro x 50 cm de altura), contendo agua a 31 £ 2 °C e com a lamina
de agua a £ 25 cm de altura, suportando sobrecarga de 50% do peso corporal (sobrecarga
utilizada para provocar hiperlacticemia). Desta forma, os ratos se exercitaram por meio de
saltos durante 6 minutos (30 segundos de atividade, interrompidos por 30 segundos de
repouso). Em seguida coletou-se amostra de sangue (£ 25 ul) através do corte da
extremidade distal da cauda (manobra de ordenha), para a determinagao da concentragéo
de lactato (mmol). Apds 9 minutos de repouso 0s animais iniciaram individualmente o teste
de cargas progressivas (agora com o tanque cheio de agua). A carga inicial foi de 0% do
peso corporal do rato, sendo acrescida de 1,5% a cada 5 minutos, até a exaustdo. A cada
troca de carga (com subseqiientes 30 segundos de repouso) foi coletada amostra de
sangue (+ 25 ul) para dosagem do lactato. O Lactato minimo foi determinado a partir de
uma tangente zero grau a uma funcao “SPLINE” ajustada a curva lactato sanguineo em
relagdo a carga de trabalho (Voltarelli e cols., 2002).
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3.15.2. Teste de Esforco com Carga Fixa — Estabilizacao do Lactato

Uma semana ap0s a realizacdo do teste de Lactato minimo, foi realizado um teste
para verificar a ocorréncia da estabilizacdo do lactato sanguineo durante a natagdo. Os
ratos foram submetidos a uma sessdo de natacdo de 30 minutos suportando cargas
correspondentes a 3% do peso corporal em tanques circulares individuais (50 cm de
didametro x 50 cm de altura) contendo agua a 31 + 2 °C. Foram feitas coletas de sangue (£
25 ul) antes do inicio do teste e a cada 10 minutos (com subsequentes 30 segundos de
repouso) para dosagem de lactato. Entre a realizacdo do teste de lactato minimo e o de
estabilizacao do lactato, todos os ratos continuaram expostos ao meio liquido em agua rasa
(31 £2°0C).

3.15.3. Efeito da Natacao por 5 Semanas sobre o Lactato Sanguineo -
Lactato Final

Para verificar o efeito da AF nos grupos SHAM ou 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%),
foi realizado um teste 48 horas apds a Ultima sessdo de AF (SAF 0% e SAF 3%) e
exposicao a agua rasa (ratos SD nao participantes dos testes anteriores). Todos os ratos
foram submetidos individualmente a uma Unica série de natagdo por 30 minutos com
sobrecarga de 3% do peso corporal. Foi realizada coleta de sangue (= 25 pl)

imediatamente apo6s a sessdo de AF para dosagem do lactato.

3.16. Drogas Utilizadas
3.16.1. Anestésicos:

Quetamine - Syntec do Brasil Ltda.
Xilazina - Divisao Vetbrands Salde Animal.
Uretana - Sigma Chemical Co, St. Louis, USA.
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3.16.2. Demais Drogas:

Angiotensina-(1-7) — Bachem, Torance, CA (PM= 898).

A-779 antagonista de receptores Mas de Ang-(1-7) — Bachem, Torance, CA (PM=
873).

Fenilefrina Hidroxiclorida - Sigma Chemical Co, St, Louis, USA.

3.16.3. Kits e Reagentes:

Uréia CE — Labtest, Lagoa Santa, MG, BRA.

Creatinina — Labtest, Lagoa Santa, MG, BRA.

Analisador Accutrend® Lactate - Roche, Mannhein, GER.
Tiras testes BM — Lactate - Roche, Mannhein, GER.

3.17. Preparo de Solucoes

O agente hipertensor agonista adrenérgico, cloridrato de L-Fenilefrina (sal cloridrato)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), foi preparado em solugdes de sete
concentracoes diferentes (0,5 ug/ ml; 1,0 ug/ ml; 2,5 ug/ ml; 5,0 ug/ ml; 10 ug/ mi, 20 ug/ ml
e 50 ug/ ml) de L-Fenilefrina. Estas solucdes foram aliquotadas em tubos de polietileno tipo
“eppendorf”’ e permaneceram congeladas até o momento do uso.

Os peptideos, Ang-(1-7) e A-779 foram dissolvidos em solucdo salina (NaCl 0,9%)
na concentracdo de 2mg/ ml e aliqguotados em 10 pl em tubos eppendorf e mantidos a -
20°C (solugao estoque). No dia do experimento, a solucédo final de uso era preparada, a
partir da solugédo estoque pela adigdo de 40 pl de salina estéril. A dose dos peptideos e
antagonistas utilizados nesse estudo foi escolhida com base em estudos anteriores (SILVA
e cols, 1993; FONTES e cols, 1994; SANTOS e cols, 1994; ALZAMORA e cols, 2002 e
2006).

3.18. Protocolos Experimentais

3.18.1. Avaliacao da Sensibilidade da Bradicardia Reflexa

Apés 41 dias da cirurgia 2R1C e SHAM, os animais foram anestesiados comuretana,
submetidos aos procedimentos cirlrgicos e posicionados no aparelho extereotaxico. A
seguir, iniciou-se o registro da pressao arterial. Ap6s um periodo de cinco minutos, a
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micropipeta de vidro foi posicionada de acordo com as coordenadas 0,7 mm anterior e 1,8
mm lateral ao ébex. Observaram-se quedas tipicas transitérias da PAM e FC produzidas
pelo estimulo mecanico produzido pela micropipeta nos neurénios da CVLM. Estas quedas
da PAM foram usadas como indicio da localizacdo correta da micropipeta. Ap6s um
periodo de 10 minutos para estabilizacdo da PAM e FC foi iniciado o teste do barorreflexo.
A sensibilidade da bradicardia reflexa foi avaliada antes e apés (5-15 minutos) a
microinje¢cdo do antagonista do receptor Mas da Ang-(1-7), A-779, na CVLM nos ratos
2R1C ou SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%). A figura 6 sumariza este protocolo:

Procedimento cirargicos:

Anestesia, canulacio,

traqueostomia e Injegbes intravenosas
exposigio do bulbo. Micropipeta de fenilefrina
l na CVLM l
2R1C . .
o PA e FC basais I PA e FC basais Barorreflexo
SHAM
| 5 minutos
I 1
10 minutos 10 minutos

Figura 6: Esquema do protocolo para avaliagao da bradicardia reflexa usado em ratos (SAF
0% SAF3% e SD) SHAM ou 2R1C.

3.18.2. Efeitos Cardiovasculares Produzidos pela Microinjecao de Ang-
(1-7) e A-779 no Bulbo Ventrolateral Caudal

Apéds a realizagdo do teste do barorreflexo inicial, procedia-se a microinje¢cao de
salina (100 nl), Ang-(1-7) (40 pmol) e A-779 (50 pmol) na CVLM. Primeiramente apés a
estabilizacdo dos sinais de PAM e FC foi microinjetada a salina, cinco minutos depois a
Ang-(1-7) foi microinjetada; dez minutos posteriores a Ang-(1-7), foi microinjetado o seu
inibidor seletivo, A-779. A microinjecdo do A-779 foi determinada como T=0’ (tempo igual a
zero minuto), a partir dai a Ang-(1-7) foi novamente microinjetada nos tempos 5, 15 e 30
minutos (T=5', T=15" e T=30’) para se avaliar o efeito do A-779 na CVLM ao longo do
tempo. Entre o T=5"e o T=15’, um novo teste de barroreflexo foi realizado, para se testar o

efeito do A-779 sobre o0 mesmo. Apenas o lado esquerdo do bulbo foi estudado em cada
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animal. Ao final dos experimentos o cérebro dos animais foi removido para posterior

analise histolégica. A figura 7 sumariza este protocolo:

Microinje¢bes na CVLM
A-779 Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ang-(1-7)
Salina Ang-(1-7) (T=0") (T=5) (T=15?) (T=30")

v v v v
Teste do Teste do
barorreflexo barorreflexo

5 | 10
Minutos

Figura 7: Esquema do protocolo para avaliagdes cardiovasculares produzidos pelas
microinjecées de Ang-(1-7) (40 pmol) e A-779 (50 pmol), usado em ratos (SD, SAF 0% e
SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

3.19. Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos com médias + EPM. Para observagdes entre
animais diferentes foi utilizado o teste “t” de Student ndo pareado. Comparacbes entre
diferentes grupos foram avaliadas por ANOVA two-way ou ANOVA one-way seguido de
teste de Bonferroni, Newman Keuls ou Dunnet quando apropriado. Estas andlises foram
realizadas no software Graphpad Prism (versdo 4.00). Foram consideradas diferengas
significativas para p < 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao Direta dos Parametros Cardiovasculares
4.1.1. Niveis Basais de PAM e FC

Os niveis basais de PAM e FC em animais normotensos SHAM e hipertensos 2R1C
(SD, SAF 0%, e SAF 3%) anestesiados estao representados na figura 8 e 9.

Na figura 8 observam-se tragados tipicos de PAP (mmHg), FC (bpm) e PAM (mmHg)
basais de ratos SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%) (painel A) e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%)
(painel B).

Como mostrado na figura 9 (painel A), a PAM basal nos ratos 2R1C SD (132 + 5
mmHg, n=10) foi maior (p<0,001) do que a dos ratos SHAM SD (99 + 4 mmHg, n=10). Os
valores de PAM basal dos ratos 2R1C SAF 0% (114 £ 2 mmHg, n=5) e dos ratos 2R1C 3%
(116 £ 5 mmHg, n=12) foram semelhantes (p>0,05) em relacdo aos dos ratos hipertensos
2R1C SD. No entanto, os valores de PAM basal nos ratos 2R1C SAF (0% e 3%) também
foram similares (p>0,05) aos dos ratos normotensos SHAM SD (99 + 4mmHg, n=10). Nao
houve diferenca significativa (p>0,05) nos valores de PAM basal entre os animais SHAM
SAF 0% (101 + 3 mmHg, n=8) e SHAM SAF 3% (100 + 4 mmHg, n=10) em relagdo aos dos
animais SHAM SD.

A figura 9 (painel B) mostra que os valores basais de FC dos ratos 2R1C SD (438 *
9 bpm, n=11) foram maiores (p<0,01) comparados aos dos ratos SHAM SD (372 = 11 bpm,
n=10). Entretanto, a FC basal dos ratos 2R1C SAF 0% (383 + 13 bpm, n=6) e 2R1C SAF
3% (389 = 13 bpm, n=12) foram menores (p<0,05 e p<0,01 respectivamente) em relacdo
aos dos ratos 2R1C SD e, similares (p>0,05) as dos animais SHAM SD. Os valores de FC
basal dos ratos SHAM SAF 0% (355 + 14 bpm, n=8) e SHAM SAF 3% (379 = 11 bpm,
n=10) foram semelhantes (p>0,05) em relagao aos dos ratos SHAM SD.
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Figura 8: Registros tipicos de pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), frequéncia cardiaca
(FC, bpm) e pressao arterial média (PAM, mmHg) de ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM
(painel A) ou 2R1C (painel B) anestesiados com uretana.
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Figura 9: Pressao arterial média (PAM, mmHg, painel A) e frequéncia cardiaca (FC, bpm,
painel B) basais em ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM (n=8-10) ou 2R1C (n=5-12).
*p<0,05 em comparacdo com ratos do grupo SHAM SD. *p<0,05 em comparacdo com 0s
ratos 2R1C SD (ANOVA seguido de Newman Keuls).
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4.1.2. Avaliacao da Bradicardia Reflexa

A avaliacdo da bradicardia reflexa dos grupos SD, SAF 0% e SAF 3% (2R1C e
SHAM), mostrou que os valores de bradicardia reflexa nos animais 2R1C SD (0,088 + 0,03
ms/ mmHg, n=11) foram menores (p<0,001) que nos ratos SHAM SD (0,37 + 0,05 ms/
mmHg, n=10). A bradicardia reflexa nos animais 2R1C SAF 0% (0,26 + 0,06 ms/ mmHg,
n=6) foi maior (p<0,01) que nos animais 2R1C SD e similar a bradicardia dos ratos SHAM
SD. Entretanto nos ratos 2R1C SAF 3%, a bradicardia reflexa (0,084 +0,02 ms/ mmHg,
n=11) foi similar (p>0,05) a dos ratos 2R1C SD e menor (p<0,01) que a dos ratos SHAM SD
e 2R1C SAF 0% (figura 10, painel A e B).

Nao houve diferenca (p>0,05) na bradicardia reflexa entre os animais SHAM SAF
0% (0,30 £ 0,03 ms/ mmHg, n=6), SHAM SAF 3% (0,30 + 0,03 ms/ mmHg, n=9) em relagéo
a bradicardia reflexa nos ratos SHAM SD (figura 10, painel A e B).

Os valores do indice de sensibilidade da bradicardia reflexa e o indice de correlagédo

linear r2 estdo presentes na tabela 1.
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Figura 10: Alteracdes reflexas na FC (expressas em IP, ms) em resposta as variagdes na
PAM (mmHg) produzidas por doses crescentes de fenilefrina (0,25 a 5 pg, iv) em ratos
SHAM SD (n=10); SHAM SAF 0% (n= 6); SHAM SAF 3% (n=8-9); 2R1C SD (n=11); 2R1C
SAF 0% (n=6) e 2R1C SAF 3% (n=11). As linhas representam a reta de melhor ajuste
obtida por regresséao linear (painel A) e (painel B) o slope da sensibilidade da bradicardia
reflexa A IP/ A PAM (ms/ mmHg). *p<0,05 comparado com animais normotensos. *p<0,05
comparado com os animais 2R1C SD. ANOVA seguido Newman Keuls (teste “t” de Student

para observacgdes nao pareadas).
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4.1.3. Efeito do A-779 na CVLM sobre a Bradicardia Reflexa

Com a intencdo de avaliarmos se a diminuicdo da bradicardia reflexa nos animais
hipertensos 2R1C (SD e SAF 3%) poderia ser decorrente de alteragdes nos receptores Mas
para Ang-(1-7) na CVLM, investigamos o efeito do A-779 na sensibilidade da bradicardia
reflexa nos ratos 2R1C SD e SAF (0% e 3%). A microinjegao do A-779 (50 pmol) na CVLM,
produziu aumento significativo (p=0,0064) da bradicardia reflexa nos animais 2R1C SD
(0,24 + 0,04 ms/ mmHg em comparacao a 0,088 + 0,03 ms/ mmHg, n=11; antes do A-779)
e nos animais 2R1C SAF 3% (0,15 = 0,02 ms/ mmHg em comparacdo a 0,084 +0,02 ms/
mmHg, n=11; antes do A-779) (p<0,0428) (figura 10). Entretanto, a microinjecao de A-779
na CVLM apesar de ter aumentado significativamente a sensibilidade da bradicardia reflexa
nos animais 2R1C SD e 2R1C SAF 3%, nao a restaurou completamente (p<0,05)
comparado a dos animais SHAM SD. Por outro lado, a microinje¢édo do A-779 na CVLM,
nao produziu alteragao (p>0,05) na bradicardia reflexa nos animais 2R1C SAF 0% (0,26 +
0,07 ms/ mmHg em comparacéao a 0,26 + 0,06 ms/ mmHg, n=6; antes do A-779) (figura 11).

A microinjecdo do A-779 nao produziu alteragdes significativas (p>0,05) na
bradicardia reflexa nos animais SHAM SD (0,38 + 0,04 ms/ mmHg em comparagdo a 0,37 +
0,05 ms/ mmHg, n=10; antes do A-779) e nos animais SHAM SAF 0% (0,22 + 0,05 ms/
mmHg em comparacao a 0,30 £ 0,03 ms/ mmHg, n=6; antes do A-779). No entanto, nos
animais SHAM SAF 3%, a microinje¢cdo do A-779 reduziu (p=0,0142) a bradicardia reflexa
(0,18 = 0,03 ms/ mmHg em comparagéo a 0,30 + 0,03 ms/ mmHg, n=9; antes do A-779)
(figura 11).

Os valores do indice de sensibilidade da bradicardia reflexa e o indice de correlagao

linear r2 estdo presentes na tabela 1.
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Figura 11: Alteragdes reflexas na FC (expressas em IP, ms) em resposta as variagdes na
PAM (mmHg) produzidas por doses crescentes de fenilefrina (0,25 a 5 ug, iv) antes e apds
a microinjegéo de A-779 (50 pmol) na CVLM em ratos SHAM SD (n=10); SHAM SAF 0%
(n= 6); SHAM SAF 3% (n=8-9); 2R1C SD (n=11); 2R1C SAF 0% (n=6) e 2R1C SAF 3%
(n=11). *p<0,05 comparado com as microinje¢des antes do A-779 no SHAM SD. *p<0,05
comparado com as microinjecoes antes do A-779 no respectivo grupo SD. ANOVA seguido
Newman Keuls (teste “t” de Student para observacoes pareadas).
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Tabela 1: Valores basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) e indice de correlacao da regressao
linear (r?) da avaliagcdo da bradicardia reflexa (A IP/ A PAM (ms/ mmHg) antes e ap6s a
microinjecao do A-779 (50 pmol) em ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

Indice de Correlaciao
da regressao Linear

(r) Valores Basais
A-779 Antes do A-779
, PAM FC
Antes Apés

(mmHg) (bpm)

SHAM SD 0,9504 0,9672 866 325+18
(n=10)
SHAM SAF 0% 0,9653 0,8831 94 +4 351 £10
(n=6)
SHAM SAF 3% 0,9448 0,8988 807 338 + 15
(n=8-9)
2R1C SD 0,8866 0,8658 91 +£10 345 + 15

(n=11)

2R1C SAF 0% 0,8794 0,8087 97 + 11 345 + 23
(n=6)

2R1C SAF 3% 0,9003 0,8528 99 +7 340 + 15
(n=11)

Valores expressos em média * erro padrao da média. ANOVA seguido de Newman Keuls.
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4.2. Avaliacoes Cardiovasculares apds Microinje¢cées na CVLM

4.2.1. Efeito da Microinjecao de Ang-(1-7) e A-779 na CVLM sobre a PAM
eFC

Na intencdo de verificar se o aumento na sensibilidade da bradicardia reflexa
induzida pela AF poderia estar relacionada as alteragdes na reatividade neuronal da CVLM
para Ang-(1-7), nés avaliamos o efeito da microinje¢do de Ang-(1-7) em ratos SHAM e
2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%).

A Figura 12 (painéis A e B) apresenta os registros tipicos das alteracdoes de PAP,
PAM e FC produzidas pelas microinjegdes de Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e Salina
(100nl) na CVLM de ratos SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%).

A Ang-(1-7) microinjetada na CVLM produziu um efeito hipotensor maior (p<0,01)
em relagao a microinjegao de salina nos ratos SHAM SD, SHAM SAF 0% e SHAM SAF 3%
(figura 13, painel A e tabela 2). O efeito hipotensor da microinjecdo da Ang-(1-7) foi similar
(p>0,05) entre os animais SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%) (figura 13, painel A e tabela 2).

A Ang-(1-7) microinjetada na CVLM produziu um efeito hipotensor maior (p<0,01)
em relagdo a microinjegcdo de salina nos ratos 2R1C SD, 2R1C SAF 0% e 2R1C SAF 3%
(figura 13, painel A e tabela 2). O efeito hipotensor da microinjecdo da Ang-(1-7) foi similar
(p>0,05) entre os animais 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%) (figura 12, painel A e tabela 2).

Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) do efeito hipotensor induzido pela
microinje¢ao de Ang-(1-7) na CVLM entre os animais SHAM e 2R1C.

A microinjecdo do antagonista do receptor Mas, A-779, na CVLM nédo alterou
(p>0,05) a PAM basal em relagéo ao efeito produzido pela salina na CVLM nos respectivos
grupos SHAM SD, SHAM SAF 0% e SHAM SAF 3% (figura 13, painel A e tabela 2).

Nos ratos 2R1C SD, a microinjecdo do A-779 na CVLM produziu uma hipotensao
maior (p<0,01) em relagdo a microinjecdo de salina. No entanto, as respostas produzidas
pelo A-779 nos animais 2R1C SAF 0% e 2R1C SAF 3% foram semelhantes (p>0,05) as
respostas da salina microinjetada na CVLM dos respectivos animais (figura 13, painel A e
tabela 2).

Nao foram observadas alteracées significativas (p>0,05) na FC apo6s a microinjecédo
de Ang-(1-7), e do A-779 em relagao a salina na CVLM em todos os grupos 2R1C ou SHAM
(SD, SAF 0% e SAF 3%) (figura 13, painel B e tabela 3).
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Figura 12: Registros tipicos das alteragbes de PAP, PAM e FC produzidas pelas
microinjecées de Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e Salina (100nl) na CVLM de ratos
(SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM (painel A) ou 2R1C (painel B).

momento das microinjegdes.

As setas indicam o
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Figura 13: Alteracoes da PAM e FC produzidas por microinje¢des de salina (100 nl), Ang-
(1-7) (40 pmol) e A-779 (50 pmol) na CVLM em ratos SHAM (SD, n=10, SAF 0%, n=8 e
SAF 3%, n=10) ou 2R1C (SD, n=11, SAF 0%, n=6 e SAF 3%, n=12). *p<0,05 em
comparacéo a salina. ANOVA seguido Dunnett. (teste “t” de Student para observagdes nao

pareadas).
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Tabela 2: Alteragbes na PAM (mmHg) ap6s microinjecdes de salina (100 nl), Ang-(1-7) (40
pmol) e A-779 (50 pmol) na CVLM em ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

APAM apds microinjecao

SHAM 2R1C
) SAF 0% SAF 3% ) SAF 0% SAF 3%

Salina 54,06  41+06  -49+07  -34%06  -39+0,6  -27+0,6

(100nl)
Ang-(1-7) 41504192t 104+19° 93+06° -128+21* -96+05  -126+1*
(40 pmol)

ATIS 54407  62%11 43307  -113:£09° 5614  -49:07
(50 pmol)

n 10 8 10 11 6 12

Valores expressos em média * erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacgao a salina do
respectivo grupo. ANOVA seguido de Dunnett. (teste “t” de Student para observagbes nao

pareadas).

Tabela 3: Alteragées na FC (bpm) apds microinjegées de salina (100 nl), Ang-(1-7) (40
pmol) e A-779 (50 pmol) na CVLM em ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

AFC apods microinjecao

SHAM 2R1C
SD SAF0%  SAF 3% SD SAF0%  SAF 3%
Salina s 4,405  45+17 17+13 -15+08 01+09 -32+43
(100nl)
Ang-(1-7)
eard) 004%11  003£13 5032 03:29 46%26 -12+18
A-779
Gommey 4846 1409 0111 2719 0727 -12:25
n 10 8 10 11 6 12

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 em comparagéo a salina do
respectivo grupo. ANOVA seguido de Dunnett. (teste “t” de Student para observacdes nao

pareadas).

41



4.2.2. Bloqueio do Receptor da Ang-(1-7) na CVLM.

Com a intengéo de verificar a duragao do bloqueio dos receptores de Ang-(1-7) pelo
A-779 sobre a PAM e FC, foi avaliado o efeito das microinje¢des sucessivas na CVLM apoés
5, 15, e 30 minutos da microinjecao de A-779 (figura 14, painel A e B e tabela 4 € 5).

O antagonista do receptor Mas, A-779 na CVLM, blogueou o efeito hipotensor da
Ang-(1-7) na CVLM por até 15 minutos nos grupos de ratos SHAM (SD, SAF 0% e SAF
3%). No entanto, a microinjecao de Ang-(1-7), 30 minutos apds a microinjecao de A-779 na
CVLM, nao foi diferente (p>0,05) em relagdo a microinjecdo de Ang-(1-7) antes da
microinjecao deste antagonista na CVLM em todos os grupos de ratos SHAM (SD, SAF 0%
e SAF 3%) (figura 14, painel A e tabela 4).

Nao foram observadas alteracbes significativas (p>0,05) na FC apo6s as
microinjecdes sucessivas de Ang-(1-7) na CVLM antes e ap6s a microinjecao de A-779 na
CVLM em todos os grupos SHAM (figura 14, painel B e tabela 4).

Da mesma forma como observado nos animais SHAM, nos animais 2R1C, o
antagonista do receptor Mas, A-779 na CVLM, bloqueou o efeito hipotensor da Ang-(1-7) na
CVLM por até 15 minutos nos grupos de ratos 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%). No entanto
a microinjecao de Ang-(1-7) 30 minutos apds a microinjecdo de A-779 na CVLM, nao foi
diferente (p>0,05) em relacdo a microinjecdo de Ang-(1-7) antes da microinjecdo deste
antagonista na CVLM em todos os grupos de ratos 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%) (figura
14, painel A e tabela 5).

Nao foram observadas alteracbes significativas (p>0,05) na FC apo6s as
microinjecdes sucessivas de Ang-(1-7) na CVLM antes e apés a microinjecdao de A-779 na
CVLM em todos os grupos 2R1C (figura 14, painel B e tabela 5).
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Figura 14: Efeito do A-779 (50 pmol) na CVLM sobre microinje¢des sucessivas de Ang-(1-
7) (40 pmol) na CVLM na PAM (mmHg, painel A) e FC (bpm, painel B) em ratos SHAM SD
(n=9-10); SHAM SAF 0% (n= 8); SHAM SAF 3% (n=8-10); 2R1C SD (n=8-11); 2R1C SAF
0% (n=6) e 2R1C SAF 3% (n=11-12). *p<0,05 comparado com a microinjecdo da Ang-(1-7)
antes do A779 nos respectivos grupos. ANOVA seguido Dunnett. (teste “t” de Student para

observagdes ndo pareadas).
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Tabela 4: Alteracoes de APAM (mmHg) e AFC (bpm) produzidas pelas microinjecdes
sucessivas de Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM antes e apds a microinjecdo do A-779 (50
pmol) na CVLM de ratos SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%).

SHAM SD SHAM SAF 0% SHAM SAF 3%
PAM FC PAM FC PAM FC
Ang —(1-7) 11 £1 0,04 1 -10+2 0,03+1,3 -9+ 1 -92+7
A-779 0 S5+1* -4,8+4,6 -6+1* -1,4+£0,9 4+ -0,1+£1,1
Ang-(1-7) &’ 4 £1* 31 S5E1* -0,8+1,1 541" -0,1+1
Ang-(1-7) 15° S5E1* 2+2 4 £1* 0,7+0,7 541" -3+3
Ang-(1-7) 30’ 9+2 -02+2 -12+1 -0,7+1,9 -10+2 -3+2
n 9-10 8 8-10

Valores expressos em média * erro padrao da média. *p< 0,05 em comparagédo a Ang-(1-7)
(40 pmol) microinjetada antes do A-779 (50 pmol) nos respectivos grupos. ANOVA seguido
de Dunnett. (teste “t” de Student para observagbes nao pareadas).

Tabela 5: Alteracbes de APAM (mmHg) e AFC (bpm) produzidas pela microinjecao
sucessivas de Ang-(1-7) (40 pmol) antes e apds a microinjecao do A-779 (50 pmol) na
CVLM de ratos 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%).

2R1C SD 2R1C SAF 0% 2R1C SAF 3%

PAM FC PAM FC PAM FC
Ang —(1-7) 132 0,329 10£1  -132%11,1  -13+1 15+2
A-779 O -11 1 -2,7+1,9 61" -0,7+27 517 -12+25
Ang -(1-7) 5 -4 +1* -2,6 £3,9 5+ 1* -26+1,3 5+ 1* 0,7+1,7
Ang-(1-7) 15’ 41 -1,5+3,1 -5+ 2 -01£2 6+1*  -09+14
Ang-(1-7) 30’ -11+£2 -4+26 -12+2 -72+5 -11 +1 -6+27

n 8-11 6 11-12

Valores expressos em média * erro padrao da média. *p< 0,05 em comparagédo a Ang-(1-7)
(40 pmol) microinjetada antes do A-779 (50 pmol) nos respectivos grupos. ANOVA seguido
de Dunnett. (teste “t” de Student para observacées nao pareadas).
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4.3. Analise Histologica da CVLM

A figura 15 apresenta uma fotografia de um corte frontal do bulbo ilustrando a
localizagao das microinje¢gées na CVLM determinada pela lesédo provocada pela micropipeta
de vidro. A andlise dos cortes histoldégicos dos animais desse estudo mostra que as
microinjegdes de Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e salina estavam localizadas na

porcao ventral do nucleo reticular lateral.

A)

B)

-13.68 mm posterior
ao bregma

Figura 15: Painel A - Fotografia da superficie ventral do bulbo ilustrando a localizagao tipica
(seta vermelha) das microinjegdes na CVLM. A direita da foto, diagrama da superficie
ventral do bulbo ilustrando a localizagdo das diferentes areas de controle cardiovascular.
Painel B - Fotografia de um corte frontal do bulbo corado com vermelho neutro, ilustrando o
centro da microinjecdo em um animal. A direita da foto, diagrama de corte frontal do bulbo
extraido do Atlas de Paxinos e Watson (1997), mostrando a localizagao do centro de todas
as microinjecdes do presente estudo (circulos cinza). Amb= nicleo ambiguo; IO= nucleo
olivar inferior; NTS= nlcleo do trato solitario; nXll= nicleo do hipoglosso; Py= trato

piramidal.
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4.4. Avaliacao de Diferentes Parametros da Hipertensao Renovascular

4.4.1. Evolucao da PAM apés Cirurgia para Producao da Hipertensao
Renovascular 2R1C

Os valores de PAM (figura 16 e tabela 6) foram avaliados por pletismografia de
cauda por 5 semanas em ratos SD, SAF 0% e SAF 3% com hipertensao renovascular 2R1C
e normotensos SHAM.

Como mostrado na figura 16, os valores de PAM dos ratos 2R1C SAF 0% foram
maiores (p< 0,05) em relagéo a dos animais SHAM SD somente na primeira semana apés a
realizacao da cirurgia 2R1C. Na segunda e terceira semana apos as cirurgias (2R1C ou
SHAM) os valores de PAM dos ratos 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%) foram semelhantes
(p>0,05) entre si e superiores (p<0,01) aos valores de PAM dos animais SHAM SD.

Na quarta semana apds as cirurgias os valores de PAM dos animais 2R1C (SD, SAF
0% e SAF 3%) foram maiores (p<0,01) que os apresentados pelos ratos SHAM SD. No
entanto, os animais dos grupos 2R1C SAF 0% e SAF 3% apresentaram uma redugao
significativa (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) nos valores de PAM comparados aos dos
animais 2R1C SD, mostrando que a AF (0% e 3%) reduziu os valores de PAM nos animais
hipertensos. Porém, na quinta semana, somente os valores de PAM dos ratos 2R1C SAF
3% foram significativamente menores (p<0,01) em relagdo aos valores de PAM do grupo
2R1C SD (figura 16 e tabela 6).

Em todas as semanas em que foi avaliada a PAM por pletismografia de cauda, nédo
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) na PAM entre os animais SHAM (SD,
SAF 0% e SAF 3%) (figura 16 e tabela 6).
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Figura 16: Presséo arterial média (PAM, mmHg) mensurada através de pletismografia de
cauda em ratos acordados (SHAM SD, n=6; SHAM SAF 0%, n= 6; SHAM SAF 3%, n=7;
2R1C SD, n=4-9; 2R1C SAF 0%, n=5-6 e 2R1C SAF 3%, n=5-8) na 12, 22 32 42 e 5%
semana apds as cirurgias. *p<0,05 em comparacdo aos ratos SHAM SD. “p<0,05 em
comparacao aos ratos 2R1C SD (ANOVA seguido de Dunnett).

Tabela 6: Valores de PAM (mmHg) mensurada através da pletismografia de cauda em
ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

12semana 22 semana 32 semana 42 semana 52 semana

SF:AMS)SD 104 +3 100 +3 104 +2 101 %2 99 +2
n=

SHA'\(/'SSFO% 111+3 101 +1 103 +5 98 +2 102 + 4
n=

SHA'\(/'S;\)F3% 104£2  106£2 1062  108+2 1031
N=

2{“23)[) 113+6  134+6* 141 +4* 14242  141%3"
n=4-

2R1(C%A6F)0% 123 + 3* 124 + 6* 130 +5* 128 +2** 134 +3*
n=5-

2R1(035A8F)3% 113+7  135+4*  131x7*  126x5% 124+4*
n=>5-

Valores expressos em média + erro padrdao da média. *p<0,05 em comparagdo aos ratos
SHAM SD. *p<0,05 em comparacéo aos ratos 2R1C SD (ANOVA seguido de Dunnett).
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4.4.2. Avaliacao do Peso Seco dos Rins

Com o objetivo de confirmar se a estenose da artéria renal (rim clipado) poderia ser
um parametro para avaliar a hipertensédo renovascular, foi avaliado o peso seco relativo dos
rins em relacdo ao comprimento da tibia dos animais 2R1C e SHAM (SD, SAF 0% e SAF
3%).

A figura 17 (painel A e B) apresenta fotos dos rins dos ratos (SD, SAF 0% e SAF
3%) 41 dias apos as cirurgias SHAM ou 2R1C.

A figura 18 e tabela 7 mostram que o peso seco relativo do rim esquerdo (clipado)
dos animais 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%), foi significativamente menor (p<0,001, p<0,05
e p<0,001; respectivamente) em relagdo ao peso seco relativo do rim direito (ndo clipado)
NOs mesmos animais.

Por outro lado, o peso seco relativo do rim direito (ndo clipado) dos ratos com
hipertensao renovascular 2R1C (SD e SAF 0%) foram significativamente maiores (p<0,001
e p<0,01 respectivamente) em relagdo ao peso seco do rim direito dos respectivos ratos
SHAM (SD e SAF 0%). No entanto, os valores de peso seco relativo do rim direito dos
ratos 2R1C SAF 3% foram semelhantes (p>0,05) aos dos ratos SHAM SAF 3% (figura 18 e
tabela 7).

Com a intencao de verificar se o grau de constricao da artéria renal nos ratos 2R1C
SD e SAF (0% e 3%) foi semelhante ao do grupo SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%), foi
avaliado o percentual de redugéo do rim esquerdo (clipado) em relagéo ao rim direito (ndo-
clipado). A figura 19 e tabela 7 mostram que os valores de percentual de reducao dos ratos
2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%) foram significativamente maiores que os valores de
percentual de reducao dos respectivos animais SHAM [SD (p<0,001), SAF 0% (p<0,001) e
SAF 3% (p<0,01)].

Os valores de percentual de reducao dos animais 2R1C SAF 0% foram similares
(p>0,05) aos dos 2R1C SD. Entretanto, os valores de percentual de redugao dos animais
2R1C SAF 3% foram significativamente menores do que os valores dos animais 2R1C SD
(p<0,01) e 2R1C SAF 0% (p<0,001) (figura 19 e tabela 7).
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Figura 17: Fotos ilustrativas dos rins dos ratos 41 dias ap6s cirurgias SHAM (painel A) ou
2R1C (painel B).
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Figura 18: Alteracdes do peso seco relativo dos rins esquerdos/ comprimento da tibia e rins
direitos/ comprimento da tibia (mg/ mm) em ratos SHAM SD (n=8); SHAM SAF 0% (n=6);
SHAM SAF 3% (n=7); 2R1C SD (n=6); 2R1C SAF 0% (n=4) e 2R1C SAF 3% (n=7).
*p<0,05 em comparacdo aos respectivos rins direitos. p<0,05 em comparacdo aos
respectivos rins direitos dos ratos SHAM (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 19: Avaliagdo do % de redugéo do peso seco do rim esquerdo (clipado) [(mg/ mm)
(rim esquerdo/ rim direito x 100 - 100)] de ratos SHAM SD (n=8); SHAM SAF 0% (n=6);
SHAM SAF 3% (n=7); 2R1C SD (n=6) 2R1C SAF 0% (n=4) e 2R1C SAF 3% (n=7). *p<0,05
em comparacdo aos respectivos animais SHAM. *p<0,05 em comparagdo aos animais
2R1C SD (ANOVA seguido de Bonferroni).

Tabela 7: Valores do peso seco dos rins (mg/ mm de comprimento da tibia) e valores do %
de reducéo do peso seco do rim esquerdo (clipado) [(mg/ mm de comprimento da tibia) (rim
esquerdo/ rim direito x 100 - 100)] em ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

SHAM 2R1C
SD SAF 0% SAF 3% SD SAF 0% SAF 3%
Rim
esquerdo 72+0,3 55+0,2 6,1+0,4 5,9 +0,6" 38+0,7" 53+05*
Rim R ‘
direito 7,3+0,2 5,6 +0,2 59+0,2 95+0,5 8,0+04 6,6 +0,2
% de
reducio 141 142 315 37451 51117 17+81¥
n 8 6 7 6 4 7

Valores expressos em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacdo aos
respectivos rins direitos (contralateral). *p<0,05 em comparagdo aos respectivos rins
direitos dos ratos SHAM. Tp<0,05 em comparacéo aos respectivos animais SHAM. *p<0,05
em comparagao aos animais 2R1C SD (ANOVA seguido de Bonferroni).

50



4.4.3. Avaliacao Histologica dos Rins

A partir da avaliacdo das principais alteracées patolégicas observadas por analise
semi-quantitativa (em ANEXO) no rim esquerdo e direito dos ratos SHAM e 2R1C (SD, SAF
0% e SAF 3%), foi realizada uma analise quantitativa da luz dos tubulos renais corticais e
medulares e do espacgo da capsula de Bowman dos glomérulos.

A figura 20 e 21 ilustra as fotomicrografias e as principais alteragdes patoldgicas
observadas por analise semi-quantitativa (em ANEXO), na regido medular do rim esquerdo
(figura 20) e cortical do rim direito (figura 21) de ratos dos grupos SHAM e 2R1C (SD, SAF
0% e SAF 3%).

A figura 22 (painel A) e tabela 8 mostram os valores da luz dos tubulos renais do rim
esquerdo e direito nos animais SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%). A luz dos tubulos
renais, no rim esquerdo, dos ratos SAF 3% (SHAM e 2R1C) foi maior (p<0,001) que a dos
ratos SHAM SD. No entanto, a luz dos tdbulos renais do rim esquerdo dos ratos 2R1C SD
e 2R1C SAF 0% foi menor (p<0,001) que a dos ratos SHAM SD. A luz dos tubulos renais
do rim esquerdo dos ratos SHAM SAF 0% foi e semelhante (p>0,05) a dos ratos SHAM SD
(figura 22, painel A e tabela 8).

Os valores da luz dos tubulos renais esquerdos dos animais 2R1C SAF 3% foram
maiores (p<0,001) que os dos animais 2R1C SD. No entanto, os valores da luz dos tabulos
renais esquerdos dos animais 2R1C SAF 0% foram semelhantes (p>0,05) aos dos animais
2R1C SD (figura 22, painel A e tabela 8).

Ao avaliarmos a luz dos tubulos renais direitos (figura 22, painel B e tabela 8) nos
animais SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%), foi observado que os valores de luz
tubular renal direita nos animais 2R1C SAF 3% foram significativamente maiores (p<0,001)
em relagdo aos dos animais SHAM SD. No entanto, a luz dos tubulos renais direitos dos
animais SHAM SAF 0% foi menor (p<0,001) que a dos animais SHAM SD. Por outro lado,
a luz dos tubulos renais direitos dos animais SHAM SAF 3%, 2R1C SD e 2R1C SAF 0% foi
semelhante (p>0,05) a dos animais SHAM SD.

Os valores da luz dos tubulos renais direitos dos animais 2R1C SAF 3% foram
maiores (p<0,001) em comparagdo aos dos animais 2R1C SD. No entanto a luz dos
tubulos renais direitos dos animais 2R1C SAF 0% foi semelhante (p>0,05) a dos animais
2R1C SD (figura 22, painel B e tabela 8).

A figura 23 e tabela 9 mostram o espaco da capsula de Bowman nos glomérulos do
rim esquerdo € direito de ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) em ratos SHAM ou 2R1C. Ao
avaliarmos o espacgo da capsula de Bowman nos glomérulos do rim esquerdo dos animais
(SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM e 2R1C, nao foram observadas diferencas (p>0,05) entre
os grupos. No entanto ao avaliarmos o espaco da capsula de Bowman no rim direito, foi
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observado um maior (p<0,01) espaco da capsula de Bowman nos animais 2R1C SAF (0% e
3%) em comparagao aos dos animais SHAM SD (figura 23 e tabela 9). Por outro lado, o
espaco da capsula de Bowman renal direito nos animais 2R1C SAF 3% foi maior
(p=0,0401) que o nos animais 2R1C SD. No entanto, nos animais 2R1C SAF 0% o0 espago
da capsula de Bowman foi similar (p>0,05) ao dos animais 2R1C SD. Nao houve diferenca
significativa (p>0,05) entre a distdncia do espago da capsula de Bowman nos rins direitos
entre os animais SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%, (figura 23 e tabela 9).

Quando comparamos a distancia do espaco da capsula de Bowman entre o rim
direito e esquerdo dos animais (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM e 2R1C, foi observado que
0 espaco da capsula de Bowman do rim esquerdo dos animais 2R1C SAF (0% e 3%) foi
menor (p=0,0376 e p=0,0076 respectivamente) em comparagdo com o espago da capsula
de Bowman do rim direito nos respectivos animais. Nao foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) entre o espago da capsula de Bowman esquerdo e direito entre os
animais SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%) e 2R1C SD (figura 23 e tabela 9).
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Figura 20: Fotomicrografi da regiao medular d rim esquerdo de rats (SD, SAF 0% e
SAF 3%) dos grupos SHAM ou 2R1C (clipado). Observa-se aspecto histoldgico compativel
com o quadro de normalidade nos ratos SHAM SD (A), dilatacao tubular (cabeca de seta
preta) acentuada, inflamagao e fibrose (seta preta) moderada nos ratos SHAM SAF 3% (C)
e 2R1C SAF 3% (F), inflamacao e fibrose acentuada nos ratos 2R1C SAF 0% (E) e 2R1C
SD (D), inflamacéo e fibrose moderada nos ratos SHAM SAF 0% (B). Observa-se também
degeneracao tubular (asterisco amarelo) nos animais SHAM SD, 2R1C SAF 0% e 2R1C
SAF 3%. Hematoxilina Eosina, X 40.
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SHAM 2R1C

Figura 21: Fotomicrografias da regido cortical do rim direito de ratos (SD, SAF 0% e SAF
3%) dos grupos SHAM ou 2R1C (nao-clipado). Observa-se aspecto histoldgico compativel
com o quadro de normalidade nos ratos SHAM SD (A), fibrose e inflamacéo (seta preta)
leve nos ratos SHAM SAF 3% (C) e 2R1C SD (D), esclerose glomerular (cabega de seta
amarela) nos ratos SHAM SAF 0% (B), 2R1C SAF 0% (E) e 2R1C SAF 3% (F), inflamacéao
e degeneracgao tubular (asterisco amarelo) nos ratos 2R1C SAF 0% e 2R1C SAF 3% e
dilatacao tubular (cabeca de seta preta) nos ratos 2R1C SAF 3%. Hematoxilina Eosina, X
40.
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Figura 22: Luz tubular (um) do rim esquerdo (painel A) e direito (painel B) de ratos (SD,
SAF 0% e SAF 3%) SHAM (n=3-4) ou 2R1C (n=3-4). *p<0,05 em comparagao aos ratos
SHAM SD. *p<0,05 em comparagéo aos ratos 2R1C SD. (ANOVA seguido de Newman

Keuls).

Tabela 8: Luz dos tubulos renais (um) dos rins direito e esquerdo dos ratos (SD, SAF 0% e

SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

SHAM 2R1C
SD SAF 0% SAF 3% SD SAF 0% SAF 3%
Rim 18,9 £0,4 18,1 £0,5 20,9+0,4* 19,6+0,4* 159+04* 21,804
esquerdo
B“T‘ 194+04 17,3%0,3" 20,4 +£0,4 15,6 £ 0,4 18,5+0,4 23,2 +0,4*
direito
n 4 4 3-4 4 4 3-4

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 em comparagéo aos animais
SHAM SD. *p<0,05 em comparacdo aos ratos 2R1C SD (ANOVA seguido de Newman

Keuls).

55



—h —h
© g
o (3]
1 ]
|_|
_}.
— *
_}.
Ho* =

Il Rim esquerdo
s T 1 Rim direito

o N
i

Espaco de Bowman do rim
esquerdo e direito, um
N
()]
1

o
T

SD  SAF0% SAF3% SD SAFO0% SAF3%
SHAM 2R1C

Figura 23: Espaco da capsula de Bowman do rim esquerdo e direito de ratos (SD, SAF 0%
e SAF 3%) SHAM (3-4) ou 2R1C (n=3-4). *p<0,05 em comparacdo com os animais SHAM
SD. *p<0,05 em comparacéo aos animais 2R1C SD. 'p<0,05 em comparagdo com o rim
direito do mesmo animal. (ANOVA seguido de Newman Keuls) (Teste t de Student para

observacoes nao pareadas).

Tabela 9: Espaco da capsula de Bowman do rim esquerdo e direito de ratos (SD,SAF 0% e
SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

SHAM 2R1C
SD SAF 0% SAF 3% SD SAF 0% SAF 3%

Espaco N T
Bowman 86%06 71£05 79+0,4 94+04  87%05 9,2+0,4

esquerdo

Espaco #
Bowman 8,3+0,3 8,1+0,6 8,9+0,5 9,5+0,5 10,8 +0,9* 11,1+0,6*

direito
n 4 4 3-4 4 4 3-4

Valores expressos em média * erro padrao da média. *p<0,05 em comparagdo com o0s
animais SHAM SD. *#p<0,05 em comparagdo aos animais 2R1C SD. 'p<0,05 em
comparagéo o rim direito no mesmo animal. (ANOVA seguido de Newman Keuls) (Teste t
de Student para observagdes nao pareadas).
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4.4.4. Avaliacao do Peso Seco do Coracao

A figura 24 (painel A) e tabela 10 mostram que o peso seco relativo do coracdo em
relacdo ao comprimento da tibia, dos animais 2R1C SD e 2R1C SAF 3% foram
semelhantes (p>0,05) entre si e significativamente maiores (p<0,05) em relagdo ao peso
seco relativo do coracao dos respectivos animais SHAM SD. Entretanto os valores de peso
seco relativo do coragdo dos animais 2R1C SAF 0% foram semelhantes (p>0,05) ao dos
animais SHAM SD e portanto significativamente menores (p<0,05) que o dos animais 2R1C
SD. Nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os valores de peso seco relativo do
coragao dos animais SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%).

Em relacdo aos valores de peso seco relativo dos ventriculos em relagdo ao
comprimento da tibia, assim como os valores apresentados do peso seco relativo do
coracao, os animais 2R1C SD e 2R1C SAF 3% apresentaram valores semelhantes (p>0,05)
entre si e significativamente maiores (p<0,05) que os dos ventriculos dos respectivos
animais SHAM SD. No entanto, os valores de peso seco relativo dos ventriculos dos
animais 2R1C SAF 0% foram semelhantes (p>0,05) aos dos animais SHAM SD e
significativamente menores (p<0,05) do que os dos animais 2R1C SD. Nao houve
diferenga significativa (p>0,05) entre os valores de peso seco relativo dos ventriculos dos
animais SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%,) (figura 24, painel B e tabela 10).

Os valores do comprimento da tibia nos grupos SHAM e 2R1C (SD, SAF 0%, SAF
3%) foram similares (p>0,05) entre estes grupos (tabela 10).
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Figura 24: Alteracées no peso seco relativo do coragdo/ comprimento tibia (mg/ mm)
(painel A) e ventriculos/ comprimento tibia (mg/ mm) (painel B) de ratos (SD, SAF 0% e
SAF 3%) SHAM (n=6-7) ou 2R1C (n=4-7). *p<0,05 em comparagado aos ratos SHAM SD.
*p<0,05 em comparacéo aos ratos 2R1C SD (ANOVA seguido de Newman keuls).
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Tabela 10: Valores do peso seco relativo do coragdo/ comprimento tibia (mg/ mm),
ventriculos/ comprimento tibia (mg/ mm) e comprimento da tibia (mm) em ratos (SD, SAF
0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

SHAM 2R1C
SD SAF 0% SAF SD SAF 0% SAF 3%
Peso 51+0,2 46+0,1 4,7 +0,1 59+0,3" 4,9+03" 5,8+0,3"
Coragéo s Y, O U,y =Y,y 7 T YU, 7 Uy O 2 U,

Peso " # "

Ventriculos 3,8+0,1 3,5+0,6 3,6 +0,1 4,4 +0,2 3,6+0,3 44 +0,2

Comp,rn_'nento 38+0,1 37+0,3 38+0,4 38+0,4 38 +0,3 37 +0,3
Tibia

n 7 6 7 5 4 7

Valores expressos em média * erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacao aos ratos
SHAM SD. *p<0,05 em comparacdo aos ratos 2R1C SD. (ANOVA seguido de Newman
keuls).

4.4.5. Avaliacao Histologica do Coracao

A partir das observacdes das principais alteracées patolégicas encontradas por
andlise semi-quantitativa (em ANEXO) no coracao dos ratos SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e
SAF 3%), foi realizada uma andlise quantitativa da espessura da parede dos ventriculos, a
luz dos ventriculos, relacdo parede do ventriculo esquerdo/ luz do ventriculo esquerdo,
espessura da parede vascular cardiaca e o numero de células inflamatérias no miocardio.
A figura 25 (painel A) e tabela 11 mostram os valores médios da espessura dos ventriculos
esquerdos e direitos de ratos SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%).

Como esperado, os valores da espessura dos ventriculos esquerdos foram
significativamente maiores (p<0,0001) que os valores dos ventriculos direitos em todos os
grupos de animais SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%) (figura 25, painel A e tabela 11).

Ao avaliarmos se a atividade fisica e/ ou hipertensdo poderiam promover um
espessamento na parede ventricular nos animais, nao foi observada nenhuma hipertrofia
significativa (p>0,05) no ventriculo esquerdo dos ratos SHAM SAF 0%, SHAM SAF 3% e
2R1C SAF 0% em relacédo a espessura da parede ventricular esquerda dos ratos SHAM
SD. No entanto, a espessura média do ventriculo esquerdo nos ratos 2R1C (SD e SAF 3%)
foi maior (p<0,01) que a espessura da parede ventricular esquerda dos ratos SHAM SD.
Por outro lado, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os valores da espessura da
parede do ventriculo esquerdo entre os animais 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%) (figura 25,
painel A e tabela 11).
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Nao foi observada hipertrofia significativa (p>0,05) entre os ventriculos direitos em
todos os grupos de animais SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%) (figura 25, painel A e
tabela 11).

A figura 25 (painel B) e tabela 12 mostram os valores médios da luz do ventriculo
esquerdo e direito de ratos SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%).

Foi observado maior luz do ventriculo esquerdo nos grupos SHAM SAF 3%, 2R1C
SAF 0% e 2R1C SAF 3% (p<0,0019, p<0,0393 e p<00241 respectivamente) em
comparacao a luz do ventriculo direito nos respectivos animais. No entanto, ndo foi
observada diferenca (p>0,05) na luz do ventriculo esquerdo em comparacao a respectiva
do ventriculo direito dos grupos SHAM SD, SHAM SAF 0% e 2R1C SD (figura 25, painel B
e tabela 12).

Na intencdo de avaliarmos as alteragdes morfolégicas no coragcdo, em fungao das
modificagbes na espessura e luz do ventriculo esquerdo promovidas pela AF e/ ou
hipertensédo. Foi feita a relagdo da espessura da parede ventricular esquerda/ luz do
ventriculo esquerdo (RP/ L) (figura 25, painel C).

A RP/ L do ventriculo esquerdo, pode nos sugerir se a hipertrofia (quando
observada) é excéntrica (fisiolégica) ou concéntrica (patoldégica). De forma que, valores
maiores da relagdo RP/ L caracterizariam uma hipertrofia concéntrica e valores menores da
relacdo RP/ L caracterizariam uma hipertrofia excéntrica. Considerando que nao ocorreu
qualquer alteracao cardiaca, em relacao a luz e espessamento do ventriculo esquerdo nos
animais SHAM SD, a RP/ L observada nestes ratos foi tida como controle, ou seja, sem
nenhuma alteragcao concéntrica ou excéntrica.

A figura 25 (painel C) mostra que nao houve diferenca significativa (p>0,05) na RP/ L
entre os animais SHAM SAF 0% (0,55 £ 0,02, n=4) e SHAM SAF 3% (0,39 + 0,02, n=4) em
relagdo aos animais SHAM SD (0,46 + 0,05, n=4).

No entanto ao avaliarmos a RP/ L nos ratos que apresentaram hipertrofia cardiaca,
2R1C SD (0,88 + 0,07, n=4) e 2R1C SAF 3% (0,66 + 0,04, n=4), foi observado que a
morfologia da hipertrofia nos animais 2R1C SD apresenta caracteristica concéntrica
(p<0,01), em relagéo aos animais SHAM SD. Por outro lado, a morfologia da hipertrofia nos
animais 2R1C SAF 3% foi diferente (p<0,05) a dos animais 2R1C SD, caracterizando-se
como excéntrica (em relagéo aos animais 2R1C SD) (figura 25, painel C).

Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) na RP/ L nos animais 2R1C SAF
0% (0,61 + 0,06, n=4) em comparagao aos animais SHAM SD (figura 25, painel C).

A figura 26 ilustra a Fotomicrografias de vasos cardiacos de ratos dos grupos SHAM
e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%). A figura 27 e tabela 13 mostram os valores médios da
parede vascular cardiaca de ratos SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%).
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Os valores da espessura da parede vascular cardiaca nos animais 2R1C SD
(p<0,01), SAF 0% (SHAM e 2R1C) (p<0,05) e SAF 3% (SHAM e 2R1C 3%) (p<0,001) foram
maiores que dos animais SHAM SD (figura 27 e tabela 13). Nao houve diferenca (p>0,05)
na espessura da parede vascular cardiaca entre os animais 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%,).

Ao avaliarmos os valores da luz vascular cardiaca dos ratos SHAM e 2R1C (SD,
SAF 0% e SAF 3%), ndo foram observadas diferencas significativas entre os mesmos
(tabela 13).

A figura 28 mostra a contagem de células observadas nos ratos SHAM e 2R1C (SD,
SAF 0% e SAF 3%) em relacao ao total de células observados nos ratos SHAM SD. Os
animais SAF 3% (SHAM e 2R1C) apresentaram significativamente um maior nimero de
células inflamatérias (167 + 11, n=4 e 152 % 5, n=4; respectivamente) em relacdo aos
animais controle SHAM SD (136 = 7, n=4) (p<0,05). No entanto ndo foram observadas
diferengas significativas (p>0,05) no nuimero de células nos animais SAF 0% (SHAM e
2R1C) (103 £ 8, n=4; grupo SHAM e 128 * 6, n=4; grupo 2R1C) e 2R1C SD (121 + 4, n=4)
em relagdo aos dos animas SHAM SD (figura 28).
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Figura 25: Painel A: Andlise quantitativa da espessura da parede (um) do ventriculo
esquerdo e direito. Painel B: Luz do ventriculo esquerdo e direito (um). Painel C: RP/ L
ventriculo esquerdo de ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C (n=4). *p<0,05 em
relacdo ao ventriculo direito. *p<0,05 em relagdo aos ratos SHAM SD. Tp<0,05 em relacdo
aos animais 2R1C SD. (ANOVA seguido de Dunnet) (Teste t de Student para observacoes

nao pareadas).
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Tabela 11: Analise quantitativa da espessura (um) da parede do ventriculo esquerdo e
direito em ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

SHAM 2R1C
SD SAF 0% SAF 3% SD SAF 0% SAF 3%

Ventriculo 231 +25* 249 +11* 244 +13* 339 +25 306 +30* 350 +23*
Esquerdo

Ventriculo g5 +5 74+4 106 + 8 72+7 80+8 129 + 14
Direito
n 4 4 4 4 4 4

Valores expressos em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em relacdo ao ventriculo
direito. *p<0,05 em relacdo ao ventriculo esquerdo dos ratos SHAM SD. (ANOVA seguido
de Dunnet) (Teste t de Student para observacdes nao pareadas).

Tabela 12: Andlise quantitativa da luz (um) do ventriculo esquerdo e direito em ratos (SD,
SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

SHAM 2R1C
SD SAF 0% SAF 3% SD SAF 0% SAF 3%

Ventriculo 500 +54 454 +39 631+47* 386+36 502+90* 531+76*
Esquerdo

V%n_tﬂ'fiulo 300+72 313+81 219463 222+70 224+56 225 +68
Ireito

n 4 4 4 4 4 4

Valores expressos em média * erro padrdo da média. *p<0,05 em relacdo ao ventriculo
direito. (ANOVA seguido de Dunnet) (Teste t de Student para observagdes nao pareadas).
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SHAM 2R1C

Figura 26: Fotomicrografias de vasos cardiacos de ratos dos grupos (SD, SAF 0% e SAF
3%) SHAM ou 2R1C. Observa-se espessura compativel com o quadro de normalidade nos
ratos SHAM SD (C), dilatagdo na parede vascular nos ratos SHAM SAF 0% (A), SHAM SAF
3% (B), 2R1C SAF 0% (D), 2R1C SAF 3% (E) e 2R1C SD (F). Hematoxilina Eosina, X 40.
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Figura 27: Espessura da parede vascular cardiaca (um) de ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%)
SHAM ou 2R1C (n=4). *p<0,05 em relagcdo aos ratos SHAM SD (ANOVA seguido de

Newman Keuls).

Tabela 13: Espessura da parede vascular cardiaca (um) e luz dos vasos cardiacos em
ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

SHAM 2R1C
SD SAF0%  SAF 3% SD SAF 0% SAF 3%
Parede
do 9,7+0,8 135+0,9* 187+15* 157+12* 142+08* 169+14"*
vaso
Luz do 40+5 59 +7 65+7 46 +5 44 + 4 61+ 10
vaso
n 4 4 4 4 4 4

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 em relagdo aos ratos SHAM
SD. (ANOVA seguido de Newman Keuls).
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Figura 28: Contagem de células no miocardio em ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM
(n=4) ou 2R1C (n=4). *p<0,05 em relagdo ao total de células mensuradas nos ratos SHAM
SD (ANOVA seguido de Newman Keuls).

4.4.6. Avaliacao dos Niveis Séricos de Uréia e Creatinina

A tabela 14 mostra os niveis séricos de uréia e creatinina plasmatica de ratos 2R1C
e SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%) apds cinco semanas das cirurgias (SHAM ou 2R1C).

Os niveis séricos de uréia ndo mostraram interagao (p>0,05) entre os valores do
efeito das cirurgias (SHAM ou 2R1C) e da AF. No entanto, foi observado que os valores
séricos de uréia nos animais SAF 0% [SHAM (p<0,01) e 2R1C (p<0,0001)] e SAF 3%
[SHAM (p<0,01) e 2R1C (p<0,0001)] foram menores em relagdo aos dos respectivos
animais SD, SHAM (8,8 £ 0,3 mmol, n=5) e 2R1C (11 £ 0,3 mmol, n=5). Por outro lado, os
valores séricos de uréia dos animais SAF 0% (SHAM e 2R1C) foram semelhantes (p>0,05)
aos valores de uréia dos animais SAF 3% (SHAM e 2R1C) tabela 14.

Em relacdo aos niveis séricos de creatinina, nao ocorreu interacao (p>0,05) entre o
efeito da cirurgia (SHAM ou 2R1C) e o efeito da AF. Também n&o ocorreram diferencas
significativas (p>0,05) em relagdo a dosagem dos niveis séricos de creatinina entre os
grupos SD ou SAF (0% e 3%) tanto para os grupos SHAM como para os grupos 2R1C
(tabela 14).

66



Tabela 14: Concentragao sérica de uréia (mmol/ L) e creatinina (mmol/ L) em ratos (SD,
SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

Grupos Uréia (mmol/ L) Creatinina (mmol/ L)
SHAM SD 8,8+0,3 116 £ 16
SHAM SAF 0% 76+£02" 101 £12
SHAM SAF 3% 750,11~ 91+4
2R1C SD 11+£0,3 110 £19
2R1C SAF 0% 9,3+04* 95+9
2R1C SAF 3% 8,7+0,3* 75+5
n 5 5
Valor de p
Atividade Fisica <0,0001 NS
Hipertensao <0,0001 NS
Interacao >0,05 NS

Valores expressos em média = erro padrao da média. *p<0,05 em comparagao ao
respectivo rato SD. (ANOVA Two-way seguido de pds teste de Bonferroni).

4.5. Estudo do Lactato Sanguineo
4.5.1. Teste do Lacto Minimo ou Limiar Anaerdébico

Na intencdo de avaliar se o esforgo fisico entre os animais normotensos e
hipertensos foi 0 mesmo, mensuramos o limiar anaeroébico dos ratos (SD) SHAM e 2R1C,
utilizando o teste de lactato minimo.

A figura 29 (painel A) e tabela 15 mostram a curva ajustada (linha verde) aos dados
de lactato sanguineo do teste com cargas progressivas para o grupo SHAM. O lactato
minimo foi indicado pela carga na qual a curva atingiu o seu ponto minimo (“nadir’). O
limiar anaerdbico médio, para o grupo SHAM, expresso como a carga na qual o lactato
minimo foi calculado, foi de 4,5 % do peso corporal dos ratos SHAM, enquanto que a
concentracdo sanguinea média de lactato nessa carga foi de 11,87 mmol/ L. Por outro
lado, para o grupo 2R1C nao foi possivel determinar o limiar anaerdbico médio, uma vez
que a cinética do lactato sanguineo ao teste com cargas progressivas, ndo produziu o nadir
esperado no teste de lactato minimo (figura 29, painel B e tabela 15).
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Figura 29: Teste para determinacdo do limiar anaerébico (mmol/ L) pelo teste incremental
de natagdo, em ratos SHAM (painéis A) e 2R1C (painel B). Cada ponto indica a
concentracao de lactato na ordenada apds 5 minutos de AF com a carga indicada no eixo
das abscissas. O lactato sanguineo e a respectiva carga (%) foram calculados usando a
funcdo "Spline”. A seta vermelha vertical (painel A e B) indica a carga correspondente ao
lactato sanguineo, enquanto a seta horizontal vermelha indica a concentragao interpolada

de lactato sanguineo. A linha verde indica o ajuste da curva de lactato (painel A e B).
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Tabela 15: Concentragbes de lactato sanguineo (mmol/ L) durante teste incremental de
natacdo em ratos SHAM ou 2R1C.

Sobrecarga
0% 1,5% 3% 4.5% 6%
S(:—w 107+08 121+11 131+12 119407 135+13
2R1C 85+16  105+22  119+2 12415
(n=4)
n 4 4 4 4 4e0

Os valores foram obtidos pelo ajuste da curva em formato de “U” (grupo SHAM) indicado
pela carga (% do peso corporal) na qual a curva atingiu o ponto minimo (“nadir”).

4.5.2. Teste de Verificacao da Estabilizacao do Lactato

A figura 30 e tabela 16 mostram a concentracdo média de lactato sanguineo durante
natacdo com carga constante (3% do peso corporal) em ratos SD (SHAM e 2R1C).

Os animais SHAM apresentaram estabilizacdo do lactato sanguineo a partir de 10
minutos do inicio da natagdo com 3% do peso corporal na concentracao de 8,6 + 0,8 mmol/
L de lactato sanguineo (figura 30 e tabela 16). Entretanto, os animais 2R1C somente
mostraram estabilizacdo na concentragdo de lactato sanguineo a partir de 20 minutos do
inicio da natagcdo com 3% do peso corporal na concentracéo de 9 £ 0,5 m/mol/ L de lactato
sanguineo (figura 30 e tabela 16).
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Figura 30: Concentracio de lactato sanguineo (mmol/ L) até 30 minutos de natagdo com
sobrecarga fixa (3% do peso corporal) em ratos SHAM (n=4) e 2R1C (n=4). *p<0,05 em
comparacio com o repouso. p<0,05 em comparacédo com 10 minutos de atividade fisica

(ANOVA com medidas repetidas seguido de Newman Keuls).

Tabela 16: Valores de lactato sanguineo (mmol/ L) por até 30 minutos de natagdo com
sobrecarga fixa (3% do peso corporal) em ratos SHAM ou 2R1C.

SHAM 2R1C
0 minuto 3,2+0,7 29+04
10 minutos 6,5+0,9 5,5+0,6"
20 minutos 88+1,8" 8 +0,7"
30 minutos 10,5 +2,1* 9,9 +1,0*
n 4 4

Valores expressos em média + erro padrdo da média.

*p<0,05 em comparagdo com o

repouso. *p<0,05 em comparacdo com 10 minutos de atividade fisica (ANOVA com

medidas repetidas seguido de Newman Keuls).
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4.5.3. Teste de Verificacao do Efeito da Natacao sobre o Lactato
Sanguineo (lactato final)

Para verificar o efeito da AF de natacdo sobre os niveis de lactato sanguineo nos
ratos SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%), foi realizado ap6s 5 semanas das cirurgias
2R1C ou SHAM, o teste, denominado de lactato final.

A concentracdo de lactato sanguineo nos ratos 2R1C SD foi maior (p<0,05) em
relacdo a concentracdo de lactato sanguineo dos ratos SHAM SD. No entanto, os ratos
2R1C SAF (0% e 3%) apresentaram concentragdo de lactato menor (p<0,05) em relagao
aos ratos 2R1C SD e similares aos ratos SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%) (figura 31 e tabela
17). Os valores de lactato sanguineo nos ratos 2R1C SD foram significativamente maiores
(p<0,05) que os dos ratos 2R1C SAF 0% e 2R1C SAF 3% (figura 31 e tabela 17).
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Figura 31: Concentracdo de lactato sanguineo apés 30 minutos de natagdo com carga fixa
(3% do peso corporal) em ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM (n=4) ou 2R1C (n=4).
*p<0,05 em comparagdo aos animais SHAM SD. *p<0.05 em comparagdo aos animais
2R1C SD (ANOVA seguido de Newman Keuls).

Tabela 17: Valores de lactato sanguineo (mmol/ L) ap6s 30 minutos de natagdo com carga
fixa (3% do peso corporal) em ratos SHAM ou 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%),).

SHAM 2R1C
SD SAF 0% SAF 3% SD SAF 0% SAF 3%

Lactato  g93+08 107+1 8605 127+05 89+12" 79+13"
sanguineo

n 4 4 4 4 4 4

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 em comparagdo aos animais
SHAM SD. #p<0.05 em comparacgéo aos animais 2R1C SD (ANOVA seguido de Newman
Keuls).
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5. DISCUSSAO

As implicagoes fisiolégicas dos resultados apresentados serdo abordadas apoés
algumas consideracdes sobre a metodologia empregada. A utilizacdo do anestésico deve
ser considerada na interpretacdo de nossos resultados, pois as respostas cardiovasculares
provocadas por angiotensinas centralmente ou a reatividade das diferentes vias eferentes
podem ser modificadas pelo anestésico. A uretana, analgésico utilizado em nosso estudo,
foi escolhido por sua agdo anestésica de longa duracdo e por possuir propriedades
relaxantes da musculatura esquelética (Strobel e Wollman, 1969, Servers e cols., 1981).
Além disso, a uretana produz uma condicdo de anestesia cirlrgica que é caracterizada por
uma pequena diminuicdo da atividade do sistema nervoso auténomo, o que torna este
anestésico um dos mais apropriados para o estudo da fungéo cardiovascular (Maggi e Meli,
1986). Apesar disso, ratos anestesiados com uretana apresentam uma diminuicdo da
sensibilidade do controle reflexo da FC.

As micropipetas de vidro usadas em nossos experimentos possuem um diametro
que variavam entre 100 a 150 um, produzindo um dano minimo as &reas circunvizinhas a
microinjegdo. Além disso, o0 estresse emocional imposto ao animal é minimizado,
diminuindo a influéncia de estimulos eferentes, entre outros, de estruturas diencefalicas que
interferem nos circuitos bulbares envolvidos no controle barorreflexo (Fontes e cols., 2001,
Dampney e cols., 2002).

Outra consideracdo a ser feita, refere-se a AF escolhida para este estudo. A
natacdo tem sido sugerida como o tipo mais eficiente de exercicio para induzir
condicionamento fisico e hipertrofia cardiaca em animais (Schaible e Scheuer, 1979, APS,
2006) mesmo sob as condicbes de estresse impostas por este exercicio. A exposi¢cdo ao
meio liquido do grupo de animais SD (SHAM ou 2R1C) buscou minimizar o efeito do
estresse quando comparado os ratos SAF e SD. No entanto, em outro estudo, utilizando
ratos e a natagao, Evangelista e cols. (2003) mostraram nao haver diferenca nos niveis de

corticéides e no peso da glandula adrenal entre os animais fisicamente ativos e sedentarios.
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5.1. Avaliacao de Parametros Cardiovasculares
5.1.1. Pletismografia de Cauda

Os resultados no presente estudo mostram, em relacdo ao desenvolvimento da
hipertensao, mensurado semanalmente através da pletismografia de cauda, que ocorreu
um aumento na PAM a partir da primeira semana apés a cirurgia 2R1C.

Os niveis mais altos de PAM ja nas primeiras semanas apos as cirurgias 2R1C,
devem-se a principal caracteristica desse modelo de hipertensao, a dependéncia do SRA
(Leenen e de Jong, 1971 e Lerman e cols., 2005). Uma vez que a redugdo do fluxo renal
para o rim clipado, faz com que o mesmo aumente a producéao de renina e Ang I, levando a
um aumento nos niveis plasmaticos de renina e Ang Il. Entretanto, o maior fluxo sanguineo
no rim nao-clipado, diminui de forma compensatéria a produgéo de renina, mas por fatores
ainda desconhecidos, esse rim aumenta a producao de Ang Il (Navar e cols., 1998).

Nossos resultados mostraram que na quarta semana apds as cirurgias, ocorreu
redugdes nos valores de PAM nos animais 2R1C SAF 0% e SAF 3%, em relacdo aos
animais 2R1C SD. Entretanto, na quinta semana os valores de PAM permaneceram
reduzidos somente nos animais 2R1C SAF 3% e ndo mais nos animais 2R1C SAF 0%. As
redugdes nos niveis de PA na hipertensdo, ap6s AF, sdo mediadas por adaptacoes
estruturais e neurohumorais (Rondon e Brum, 2003, Irigoyen e cols., 2003 e ACSM, 2004),
como uma menor atividade do SRA, com redugdes nos niveis de renina (Hayashi e cols.,
2000), Ang ll, aldosterona e vasopressina plasmatica (Braith e cols., 1999) e também por
uma menor atividade simpatica (Duncan e cols., 1985).

Acreditamos que a ndo manutengdo de valores mais baixos de PAM, na quinta
semana apds as cirurgias nos ratos 2R1C SAF 3%, se deva principalmente pelo uso de
uma metodologia indireta para medida da PAM (pletismégrafo de cauda), uma vez que
fatores como o estresse do animal pode interferir na medida. Além disso, dados da
literatura sugerem que a AF de baixa e moderada intensidade provocam diminuicdo da PA
(Tipton e cols., 1984, Marceau e cols., 1993, Rogers e cols, 1996, Véras-Silva e cols., 1997
e Krieger e cols., 1999). O que veio a ser confirmado posteriormente em nosso estudo, na
avaliagao da PAM feita diretamente.
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5.1.2. Niveis Basais de PAM e FC

Em nosso estudo, os animais 2R1C, submetidos a natacdo (SAF 0% e SAF 3%)
apresentaram reducao de PAM basal, porém estes valores nao foram diferentes a PAM dos
ratos 2R1C SD, mas foram semelhantes a dos animais SHAM SD. Nossos dados sugerem
que a AF (com ou sem carga) alterou a PAM basal dos ratos com hipertenséo renovascular
para valores de limiar entre a normotenséo e hipertensao. Além disso, foi observada uma
significativa reducéo na FC basal nos animais 2R1C SAF (0% e 3%), em comparacao com
a FC basal dos animais 2R1C SD. Nossos dados mostram também, que nao houve
diferenca na FC basal entre a AF sem carga e com carga na PAM dos ratos 2R1C. Nao
foram observadas alteracoes significativas na PAM e FC basal entre os animais SHAM (SD,
SAF 0% e SAF 3%).

Ja estd bem estabelecido na literatura que a AF leva a uma redugéo na PAM de
repouso (SBH, 2006). No entanto, essa reducdo tem se mostrado principalmente em
individuos ou animais com hipertensao (Silva e cols., 1997, Medeiros e cols., 2000,
Rodrigues e cols., 2007,).

Diversos estudos (Rondon e Brum, 2003, Irigoyen e cols., 2003 e ACSM, 2004)
mostram que as reducdes na PA apds o treinamento sdo mediadas por adaptacoes
estruturais e neurohumorais. Dentre estas adaptacdes, ocorre uma menor atividade
nervosa simpatica, associada com a redugéo nos niveis de noradrenalina plasmatica ou da
atividade nervosa simpatica periférica (Duncan e cols., 1985, Meredith e cols., 1991).
Reducbes na PA apds AF, também estao relacionadas a uma menor atividade do SRA, com
redugdes nos niveis de renina (Hayashi e cols., 2000), Ang |l, aldosterona e vasopressina
plasmatica (Braith e cols., 1999).

Véras-Silva e cols. (1997) mostraram que a FC de repouso, DC, PAS, PAD e PAM
foram reduzidos em ratos SHR treinados em esteira somente em baixa intensidade.
Semelhantemente, Tipton e cols. (1984), observaram uma reducgao significativa na PAM e
DC de repouso em ratos SHR acordados, apds treinamento de baixa a moderada
intensidade. Em adicado, Gava e cols. (1995) observaram que a bradicardia de repouso
apos treinamento fisico em SHR, estava associada com a diminui¢cao do tdnus simpatico.
Nossos dados do presente estudo, no grupo 2R1C SAF (0% € 3%), estdo de acordo com
esses autores, pois a atividade fisica de baixa e moderada intensidade reduziu a FC e os
niveis de hipertensao, tornando os valores de PAM basal semelhantes a PAM basal de
animais normotensos (SHAM SD).

Os mecanismos envolvidos na bradicardia de repouso, apds AF cronica sofrem
influéncia da modalidade fisica praticada. Na natacdo de baixa intensidade, a bradicardia
esta associada ao aumento do ténus vagal (Medeiros e cols., 2004).
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5.1.3. Avaliacao da Bradicardia Reflexa

Em nosso estudo a bradicardia reflexa nos animais 2R1C SD foi menor em relacao
aos animais normotensos (SHAM SD), este dado esta de acordo com dados anteriores de
nosso laboratério (Rodrigues e cols., 2007) e com varios estudos da literatura (Bristow e
cols., 1969, Andresen e Brown, 1980, Kumagai e cols., 1990, Brito e cols., 1997, Krieger e
cols., 1999, Farah e cols., 2000 e Wang e cols., 2005).

A reducao do reflexo barorreceptor em hipertensos esta associada ao aumento da
atividade simpética ou redugao da atividade parasimpatica. E interessante observar que as
areas do SNC desprovidas de barreira hemato-encefalica, estdo suscetiveis a modulagao
pelas angiotensinas circulantes, cujos niveis estdo aumentados em ratos com hipertensao
2R1C. Areas como a area postrema (fora da barreira hemato-encefalica) participam da
modulacao do barorreflexo, por possuirem conexdes com areas bulbares relacionadas com
a regulagao cardiovascular (Barnes e cols., 1984).

Estudos da literatura mostraram que apods a cirurgia 2R1C, o desenvolvimento da
hipertensao renovascular é caracterizado por estimulacdo do SRA. Durante a fase inicial
dessa hipertensao, a atividade da renina plasmatica e as concentragdes circulantes de Ang
Il estdo elevadas (Ploth, 1983, Mitchell e Navar., 1995, Cervenka e cols., 2002, Lazartigues
e cols., 2004). Portanto, sugerindo que no modelo de hipertensdo 2R1C as angiotensinas
circulantes possam exercer influéncia sobre a modulagao central do barorreflexo. Porém
uma possivel alteragao na funcionalidade do SRA cerebral, também pode contribuir para a
diminuigao da sensibilidade barorreflexa neste modelo de hipertensao.

Estudos mostram (Okamura e cols., 1986; Nishimura e cols., 1992; Cervenka e cols.
2002; Lazartigues e cols., 2004) que as concentracdes plasmaticas da renina e os niveis de
Ang Il se normalizam na fase cronica da hipertensdo 2R1C, apesar da manutencido dos
niveis elevados de PA. A hiperatividade do SRA em varios tecidos & responsavel pelo
aumento da PA nesta fase da hipertensdo. Lazartigues e cols. (2004) mostraram que em
28 dias ap6s a cirurgia 2R1C em camundongos, os niveis plasmaticos de Ang Il estdo
normalizados, mas ocorre um aumento do nivel de Ang Il no bulbo € hipotalamo.

Em nosso estudo, os animais com hipertensao renovascular SAF 0% apresentaram
sensibilidade bradicardica reflexa semelhante a dos animais SHAM. Estes dados mostram
que a AF sem carga restaurou a bradicardia reflexa em ratos 2R1C. Estudos anteriores em
nosso laboratério (Rodrigues e cols., 2007) também mostraram melhora na bradicardia
reflexa de ratos com hipertensdo renovascular 2R1C apo6s natacdo sem carga. Outros
estudos na literatura mostraram que o exercicio fisico melhora as anormalidades na fungao
barorreflexa em pacientes com hipertensao (Somers e cols. 1991) e em ratos SHR (Silva e
cols., 1997 e Brum e cols., 2000). Assim, nossos dados sugerem também, que a AF sem
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carga atuou sobre ambos os componentes do SNA, uma vez que diminuiu a atividade do
SNS e aumentou a atividade do SNP, pois foi observada uma diminuigdo da PAM e melhora
da bradicardia reflexa nos ratos 2R1C SAF 0%.

Por outro lado, em nosso estudo a AF realizada com sobrecarga ndo melhorou a
reduzida sensibilidade bradicardia reflexa nos ratos 2R1C (SAF 3%). Apesar destes
animais 2R1C (SAF 3%) apresentarem valores basais PAM e FC semelhantes a dos
animais SHAM SD, ap6s AF crbnica, esperava-se que a melhora nesses parametros fosse
pelo menos em parte, mediada pelo aumento na sensibilidade barorreflexa, o que de fato
nao ocorreu. Apesar da diminuicdo dos valores basais de FC e PAM sugerirem um
aumento da atividade parassimpatica, nosso dado sugere que a atividade simpatica
aumentada durante o exercicio fisico de maior intensidade (3%) seja mantida em altos
niveis durante o repouso, uma vez que nao foi observada melhora da sensibilidade da
bradicardia reflexa nestes animais. Outra consideracao

Nao ha dados na literatura sobre a bradicardia reflexa em ratos com hipertensao
renovascular 2R1C submetidos a protocolo de natagdo com sobrecarga. No entanto,
estudos com humanos mostraram que nao ocorre alteragdo no controle cardio-vagal ou na
sensibilidade barorreflexa (Loimaala e cols., 2000) apos treinamento de forgca (Cooke e
Carter, 2005) e corrida de moderada e alta intensidade (Loimaala e cols., 1999).

5.1.4. Efeito do A-779 na CVLM sobre a Bradicardia Reflexa

Em diversas formas de HA, dentre as quais a hipertensdo renovascular esta
incluida, ha uma relacdo com o desequilibrio pressor e depressor crénico no bulbo (Heesch,
1999). Parte deste desequilibrio surge a partir de uma inabilidade dos neurénios da CVLM
em contrabalancear o aparente aumento da atividade intrinseca dos neur6nios da RVLM
em animais hipertensos (Carvalho e cols., 2003 e Pinho e cols., 2006).

No presente estudo, avaliamos se a redugédo da sensibilidade da bradicardia reflexa
poderia ser decorrente de alteracoes dos receptores Mas para Ang-(1-7) nos ratos 2R1C.
Nossos dados mostraram que os ratos 2R1C SD apresentaram uma hiperatividade
neuronal para os receptores MAS na CVLM, uma vez que a microinje¢cao do A-779 na
CVLM melhorou a sensibilidade da bradicardia reflexa nos animais 2R1C SD. Esses dados
estdo de acordo com outro estudo em nosso laboratério (Cangussu, 2008 — dados nao
publicados), que também mostraram que a microinjecdo de A-779 na CVLM melhora a
bradicardia reflexa em ratos com hipertensao renovascular.

Estda bem estabelecido que a ANG Il e a Ang-(1-7) atuam como moduladores
contraregulatérios no controle barorreflexo em ratos normotensos (Campagnole e cols.,
1992, Ferrario e cols., 1997 e Polson e cols., 2007) e hipertensos (Britto, 1997, Chaves,
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2000 e Heringer-Walter, 2001). Enquanto a Ang Il reduz a sensibilidade barorreflexa
(Castro e Phillips, 1986, Head 1996), a Ang-(1-7) induz a facilitagdo do barorreflexo, tanto
perifericamente (Santos e Campagnole, 2000) quanto centralmente, ICV (Campagnole e
cols., 1992, Oliveira e cols., 1996, Britto, 1997, e Santos e Campagnole, 2000). No entanto,
efeitos distintos foram observados ap6s microinjecdes de peptideos angiotensinérgicos na
VLM. Alzamora e cols. (2006) mostraram que a microinjecdo de Ang Il melhorou a
bradicardia reflexa, enquanto a microinjegdo da Ang-(1-7) na CVLM reduziu a bradicardia
reflexa. Os resultados do presente estudo corroboram com esses dados uma vez que a
microinjegao do antagonista da Ang-(1-7), o A-779, melhorou a sensibilidade da bradicardia
reflexa nos ratos 2R1C SD e 2R1C SAF 3%. Entretanto, a microinje¢do de A-779 na CVLM
dos ratos 2R1C SD e 2R1C SAF 3% apesar de ter aumentado significativamente a
sensibilidade da bradicardia reflexa nos animais 2R1C SD e 2R1C SAF 3%, ndo a restaurou
completamente comparado aos animais SHAM SD. Mais estudos precisam ser realizados
para melhor compreenséo desses dados.

5.1.5. Efeito do A-779 na CVLM sobre a PAM

A respeito da importancia da CVLM no controle cardiovascular, a participacdo deste
centro bulbar na génese ou manutencdo da hipertensdo nao estd completamente
estabelecida (Smith e Barron, 1990, Muratani, 1993 Sved, 2000, e Pinho 2006).

Na intengédo de verificarmos se alteragcdes induzidas pela atividade fisica poderiam
estar relacionadas a reatividade da CVLM para Ang-(1-7), foi avaliado o efeito da
microinjecao de Ang-(1-7) sobre a PAM em ratos SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%).

Em nosso estudo, a microinje¢cdo na CVLM de Ang-(1-7) foi significativamente maior
em relagdo ao efeito da salina tanto nos animais SHAM como nos animais 2R1C (SD, SAF
0% e SAF 3%). O efeito hipotensor produzido pela Ang-(1-7) foi de magnitude semelhante
entre os animais SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%),).

Dados da literatura sdo contraditérios em relagdo a magnitude do efeito induzido por
peptideos angiotensinérgicos na CVLM de ratos hipertensos. Estudos tém mostrado que a
microinje¢@o de Ang Il na CVLM produziu um efeito depressor significativamente maior em
ratos SHR do que em ratos Wistar (Muratani e cols. 1993). Entretanto, dados recentes de
nosso laboratério mostram que a microinjecdo de Ang Il na CVLM produziu um efeito
depressor similar em 2R1C (Rodrigues e cols. 2007). Ferreira e cols. (2008) mostraram
também, em ratos SHR, que a microinjegdo de Ang Il na CVLM produziu efeito hipotensor
semelhantes. Recentemente Cangussu (2008, dados nao publicados) mostrou que a Ang-
(1-7) na CVLM produz um efeito hipotensor similar em ratos 2R1C e SHAM. Similarmente,
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os resultados do presente estudo mostraram que a Ang-(1-7) exégena reduziu a PAM em
ratos 2R1C na mesma magnitude ao observado para os ratos SHAM.

Em nosso estudo, a microinjecdo do A-779 na CVLM de ratos 2R1C SD produziu um
efeito hipotensor significativamente maior que o efeito da salina, sugerindo uma
hiperatividade neuronal na CVLM na hipertensdo renovascular. No entanto, este
antagonista, o A-779, microinjetado na CVLM produziu uma resposta hipotensora
semelhante a microinjecao de salina em ratos SHAM SD.

Em um estudo recente de nosso laboratério, Cangussu (2008, dados nao
publicados) mostrou que a microinjecdo do antagonista de Ang-(1-7), A-779 na CVLM,
produz efeito hipotensor. Enquanto a microinjecdo do antagonista do receptor AT1,
losartan, na CVLM né&o alterou a PAM em ratos 2R1C ou SHAM. Portanto, juntos, estes
dados sugerem uma alteragado seletiva do SRA cerebral, com um possivel aumento no nivel
de Ang-(1-7) ou receptores Mas na CVLM de ratos com hipertensao renovascular.

E interessante observar que em estudos prévios em nosso laboratério (Rodrigues e
cols., 2007), o antagonista de receptor AT2, PD 123319, microinjetado na CVLM induziu
efeito hipotensor significativo somente em ratos 2R1C. Portanto, uma possibilidade para
explicar estes dados, seria a existéncia de uma interacdo entre a Ang-(1-7) e receptores
AT2 e/ ou a ocorréncia de interagao (“crosstalk”) entre os receptores Mas e AT2 na CVLM
de ratos 2R1C.

Lazartigues e cols. (2004) mostraram que o0s niveis de Ang |l aumentam
progressivamente no tronco cerebral na hipertensdo 2R1C, em camundongos. E possivel
que na hipertensao 2R1C, o aumento nos niveis de Ang Il sejam contrabalanceados por
mecanismos que atuem principalmente entre os receptores Mas/ ou AT2 no cérebro.

Estudos tém mostrado que em algumas circunstancias, como na hipertensdo SHR
ou 2R1C, o efeito da Ang-(1-7) pode ser abolido pelo antagonista de AT2, PD 1233319, no
hipotalamo (Gironacci e cols., 2000) ou no nucleo paraventricular (Santos e cols., 1994 e
Gironacci e cols., 2000) e perifericamente (Soares e cols., 2004 e Walters e cols., 2005).

Diversos trabalhos mostram, que a atividade fisica induz uma neuroplasticidade em
ratos normotensos (Mueller e Eillen, 2006 e Mueller, 2007) e hipertensos (Kraemer e cols.,
2001, DiCarlo e cols., 2002, Zucker e cols., 2004 e Rodrigues e cols., 2007).

Em nosso presente estudo, nos ratos 2R1C SAF (0% e 3%), a microinjecéo de A-
779 na CVLM produziu um efeito hipotensor semelhante a salina, sugerindo que a AF foi
capaz de restabelecer essa reatividade neuronal aumentada para o A-779 na CVLM dos
ratos 2R1C SD. Efeito similar foi observado em estudos de nosso laboratério (Rodrigues e
cols., 2007) ao mostrarem que a AF de natacdo sem carga, restabeleceu a reatividade
neuronal aumentada para o PD 1233319 na CVLM de ratos com hipertensao renovascular
2R1C. Nossos resultados mostram ainda que o bloqueio dos receptores Mas pelo A-779 foi
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efetivo por até 15 minutos tanto nos ratos SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%) como nos ratos
2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%). No entanto, mais estudos precisam ser realizados para
melhor compreensao desses dados.

5.2. Avaliacao de Diferentes Parametros da Hipertensao Renovascular
5.2.1. Avaliacao do Peso Corporal

Com relacdo a avaliacdo semanal do ganho de peso corporal, nossos dados
mostram que nas cinco semanas apds as cirurgias, nem a atividade fisica (0% e 3%) nem a
hipertensdo renovascular promoveram alteracées no peso corporal dos ratos SHAM e
2R1C. Embora o grupo 2R1C SAF 0% tenha apresentado uma reducao no peso corporal
na quarta semana em relagdo ao grupo 2R1C SD, esse grupo 0 recuperou na quinta
semana apds a cirurgia. Nossos dados corroboram com Schaible e Scheuer (1981),
Medeiros e cols. (2004) e Evangelista e cols. (2003) que ndo encontraram alteracées no
peso corporal de animais fisicamente ativos em relagédo a animais sedentarios.

Apesar de ndo termos diferenciado neste estudo a massa muscular, o tecido
adiposo e o peso total nos animais dos diferentes grupos deste estudo, nédo ter variado,
relacionamos os pesos do coragao, ventriculos e rins pelo comprimento da tibia, por ser
uma medida que nao sofre interferéncia de variaveis como a massa gorda (gordura) ou

magra (tecido muscular, demais 0ssos e agua)

5.2.2. Avaliacao do Peso Seco e Histologia dos Rins

O peso seco relativo do rim esquerdo (clipado) dos animais 2R1C (SD, SAF 0% e
SAF 3%) foi menor do que o peso seco relativo do rim direito (ndo clipado) nos mesmos
animais. O rim direito dos ratos com hipertensao renovascular 2R1C (SD e SAF 0%) foram
maiores que o0 peso seco do rim direito dos respectivos ratos SHAM (SD e SAF 0%),
sugerindo uma hiperfuncdo compensatéria em decorréncia do aumento do fluxo sanguineo
para este rim. No entanto, o peso seco do rim direito dos ratos 2R1C SAF 3% foram
semelhantes aos dos ratos SHAM SAF 3%.

Os valores de percentual de reducéo do peso seco relativo do rim esquerdo sobre o
do rim direito dos ratos 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%) foram significativamente maiores
que os valores de percentual de reducao dos respectivos animais SHAM (SD, SAF 0% e
SAF 3%), sugerindo que a cirurgia para desenvolvimento da hipertensao 2R1C, foi eficiente
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para os animais dos grupos 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%). Os valores de percentual de
redugdo dos animais 2R1C SAF 0% foram similares aos dos 2R1C SD. Entretanto, os
valores de percentual de reducao renal dos animais 2R1C SAF 3% foram menores do que
os valores dos animais 2R1C SD, devido ao rim direito ndo ter apresentado aumento
compensatoério do peso seco, como ocorrido para o rim direito dos demais grupos 2R1C
(SD e SAF 0%). Este dado sugere um aumento da atividade simpatica nesse animal em
decorréncia da sobrecarga de 3% na AF que nao é reduzida durante o repouso,
caracterizando uma intensidade de esforgo extenuante para estes animais. Em adicéo,
corroborando com esta idéia, a AF com sobrecarga de 3% a qual os animais 2R1C foram
submetidos ndo melhorou a sensibilidade da bradicardia reflexa, diferentemente dos ratos
2R1C SAF 0%.

Lupu e cols., 1972, mostraram que redugdes muito intensas no fluxo renal unilateral
(maior que 50%) podem levar a estados hipertensivos mais prolongados, sendo a
severidade da hipertensado proporcional ao grau de obstrugao da artéria renal. Em nosso
estudo, no entanto, ndo analisamos o fluxo sanguineo renal, porém, percebemos, através
da analise histolégica, que animais que apresentaram um percentual de reducdo do peso
seco relativo do rim esquerdo em relacdo ao direito, superior a 40% apresentavam
comprometimento da estrutura do rim esquerdo com intensa inflamagao e fibrose (ANEXO).
Os animais do nosso estudo que apresentaram comprometimento estrutural do rim, ou seja,
partes visiveis de isquemia foram desprezados. Uma intensa constricdo da artéria renal
leva a um comprometimento do rim, descaracterizando o modelo 2R1C.

Por outro lado, nossas avaliacbes histolégicas dos rins mostraram uma maior
dilatagdo tubular, reducao de inflamacgao e fibrose no rim clipado dos animais 2R1C SAF
3% em relagdo aos demais animais 2R1C (SD e SAF 0%), sugerindo que o maior esforgco
na natacdo com sobrecarga tenha promovido, de alguma forma, um melhor quadro
histopatol6gico e uma maior dilatagcdo nos tubulos renais esquerdos desses ratos. Em
nosso estudo, no entanto, a dilatagédo tubular parece ser intensidade-dependente, uma vez
qgue os tubulos do rim esquerdo dos animais SHAM SAF 3% também se apresentaram
dilatados. O que poderia ser justificado por uma adaptagao renal crénica a AF de natacao
com sobrecarga (3%). Além disso, os rins clipados dos ratos 2R1C SD e SAF 0%
apresentaram reducao da luz tubular em relacao aos ratos SHAM, reforcando a relagdo ao
fluxo sanguineo renal diminuido nesses rins e que a AF sem carga nao foi suficiente para
alterar este parametro.

Ao avaliarmos a dilatagao tubular no rim direito, foi observado que os ratos SHAM
SD apresentaram valores semelhantes aos ratos SHAM SAF 3% e maiores em relagéo aos
ratos SHAM SAF 0%. Acredita-se que essa menor dilatacdo tubular observada nos ratos
SHAM SAF 0%, tenha ocorrido em fungao a adaptacdo a AF sem carga (0%), uma vez que
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tanto a AF com sobrecarga € a hipertensdo nao promoveram redugdes na luz tubular do rim
direito dos demais grupos SHAM (SD e SAF 3%) e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%). No
entanto, ndo foram observadas alteragdes significativas na dilatacdo tubular do rim
esquerdo dos ratos SHAM SAF 0%.

O mesangio é um componente importante do corpusculo renal, que consiste de
células mesangiais e matriz mesangial. As células mesangiais sdo estruturalmente
semelhantes aos mondcitos. Elas cercam os capilares glomerulares, fornecem suporte
estrutural para esses capilares, secretam a matriz extracelular, exibem atividade fagocitica
e secretam prostaglandinas e citocinas. Visto que essas células também apresentam
atividade contratil e sdo adjacentes aos capilares glomerulares, elas podem influenciar a
intensidade da filtracdo glomerular regulando o fluxo sanguineo pelos capilares
glomerulares, ou pela alteragdo da area da superficie capilar (Berne e cols., 2000).

Como observado anteriormente, a andlise do peso seco relativo do rim direito dos
ratos 2R1C nos sugere uma hipertrofia compensatoria e consequentemente um aumento de
funcdo. Acreditamos que os menores niveis de uréia plasmatica associado ao maior
espaco da capsula de Bowman no rim direito dos animais 2R1C SAF (0% e 3%),
representem uma melhor fungéo renal promovida pela atividade fisica. Uma vez que nos
animais 2R1C SD, o nivel sérico de uréia foi maior que dos animais SAF (0% e 3%) e o
espaco da capsula de Bowman no rim direito foi menor ao observado nos animais 2R1C
(SAF 0% e SAF 3%).

5.2.3. Avaliacao do Peso Seco e Histologia do Coracao

A hipertrofia cardiaca pode acontecer como uma resposta adaptativa fisioldgica
(atividade fisica) ou patoldgica (doengas valvulares, hipertensdo ou obesidade) ao aumento
do trabalho cardiaco (Scheuer e cols., 1982 e Hunter e cols., 1999). Durante a atividade
fisica 0 aumento metabdlico induz um aumento do débito cardiaco levando, em curto prazo,
ao incremento da PA, FC, contratilidade do miocardio e aumento da resisténcia periférica
total. Em logo prazo, o exercicio fisico melhora a fungédo cardiaca por alterar o fenoétipo
celular e molecular dos miécitos cardiacos, incluindo alteragées adaptativas no tamanho da
célula, funcao contratil e resisténcia para alteragcdes metabdlicas (Moore e cols., 1993,
Mokelke e cols., 1997 e lemtisu e cols., 2001)

Nossos dados mostraram que houve aumento no peso relativo do coragcdo nos
animais 2R1C SD e 2R1C SAF 3% similarmente, o peso seco relativo dos ventriculos,
aumentou somente nos animais 2R1C SD e 2R1C SAF 3%. Além disso, nos ratos 2R1C a
AF sem carga (0%) reduziu a hipertrofia cardiaca ventricular em comparagao a hipertrofia
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observada nos ratos 2R1C SD. No entanto, os animais SHAM mostraram que a AF nao
induziu hipertrofia cardiaca.

Nossos dados em conjunto, corroboram com o estudo de Evangelista e cols. (2003),
que observaram hipertrofia cardiaca ventricular (esquerda) somente em camundongos
submetidos a AF com sobrecarga (2% e 4% do peso corporal) e nos camundongos que
nadaram sem carga por 90 minutos, 2 vezes por dia, durante 6 semanas, porém, estes
autores ndo observaram hipertrofia cardiaca nos camundongos que nadaram sem carga por
60 minutos, 2 vezes por dia, durante 6 semanas. Sugerindo que a hipertrofia cardiaca
(fisiologica) € dependente da intensidade e/ ou tempo de treinamento.

A andlise histolégica quantitativa da espessura da parede ventricular mostrou que a
espessura dos ventriculos esquerdos foi maior que a dos ventriculos direitos em todos os
animais SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%). No entanto, os animais 2R1C SD e SAF
3% apresentaram hipertrofia ventricular esquerda maior em relagdo aos ratos SHAM SD.
Porém, a AF sem carga nos ratos hipertensos 2R1C (SAF 0%) preveniu a hipertrofia
cardiaca observada nos ratos 2R1C SD, sendo da mesma forma a morfologia cardiaca
observada nos ratos SHAM SAF (0% e 3%), que nao apresentou hipertrofia ventricular
esquerda em relacdo aos ratos SHAM SD.

Estes dados, em conjunto, confirmam os resultados apresentados anteriormente em
relacdo ao peso seco relativo do coragao e ventriculos.

Nossos resultados em relagéo a luz do ventriculo esquerdo mostraram que apesar
da hipertrofia apresentada no ventriculo esquerdo dos ratos 2R1C SD, nao foi observado
aumento na luz do ventriculo esquerdo, sugerindo uma hipertrofia concéntrica (patoldgica).
Corroborando com nosso estudo, dados da literatura mostram que a hipertrofia ventricular
esquerda, induzida pela hipertensdo é usualmente seguida de rarefagdo estrutural nos
micro-vasos devido a inadequada proliferacdo capilar, promovendo isquemia, arritmia e
insuficiéncia cardiaca (Messerli e Ketelhut, 1991). Alteracées morfolégicas no ventriculo
esquerdo na hipertensdo podem ser interpretadas como uma adaptagao do miocardio ao
aumento da pés-carga, forca de contracdo e uma maior economia no uso de trifosfato de
adenosina (ATP) (Schultheiss, 1990). Assim como em nosso estudo, Wang e cols. (2005)
mostraram que o espessamento do ventriculo esquerdo em trés modelos animais de
hipertensao (2R1C, DOCA sal e tratados com L-NAME) foi acompanhado por uma reducao
na luz ventricular esquerda.

Por outro lado, nossos dados mostraram que ocorreu aumento na luz ventricular
esquerda nos ratos 2R1C SAF (0% e 3%) e nos ratos SHAM SAF 3%, sugerindo
adaptacdes fisiologicas a AF nestes animais. O aparente crescimento longitudinal dos
cardiomiécitos por acréscimos de sarcobmeros em série sdo evidentes em estudos sobre o

efeito do treinamento fisico sobre a massa de miocardio (Wisloff e cols., 2002). Este
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mecanismo celular induz uma hipertrofia ventricular excéntrica que ocorre em humanos
(Morganroth e cols., 1975, Spirito e cols., 1994 e Fagard, 1997) e animais (Evangelista e
cols., 2003 e Wisloff e cols., 2001) submetidos a programas de treinamento fisico.

No entanto, ao relacionarmos a espessura da parede do ventriculo esquerdo com a
luz do ventriculo, foi observado que a hipertrofia nos animais 2R1C SD tem caracteristica
concéntrica, por apresentarem aumento na parede ventricular em relacdo a sua luz
ventricular. Por outro lado, a hipertrofia nos animais 2R1C SAF 3% caracteriza-se como
excéntrica, em relagdo aos animais 2R1C SD, por apresentarem aumento na luz ventricular
esquerda em relacdo a sua parede. Ja os animais 2R1C SAF 0%, a AF impediu a
ocorréncia de hipertrofia concéntrica produzida pela hipertensao renovascular 2R1C.

Existem evidéncias que apontam que o SRA cardiaco participa no remodelamento
cardiaco. Shyu e cols. (1995) mostraram que o estiramento ciclico de cardiomiécitos “in
vitro”, aumenta a expressdo génica do angiotensinogénio. Além disso, o0 aumento no
ventriculo apds coartagdo da aorta, foi completamente abolido por inibidor da ECA (Baker e
cols., 1990). Assim, como em nosso modelo experimental de HA, 2R1C, ocorre
hiperatividade do SRA, talvez ocorra fatores e/ ou interagdes entre este tipo de HA e a AF,
mais estudos serao necessarios para maiores esclarecimentos.

Ao avaliarmos a parede dos vasos cardiacos, foi observado um aumento na
espessura da mesma nos animais submetidos a AF e com hipertensédo, em relacao aos
animais SHAM SD. Sugerindo que tanto a sobrecarga imposta ao coragédo pela AF como
pela hipertensdo promove um espessamento na parede vascular. Nossos dados
corroboram com o estudo de Amaral e cols. (2001), que observaram um significativo
aumento na densidade, didmetro e da luz dos vasos em ratos SHR submetidos & AF e com
o estudo de Wang e cols. (2005) que mostraram um aumento na parede dos vasos
cardiacos em diferentes modelos de animais hipertensos (2R1C, DOCA sal e tratados com
L-NAME).

A avaliacdo da presenga de inflamagdo no musculo cardiaco mostrou que os
animais SHAM SAF 3% e 2R1C SAF 3% apresentaram um maior nimero de células em
relacdo aos animais SHAM SD, sugerindo maiores intensidades de inflamacao cardiaca.
Estes dados sugerem que a natacdo com sobrecarga (3% do peso corporal) representa um
maior esforgco para o miocardio em relacdao a AF sem carga. Além disso, Wang e cols.
(2005) mostraram que alguns fatores inflamatérios como a Ang Il e endotelina (ET-1) estao
aumentados nos ratos hipertensos 2R1C e DOCA, respectivamente, jA nos ratos
hipertensos tratados com L-NAME, Wang e cols. mostraram ter ocorrido aumento em
fatores necrose tumoral como TNF-a e interleucina 1B (IL-1B), no entanto, a concentracao
plasmatica de Ang Il e ET-1 ndo estavam alteradas nesse animais.
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O processo inflamatério nem sempre leva a morte celular e comprometimento na
capacidade funcional do 6rgdo. O processo inflamatério € uma reagdo celular normal a
algum agente ou estimulo externo que de alguma forma possa estar dificultando o seu
funcionamento, diante desta dificuldade que Ihe esta sendo imposta a célula tem como se
adaptar e voltar a funcionar normalmente ou entéo, perder sua fungao (Filho, 2006).

5.2.4. Avaliacao da Uréia e Creatinina Plasmatica

Os niveis séricos de uréia ndao mostraram interacdo entre as cirurgias (SHAM ou
2R1C) e a AF. No entanto, o efeito da AF foi significativamente diferente entre os grupos de
animais SD (SHAM e 2R1C). Foi observado que os valores séricos de uréia nos animais
normotensos ou hipertensos submetidos a natacdo (SAF 0% e SAF 3%), foram
significativamente menores em relacéo aos animais SD (SHAM ou 2R1C).

Ja em relagao aos niveis séricos de creatinina, ndo foi observada interacao entre as
cirurgias (SHAM ou 2R1C). Ademais, foi observado que os valores séricos de creatinina
nos animais SAF 0% e SAF 3% (SHAM e 2R1C) foram similares aos dos animais SD
(SHAM e 2R1C). Mostrando que nem a hipertensdo 2R1C, nem a AF sem e com
sobrecarga alteraram os niveis séricos de creatinina.

Fazan e cols., 2001, mostraram que a funcao renal, em termos de uréia e creatinina
sanguineas é normal na hipertensao de Goldblatt, tanto 2R1C como 1R1C, nossos dados
estdo de acordo com Fazan e colaboradores uma vez que 0s niveis séricos de uréia e
creatinina nos animais 2R1C SD foram semelhantes aos dos ratos controle (SHAM SD).

Wasserman e cols. (1991) mostraram que durante o exercicio ha aumento da
concentracdo sérica de uréia, da excregdo urinaria e das perdas através do suor. Por outro
lado, Kanazawa e cols. (2006) observaram que tanto a AF crbnica (12 semanas), quanto o
inibidor da ECA (Enalapril), aboliram a proteindria, reduziram os niveis séricos de creatinina
e uréia, sugerindo um efeito renoprotetor produzido pelo exercicio. Entretanto, Kohzuki e
cols. (2001), mostraram que o exercicio fisico moderado por 4 semanas nao foi suficiente
para reduzir a creatinina plasmatica em SHR. Em nosso estudo a AF por 5 semanas,
promoveu uma redugao nos niveis séricos de uréia e nao modificou os niveis de creatinina.
Sugerindo que a AF, pelo menos em parte, tenha promovido um efeito renoprotetor nos
animais SAF (0% e 3%).

5.3. Estudo do Lactato Sanguineo

O limiar anaerdbico ou limiar de lactato tem sido atualmente, uma medida muito

utiizada na avaliagdo da intensidade e efetividade do treinamento e da capacidade
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aerobica de atletas de resisténcia (endurance). Wasserman e Mcllroy (1964) definiram o
termo limiar anaerébico pela primeira vez como a mudanca metabdlica para o sistema
anaerobico em resposta ao aumento exponencial da concentracao de CO2 sanguineo.

Os resultados obtidos no presente estudo, a cerca dos niveis de lactato sanguineo
nos animais SHAM e 2R1C, foram tragados na tentativa de classificar a intensidade da AF,
como esses animais responderiam ao esforco fisico e sua adaptacao a ele. No entanto, até
onde sabemos, ndo h4 relatos na literatura de estudos que tenham investigado a cinética do
lactato sanguineo em ratos hipertensos e sobretudo submetidos a cirurgia 2R1C. O que em
parte pode limitar a interpretagdo de nossos dados. Principalmente no aspecto de se
estabelecer um protocolo adequado para mensuragao da cinética do lactato sanguineo, o
qual ndo era objetivo inicial de nosso estudo. Diante disso e de posse dos estudos
pertinentes ao assunto, buscamos avaliar as respostas do lactato sanguineo em nosso

estudo.

5.3.1. Avaliacoes do Lacto Sanguineo

Dentre as varias denominagbes e formas de mensurar o lactato sanguineo no
exercicio fisico, Tegtbur e cols., (1993) desenvolveram o teste de “Lactato Minimo”, definido
como a velocidade na qual a curva de lactato sanguineo, em forma da letra “U”, derivada de
um teste incremental, alcanga seu valor minimo de concentragdo plasmatica (nadir) . Este
teste envolve a realizagdo de um exercicio de intensidade supramaxima (acima da
capacidade maxima), por um curto periodo de tempo, de forma a induzir uma
hiperlacticemia antes do inicio do teste de cargas progressivas na esteira ergométrica.
Tendo como caracteristica a determinagao do limiar anaerébico em um Unico teste e em um
unico dia.

Apesar de diversos estudos envolvendo exercicios fisicos, utilizarem modelos
animais (especialmente ratos) em suas investigacoes (Krieger e cols., 1999, Silva e Mello,
2000 e Lunz e cols., 2006), poucas sao as informagdes disponiveis na literatura sobre a
cinética do lactato em ratos durante exercicios.

Voltarelli e cols., (2002) ao adaptarem o teste de lactato minimo de Tegtbur e cols.,
(1993) para ratos submetidos a natacao encontraram uma potencial aplicacido deste teste
para determinagao do limiar anaerdbico em ratos. Em nosso estudo, a avaliagdo do lactato
sanguineo, foi feita com base na metodologia descrita por Voltarelli e cols., (2002).

Em nosso estudo, a avaliagdo do limiar anaerdbico, para o grupo normotenso
(SHAM), expresso como a carga no qual o lactato minimo foi calculado, foi de 4,5 % do
peso corporal para esses ratos, enquanto que a concentragdo sanguinea média de lactato
nessa carga foi de 11,87 mmol/ L. Por outro lado, para o grupo 2R1C nao foi possivel
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determinar o limiar anaerébico médio, uma vez que a cinética do lactato sanguineo ao teste
com cargas progressivas, ndo produziu a curva em forma da letra “U” (nadir) esperada no
teste de lactato minimo.

Acredita-se que a diferenca observada na cinética do lactato entre esses ratos, se
deva a hipertensédo renovascular 2R1C. Fornecendo uma intensidade de esforgo a mais
aos ratos 2R1C, estes ratos ndo conseguiram chegar ao final do teste, como ocorrido para
os ratos SHAM. Lacerda e cols. (2006a) mostraram que o bloqueio central de oxido nitrico
(NO), aumentou a taxa metabdlica, reduzindo a eficiéncia mecénica de ratos em esteira
ergométrica. Posteriormente Lacerda e cols. (2006b) mostraram que a inibicao do NO
central, aumentou a concentracdo de lactato sanguineo nos ratos submetidos a AF em
esteira ergométrica em relagdo ao grupo controle. Martinez e cols. (2002) mostraram que a
atividade e expressdao da NOS esta diminuida na hipertensdo. Dessa forma, uma
possibilidade seria que a menor atividade do NO contribua para uma maior intensidade
relativa de esforgo aos ratos hipertensos 2R1C.

No estudo de Voltarelli e cols. (2002) o limiar anaerébico, determinado pelo teste de
lactato minimo estimado (4,95 % de sobrecarga do peso corporal) em ratos Wistar, foi
semelhante ao encontrado em nosso estudo (4,5 % de sobrecarga do peso corporal de
ratos SHAM). Entretanto as concentracbes de lactato sanguineo em que o limiar
anaerobico ocorreu foram diferentes entre os estudos (7,17 mmol/ L no referido estudo e
11,87 mmol/ L no presente estudo). O que sugere uma maior capacidade fisica nos ratos
Fisher de nosso estudo. Apesar das cargas indicativas do limiar anaerébico serem
semelhantes, nossos animais, em teoria, suportaram uma maior concentracdo de lactato
antes da fadiga. No entanto, as diferentes metodologias usadas para coleta de sangue e
mensuragdo do lactato sanguineo foram diferentes, o que pode ter influenciado nessa
diferenca na concentracdo de lactato sanguineo entre os estudos.

Uma semana apéds a realizagdo do teste de Lactato minimo, foi realizado um teste
para verificar a ocorréncia da estabilizagdo do lactato sanguineo durante a natagdo. Foi
observado que os animais SHAM mostraram estabilizacdo do lactato sanguineo a partir de
10 minutos do inicio da natagdo com carga fixa (3% do peso corporal). Ja os animais 2R1C
somente mostraram estabilizacdo na concentracdo de lactato sanguineo a partir de 20
minutos do inicio da natacdo com carga fixa (3% do peso corporal). Com base nos
resultados obtidos com o teste de lactato minimo, era de se esperar que os ratos SHAM
apresentassem uma resposta no tempo de estabilizacdo do lactato diferente dos ratos
2R1C, o que de fato foi observado.

Gobatto e cols. (2001) e Voltarelli e cols. (2002) mostraram que a relagao producao/
remocao de lactato em ratos Wistar adultos, submetidos a um exercicio de natacdo agudo,
alcangou seu maximo estado de equilibrio entre as cargas de 5% e 6% do peso corporal.
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Sugerindo, que a carga utilizada em nosso estudo (3% do peso corporal) representou uma
intensidade sub-maxima (moderada) para os ratos SHAM e 2R1C. Embora a mesma tenha
representado um maior esforgo para os ratos 2R1C.

Dados da literatura mostram que a AF de natacdo para ratos suportando cargas
entre 5% e 6% do peso corporal, representa um esforco moderado (abaixo do limiar
anaerobico) (Gobatto e cols., 2001, Voltarelli e cols., 2002, Prada e cols., 2004, Voltarelli e
cols., 2004). Inicialmente, o delineamento experimental de nosso estudo, utilizava
sobrecargas de 5% do peso corporal, tanto em ratos SHAM (n=14) como em 2R1C(n=20).
Entretanto, em torno de 50% dos ratos SHAM e 2R1C que treinavam com sobrecarga de
5% do peso corporal, por 60 minutos, 5 dias na semana, durante 4 semanas, morriam e 0s
50% restantes, em sua grande maioria apresentavam grande dificuldade para completar as
sessdes de natagdo. A partir desse momento, passamos a adotar a sobrecarga de 3% do
peso corporal, carga que o0s animais suportaram. Acreditamos que essa diferengca em
relacdo aos estudos supracitados, se dé principalmente pelas cirurgias (SHAM ou 2R1C),
embora nao tenhamos observado redugdes significativas no peso corporal dos ratos SHAM
ou 2R1C apds as 5 semanas da cirurgia.

Ao avaliarmos efeito da natagcao no lactato sanguineo nos grupos SAF 0%, SAF 3%
e SD, foi realizado apds 5 semanas das cirurgias 2R1C e SHAM, o teste, denominado por
nés, de lactato final. Os valores de lactato sanguineo, observados no teste de lactato final,
nos ratos 2R1C SD foram significativamente maiores que os dos ratos SHAM SD, 2R1C
SAF 0% e 2R1C SAF 3%). O lactato sanguineo dos animais SHAM (SD, SAF 0% e SAF
3%), 2R1C SAF 0% e 2R1C SAF 3% foram semelhantes entre si. Esses dados mostram
mais uma vez, que a hipertensdo 2R1C representou um maior esforgo relativo para esses
ratos. Porém, a AF diminuiu a concentragao de lactato nos animais 2R1C SAF 0% e 2R1C
3% em relacao aos animais 2R1C SD, sugerindo que a AF com ou sem carga, induziu um
condicionamento fisico melhor nos ratos hipertensos.

Diante do exposto, os dados de nosso estudo nos mostram que pelo menos para o0s
ratos normotensos (SHAM), a sobrecarga de 3% do peso corporal, representou uma
intensidade de esforco moderada durante as 5 semanas de natacdo, uma vez que o limiar
anaerdbico desses animais ocorreu em uma carga maior (4,5% do peso corporal). Por
outro lado, a impossibilidade de se ter avaliado o limiar anaeroébico, pelo teste de lactato
minimo, nos ratos 2R1C, juntamente com a cinética do lactato nos testes de carga fixa, em
relacdo aos ratos SHAM, nos sugerem um prejuizo na cinética do lactato sanguineo nos
animais 2R1C, embora, a AF por cinco semanas tenha sido capaz de minimizar estas
alteracdes (como visto no teste de lactato final).

Por outro lado, acreditamos que a natacao sem sobrecarga, tenha representado um
esforco de baixa a moderada intensidade tanto para os ratos 2R1C como para os SHAM,
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uma vez que foram observadas nos animais 2R1C, alteragbes benéficas em indicadores de
condicionamento fisico como hipertrofia ventricular e bradicardia de repouso; por outro lado,
acreditamos que a ndo observacdo nesses fatores que evidenciam uma melhor condigdo
fisica nos ratos SHAM, tenha ocorrido em funcdo do tempo de duragdo do protocolo (5
semanas) de natacdo, uma vez que outros estudos, como maior tempo de treinamento
mostraram hipertrofia cardiaca fisiolégica e bradicardia de repouso (Evangelista e cols.,
2003, Medeiros e cols., 2000). Ademais, possiveis questdes metodoldgicas, como o
ndmero de animais utilizados, a ndo adequagao correta do protocolo de lactato minimo
utilizado como referéncia (Voltarelli e cols., 2002 - ratos Wistar) para nossos animais
(Fischer, SHAM ou 2R1C) e o método escolhido para mensurar o lactato sanguineo possam

ter contribuido para as lacunas encontradas em nossos resultados.
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6. SUMARIO e CONCLUSOES

Em sintese, os resultados do presente estudo mostram que:

e A AF reduziu a PAM e FC basal nos ratos 2R1C SAF (0% e 3%) para niveis
similares aos dos animais normotensos e ndo alterou estes parametros em ratos
normotensos (SHAM SAF 0% e SAF 3%).

» A bradicardia reflexa dos ratos 2R1C SD foi significativamente menor em relagao
aos ratos SHAM. No entanto, somente a AF sem carga foi efetiva em restaurar a
sensibilidade da bradicardia reflexa nos ratos com hipertensao renovascular.

* A microinjegdo do antagonista do receptor Mas, A-779 na CVLM, restaurou a
sensibilidade da bradicardia reflexa nos animais 2R1C SD e 2R1C SAF 3%.

* A microinjegao de Ang-(1-7) na CVLM produz uma significante redu¢do na PAM nos
ratos 2R1C similar aos ratos SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%),).

* A microinjegao de A-779 na CVLM produziu um efeito depressor em ratos 2R1C SD
que foi atenuado nos ratos 2R1C SAF (0% e SAF 3%). Nao foram observadas
mudangas significativas na PAM ap6s a microinje¢cédo de A-779 na CVLM de ratos
SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%).

» O antagonista de receptor Mas, A-779, inibiu o efeito da Ang-(1-7) na CVLM, por até
15 minutos, nos ratos SHAM e 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%).

* A porcentagem de reducdo do peso seco dos rins clipados foi similar entre os
animais 2R1C SD e 2R1C SAF 0%. Entretanto o percentual de redugao dos animais
2R1C SAF 3% foram menores em relagdo aos dos animais 2R1C SD e maiores em
comparacao aos ratos SHAM SD.

e Aluz tubular do rim esquerdo dos animais 2R1C SD e 2R1C SAF 0% foi menor que
a dos animais SHAM SD. Entretanto a luz tubular do rim esquerdo dos animais SAF
3% (SHAM e 2R1C) foi maior que a dos animais SHAM SD. Além disso, a luz
tubular do rim direito dos animais 2R1C SD e 2R1C SAF 0% foi semelhante a dos
animais SHAM SD. Entretanto, a luz tubular do rim direito nos animais 2R1C SAF
3% foi maior que a dos animais SHAM SD.
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» O espaco da capsula de Bowman no rim esquerdo dos animais 2R1C SAF 0% e
2R1C SAF 3% foi menor que a dos animais SHAM SD e 2R1C SD.

« Os ratos 2R1C (SD e SAF 3%) apresentaram hipertrofia cardiaca. A morfologia
cardiaca mostrou que os ratos 2R1C SAF 0% nao apresentaram hipertrofia cardiaca
ou ventricular. Entretanto, nos animais 2R1C SD ocorreu hipertrofia concéntrica,
enquanto nos animais 2R1C SAF 3% ocorreu hipertrofia excéntrica.

» A parede vascular cardiaca dos animais SHAM (SAF 0% e SAF 3%) e 2R1C (SD,
SAF 0% e SAF 3%) foi maior que a dos animais SHAM SD.

e Os animais SAF 3% (SHAM e 2R1C) apresentaram uma maior quantidade de
células inflamatérias no miocardio em comparagao aos animais SHAM SD.

* A AF (0% e 3%) reduziu os niveis séricos de uréia tanto nos ratos 2R1C como nos
SHAM. Entretanto, ndo houve diferenga nos niveis séricos de creatinina entre os
animais (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

e Os animais 2R1C apresentaram cinética de lactato diferente e prejudicada em
relacdo aos animais SHAM. Os animais 2R1C SD apresentaram uma menor
relagdo producao/ remogéao de lactato sanguineo em relacao aos animais SHAM SD.
No entanto, a AF (0% e 3%) reduziu o lactato sanguineo em relacdo aos animais
2R1C SD.

Os resultados do presente estudo mostram em sintese, que a AF reduz os niveis
basais de PAM e FC nos animais 2R1C, melhora a bradicardia reflexa somente nos animais
2R1C submetidos a AF sem carga e que a AF sem e com carga restaurou a responsividade
dos receptores Mas nos neurdnios da CVLM nos ratos sedentarios com hipertensao 2R1C.
Além disso, os animais 2R1C fisicamente ativos apresentaram adaptagbes benéficas
induzidas pela AF como prevengao da hipertrofia cardiaca concéntrica, redugcao nos niveis

séricos de uréia e melhora na cinética do lactato sanguineo.
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ANEXOS

A. Avaliacao do peso corporal

300

2004 .1

1004

Peso corporal, g

o1l

12 semana

22 semana

Ll

32 semana

I SHAM SD
C1SHAM SAF 0%
1 SHAM SAF 3%
B 2R1C SD
E=Y2R1C SAF 0%
C2R1C SAF 3%

42 semana 52 semana

Apbs cirurgia (SHAM ou 2R1C)

Figura 32: Avaliagado do peso corporal (g) em ratos SHAM SD (n=9); SHAM SAF 0% (n= 6);
SHAM SAF 3% (n=7); 2R1C SD (n=8); 2R1C SAF 0% (n=6) e 2R1C SAF 3% (n=9), na 12,
28 32, 4% e 5% semana apoés as cirurgias. *p<0,05 em comparacdo aos ratos SHAM SD.

#p<0,05 em comparacao aos ratos 2R1C SD (ANOVA seguido de Dunnett).

Tabela 18: Valores de peso corporal (g) avaliados por cinco semanas apés cirurgias (SHAM
ou 2R1C) em ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM e 2R1C.

12semana 22 semana 32 semana 42 semana 52 semana

SHAM SD
(n=9)

SHAM SAF 0%
(n=6)

SHAM SAF 3%
(n=7)

2R1C SD
(n=8)

2R1C SAF 0%
(n=6)

2R1C SAF 3%
(n=9)

185+8

192 £10

206 £6

1875

197 + 11

196 £5

208 £ 9

219+8

2316

2135

227 +9

227 +5

235+5 258 + 7
244 +5 256 + 7
252 +5 2617
227 +12 277 +7
244+9 245 +10*
256 + 7 275+7

280 £7

251 7

272 +6

274 +6

266 £ 9

288 £10

Valores expressos em média * erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacao aos ratos
SHAM SD. *p<0,05 em comparacéo aos ratos 2R1C SD (ANOVA seguido de Dunnett).
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B. PAM e FC basais

Tabela 19: Valores basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) no inicio do registro, antes das
microinjecdes sucessivas de Ang-(1-7) (antes e apos A-779), do A-779 e salina na CVLM
em animais SHAM (SD, SAF 0% e SAF 3%).

SHAM SD SHAM SAF 0% SHAM SAF 3%

PAM FC PAM FC PAM FC
Inicio registro 99 +4 372+ 22 1013 255+ 14 100+ 4 373+12
Salina 93 +5,6 342 + 16,6 99+3 355+ 15,8 91+54 364 +6,7

Ang —(1-7) 94 £4.2 342 + 16,2 101 £2,7 353 +13,1 88 4,5 350 + 14
A-779 86 +£5,5 325+17,9 94+44 351+9,7 80+7,0 338 £ 14,5
Ang —(1-7) & 80+6,0 314+17,9 90+3,7 347+10,3 78*4,4* 339%10,2
Ang-(1-7) 15’ 69 + 8,2* 311+18,8 85+82 350+11,4 65+6,0° 3371147
Ang-(1-7) 30° 69 £ 8,7* 318+ 18,6 87+47 354+113 66+64* 302+17,9*

n 9-10 8-9 8-10
Valores expressos em média * erro padrao da média. *p<0,05 em comparacao aos valores

no inicio do registro no respectivo grupo. (ANOVA seguido de Dunnett).

Tabela 20: Valores basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) no inicio do registro, antes das
microinjecdes sucessivas de Ang-(1-7) (antes e apos A-779), do A-779 e salina na CVLM
em animais 2R1C (SD, SAF 0% e SAF 3%).

2R1C SD 2R1C SAF 0% 2R1C SAF 3%
PAM FC PAM FC PAM FC
Inicio registro  132+5 438+9 114 +2 383+ 13 1165 388+ 13
Salina 118 £6,3 362 £ 12,2* 115+5,1 363+234 104+6,9 327 £ 25,5

Ang —(1-7) 104+6,8 350+14,4* 103+6,0 354+265 105+57 349+103
A-779 91+9,8" 345+152* 97+10,6 345+233 99 +7,4 340+ 15,5
Ang —(1-7) & 88+9,8* 340+155" 98+9,6 329+239 93+8,8 342 +16,7
Ang-(1-7) 15> 70+10,9* 330+ 14,6* 85+7,8 324 +23,1 81+84* 340182
Ang-(1-7) 30° 73+11,8* 317+16,3* 86+14,2 313+242 806,00 320+18,6

n 8-11 6 11-12
Valores expressos em média * erro padrao da média. *p<0,05 em comparagao aos valores

no inicio do registro no respectivo grupo. (ANOVA seguido de Dunnett).
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C. Analise histologica semi-quantitativas dos rins

Tabela 21: indice das intensidades das alteracdes histoldgicas renais observadas no rim
esquerdo de ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

Degeneracgao

Congestao Tubular Esclerose Fibrose Inflamacao Dslf’(:)tséiigio
Focal
S%EAMSD 0,33 0,42 0,25 0,08 0,17 0,00
SHA%EZ\)F 0% 0,42 0,00 0,08 0,08 0,25 0,00
SHA'}’:SZ\)F 3% 0,33 0,00 0,08 0,08 0,17 0,00
2?;34)30 0,33 0,00 0,00 0,25 0,75 0,25
291%2{4*; 0% 0,42 0,33 0,08 0,42 0,75 0,17
291%2’;; 3% 0,22 0,33 0,00 0,22 0,22 0,33

Valores obtidos pelo método de classificagcao por cruzes (1/ 12 para n=4 e 1/ 9 para n=3).
Valores préximos a 1 indicam as maiores intensidades nas alteracdes patolégicas e valores
préximo a 0 indicam as menores intensidades nas alteragdes patologicas observadas.

Tabela 22: indice das intensidades das alteragdes histoldgicas renais observadas no rim
direito de ratos (SD, SAF 0% e SAF 3%) SHAM ou 2R1C.

Degeneragao ica
Congestéo Tubular Esclerose Fibrose Inflamacao DSfcﬂZ'igzo
Focal
S%\%’SD 0,50 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00
SHA%SZ\)F 0% 0,25 0,00 0,08 0,08 0,17 0,08
SHA'\(E?‘,‘)F 3% 0,33 0,00 0,00 0,11 0,11 0,00
ZFEASSD 0,33 0,00 0,00 0,08 0,17 0,25
2R1((3n§{4*)F 0% 0,42 0,08 0,17 0,25 0,33 0,17
291%2{4*; 3% 0,33 0,25 0,08 0,33 0,33 0,00

Valores obtidos pelo método de classificagao por cruzes (1/ 12 para n=4 e 1/ 9 para n=3).
Valores préximos a 1 indicam as maiores intensidades nas alteracdes patolégicas e valores
préximo a 0 indicam as menores intensidades nas alteracbes patoldgicas observadas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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