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RESUMO

A atividade fisica de baixa intensidade tem sido utlizada como tratamento
coadjuvante e nado farmacoldgico da hipertensao arterial. O bulbo ventrolateral caudal
(CVLM) atua promovendo inibicdo sobre a area ventrolateral rostral (RVLM). Na
hipertensdo parece haver uma inabilidade dos neurbnios da CVLM em contrabalancear o
aumento da atividade pressora intrinseca dos neurénios da RVLM. O modelo experimental
de hipertensdo renovascular 2R1C caracteriza-se por apresentar altos niveis de renina e
angiotenisna Il (Ang II). Neste estudo avaliamos o envolvimento do sistema renina
angiotensina (SRA) no controle da pressdo arterial (PA), na sensibilidade da bradicardia
reflexa e a reatividade dos neurdnios da CVLM para Ang Il (100 nL de uma solugdo 380
UM) e para o antagonista especifico de receptor de Ang Il, AT,, PD123319 (100 nL de uma
solucdo 678 pM) em ratos sedentarios ou ativos normotensos e com hipertensdo
renovascular (2R1C).

Ratos Fisher (150 a 200 g) foram anestesiados com cetamina (50 mg/ kg. ip) e
xilazina (5 mg/ kg, ip) para producdo da hipertensdo 2R1C ou ficticia (Sham) e foram
separados em dois grupos, sedentarios e submetidos a atividade fisica aerébica de baixa
intensidade (natacdo) por quatro semanas com 1 hora de duragédo, 5 dias na semana. A PA
foi mensurada durante as quatro semanas de treino tanto nos animais ativos como nos
sedentarios através do método de pletismografia de cauda. 30 dias apds as cirurgias, 0s
animais 2R1C e Sham (sedentérios e ativos) foram anestesiados com uretana (1,2 g/ kg,
ip), posicionados em aparelho estereotaxico para exposicao do bulbo e instrumentados
para registro da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). A sensibilidade
da bradicardia reflexa foi avaliada através da injecao (i.v.) de fenilefrina. Ao final dos
experimentos os animais eram sacrificados por decaptacdo e coletados cérebro, rins,
coracao e musculos. Uma parte destes 6rgaos era pesada (peso seco corrigido pela massa
corpérea do animal) e outra parte era enviada para analise histolégica.

Os valores de PA avaliados por pletismografia de cauda mostraram que a PA dos
ratos 2R1C sedentarios (105 + 2 mmHg, n=11) e 2R1C ativos (118 + 4 mmHg, n=17) foram
significativamente superiores aos dos animais Sham sedentéarios (93 £+ 3 mmHg, n=12) ja
na primeira semana apos a realizacdo das cirurgias (2R1C e Sham) e também durante a
segunda e terceira semanas seguintes. Na quarta semana ap0s a realiza¢do das cirurgias
os valores de PA dos animais hipertensos sedentarios (153 + 6 mmHg, n=11) e ativos (129
+ 4 mmHg, n=17) foram superiores aos apresentados pelos animais Sham sedentarios (103
+ 3 mmHg, n=12). Porém, no grupo 2R1C ocorreu uma reducdo significativa entre os

valores de PA no grupo ativo quando comparados aos animais hipertensos sedentarios.



O percentual de reducdo do rim clipado foi semelhante entre os ratos 2R1C
sedentarios (-27 £ 7 %, n=5) e os ratos 2R1C ativos (-39 + 9 %, n=8) e maiores em relacdo
aos animais Sham. A andlise histolégica das estruturas renais do rim esquerdo (clipado)
mostra que as alteracfes patoldgicas como esclerose glomerular e inflamagéo presentes no
grupo Sham sedentario foram reduzidas no grupo Sham ativo. Ja os ratos 2R1C ativos
apresentaram congestéo, degeneracéo tubular focal, fibrose, inflamacé&o e dilatacéo tubular,
reduzidos em relagéo ao grupo 2R1C sedentarios. Com relacdo a analise histoldgica do rim
direito (ndo-clipado), no grupo Sham ativo, foi observada reducdo da congestdo, esclerose
glomerular e inflamagédo e um aumento da degeneracdo tubular focal e dilatacdo tubular
guando comparado com os animais do grupo Sham sedentario. De forma semelhante, no
grupo 2R1C ativo houve aumento da degeneracdo tubular focal, esclerose glomerular e
inflamacéo e reducdo na congestdo e fibrose quando comparamos com os animais do
grupo 2R1C sedentéarios.

O peso seco do coragdo dos animais dos grupos 2R1C (sedentario e ativo) e Sham
ativo foram estatisticamente similares e maiores do que 0 peso seco do coragdo dos
animais Sham sedentarios. Porém, foi observado um aumento significativo do peso seco
dos ventriculos nos animais 2R1C sedentarios e ativos que nao ocorreu nos ratos Sham
ativos. A andlise histoldgica das estruturas cardiacas mostrou uma reducdo na
degeneracao dos cardiomidcitos e um espessamento excéntrico da parede ventricular nos
ratos Sham ativos quando comparados com os animais Sham sedentarios. No grupo 2R1C
ativo foi observada uma reducéo no espessamento da parede ventricular e vascular e uma
reducdo na fibrose e um aumento na degeneracdo e inflamac&o ventricular focal em
comparacéo aos ratos 2R1C sedentarios.

Os ratos 2R1C sedentarios apresentaram ingestao aumentada de agua até a quarta
semanas apoOs a cirurgia, sendo que atividade fisica reduziu esta ingestdo na quarta
semana da cirurgia (2R1C ativos). Ja, os animais do grupo Sham ativo apresentaram
ingestao aumentada de agua somente durante a primeira e segunda semanas de natacgao.
Os niveis séricos de uréia foram significativamente maiores nos animais ativos (Sham e
2R1C).

A PAM basal dos ratos 2R1C sedentarios (161 + 13,5 mmHg; n=5) foi
significativamente maior que a PAM basal dos ratos Sham sedentarios (105 *+ 4,3 mmHg;
n=6). O exercicio fisico reduziu significativamente a PAM no grupo 2R1C ativo (127 £ 6
mmHg; n=7) sendo que estes valores foram estatisticamente diferentes da PAM basal dos
ratos 2R1C sedentarios e Sham (sedentarios e ativos). Os valores basais de FC ndo foram
significativamente diferentes no grupo Sham ativo em comparacdo aos ratos Sham
sedentarios (400 = 13 bpm; n=6). Contudo, no grupo 2R1C ativo, a FC basal (375 + 8 bpm;



n=7) foi significativamente menor que a FC basal no grupo 2R1C sedentario (407 £ 12 bpm;
n=5).

A bradicardia reflexa nos ratos 2R1C sedentérios foi significativamente menor em
comparacdo aos ratos Sham sedentarios (0,36 + 0,07 ms/ mmHg, n=6). Ndo houve
diferenca significativa na bradicardia reflexa nos ratos Sham (ativos ou sedentérios). Ao
contrario, no grupo 2R1C ativo houve um aumento significativo na bradicardia reflexa (0,2 +
0,03 ms/ mmHg, n=7) em comparacao aos ratos 2R1C sedentarios (0,09 + 0,03 ms/ mmHg;
n=5). A sensibilidade barorreflexa no grupo 2R1C ativo foi similar ao grupo Sham ativo
(0,33 =+ 0,03 ms/ mmHg, n=7).

A Ang Il microinjetada na CVLM induziu uma diminui¢do significativa da PAM nos
grupos 2R1C similar a observada no grupo Sham (-13 £ 1 mmHg, n=6; ratos sedentarios e -
13 + 2 mmHg, n=7; ratos ativos). Surpreendentemente, o antagonista de receptores AT,
para Ang I, PD123319, na CVLM produziu efeito hipotensor nos ratos 2R1C sedentarios (-
10 £ 1 mmHg) significativamente diferentes em comparagédo a microinje¢dos de salina (-5 +
1 mmHg, n=5). De forma diferente, em ratos 2R1C ativos o efeito depressor do PD123319
na CVLM foi similar ao observado apds microinjecédo de salina. No grupo Sham (sedentério
e ativo) o efeito hipotensor produzido pelo PD123319 na CVLM foi similar ao efeito
produzido pela salina. O efeito hipotensor da Ang Il nha CVLM foi bloqueado pela
microinjecdo do PD123319 na CVLM em todos 0s grupos.

Os resultados de nosso estudo mostram que a atividade fisica aerébica de baixa
intensidade provoca uma diminuicdo na PAM basal, restaura a bradicardia barorreflexa e
nao altera a responsividade a Ang Il na CVLM em ratos com hipertensdo 2R1C. Nossos
dados, por outro lado, mostram alteracfes na responsividade do receptor AT, na CVLM que
parecem estar envolvidas nos efeitos cardiovasculares da atividade fisica de baixa
intensidade e importantes vias do SRA que podem participar na homeostase cardiovascular

e na adaptacao do exercicio fisico sobre a hipertenséo renovascular.



ABSTRACT

Low intensity physical activity has been used as a hon-pharmacological treatment for
hypertension. The caudal vetrolateral medulla (CVLM) represents the major tonic inhibitory
afferece to the rostral ventrolateral medulla (RVLM). Regarding hypertensive states, CVLM
neurons seem to be inefficient in counteracting the increased intrinsic pressor activity of the
RVLM neurons. The 2K1C renovascular hypertensive experimental model exhibit high
plasmatic levels of renin and angiotensin Il (Ang I). The present study aimed and evaluated
the involvement of the renin-angiotensin system (RAS) in the blood pressure (BP) control
mechanisms, in the sensitivity of the baroreflex bradycardia and in the reactivity of the
CVLM neurons to Ang Il (40 ng) and to the selective AT, receptor antagonist PD123319 (50
ng) in sedentary or trained normotensive or hypertensive (2K1C).

Fisher rats (weighting 150 to 200 g) were anesthetized by a mixture of Ketamine (50
mg/ Kg, i.p.) and xylazine (5 mg/ Kg, i.p.) for the placement of the silver clip around the left
renal artery or for Sham surgery and were separated in two groups: sedentary or low
intensity trained (swimming) one hour per day, five days per week, during four weeks. The
BP was measured in trained and sedentary animals every training day throught tail cuff
method. 30 days after the surgeries, the 2K1C and Sham animals (sedentary and trained)
were anesthetized with urethane (1.2 g/ Kg, i.p.), placed onto a stereotaxic apparatus, had
the medulla exposed and were intrumented for mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR) measurements. The baroreflex bradycardia sensitivity was assessed trough i.v. bolus
injection of phenylephrine. At the end of the experiments the animals underwent
decapitation and had the brain, kidneys and hearts collected. Some of these organs were
weightened (dry organ weight/ body weight) and another part was sent for histological
analisys.

The tail cuff method showed that the 2K1C sedentary (105 £+ 2 mmHg, n=11) and
2K1C trained group (118 + 4 mmHg, n=17) presented higher BP levels when compared to
the sedentary Sham group (93 £ 3 mmHg, n=12) after the first week after surgery and on the
second and third weeks as well. On the fourth week after surgeries the BP levels of the
sedentary hypertensive (153 £ 6 mmHg, n=11) and trained groups (129 + 4 mmHg, n=17)
were higher in comparison to the Sham sedentary group (103 £ 3 mmHg, n=12). However,
in the 2K1C group we observed a significative reduction in the BP levels of the trained group
in comparison to the trained hypertensive group. The percentage of mass reduction in the
clipped kidney were similar among 2K1C sedentary (-27 + 7 %, n=5) and 2K1C trained (-39
+ 9 %, n=8) groups and increased when compared to Sham groups. The histological
analisys showed that the pathological changes (such as glomerual sclerosis and

inflammation) of the clipped (left) kidney of Sham sedentary animals appear to be reduced
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in the Sham trained group. Meanwhile, the 2K1C trained rats presented congestion, tubular
focal degeneration, fibrosis, inflammation and tubular dilation reduced in comparison to the
sedentaries 2K1C rats. Regarding the histological analisys of the non-clipped kidney (right),
we observed reduced congestion, glomeruar sclerosis and inflamation and increased focal
tubular degeneration and tubular dilation in the Sham trained group in comparison to the
Sham sedentary group.

The dry heart weight from 2K1C animals (sedentary and trained) were statisticaly
similar and higher than the dry heart weight from sham sedentary animals. However, it was
observed an increased ventricular mass of the hearts of 2K1C sedentary and trained
animals that has not occurred to the ventricles of Sham trained animals. The histological
analisys of the cardiac structures showed a reduction in the cardiac muscle cells
degeneration and excentric ventricular wall thickening in sham trained in comparison to
sham sedentary animals. It was also observed that in the 2K1C trained group a reduction in
the ventricular and vascular wall thickening, a reduction in the fibrosis and increased focal
ventricular degeneration and inflammation when compared to 2K1C sedentary group.

Regarding water consumption, 2K1C sedentary animals presented an increased
ingestion until the fourth week after surgery; while the 2K1C trained animals reduced the
water ingestion in the fourth week after surgery. The Sham trained animals presented an
increased ingestion of water increased only during the first and second weeks of swimming.
The urea serum levels were significantly higher in trained animals (Sham and 2K1C).

The basal MAP levels of 2K1C sedentary group was significantly higher compared to
Sham sedentary group (161 = 13.5 mmHg; n=5 vs 105 + 4.3 mmHg; n=6, respectively). The
physical training significantly reduced the MAP levels of the 2K1C trained group (127 £ 6
mmHg; n=7) and these values were statisticaly different from 2K1C sedentary and Sham
(trained and sedentary) groups. The basal HR values of the Sham trained group (375 + 8
bpm; n=7) were not significantly different from the sham sedentary group (400 + 13 bpm;
n=6). Nevertheless, the basal HR of the 2K1C trained group were significantly reduced
when compared to 2K1C sedentary group (407 + 12 bpm; n=5).

The baroreflex bradycardia was significantly reduced in the 2K1C sedentary group in
comparison to the Sham sedentary group (0.36 £ 0.07 ms/ mmHg, n=6). There were no
significative differences in the baroreflex bradycardia among Sham (sedentary and trained)
groups. On the other hand, 2K1C trained group presented an increased baroreflex
bradycardia in comparison to 2K1C sedentary animals (0.2 + 0.03 ms/ mmHg, n=7 vs 0.09 +
0.03 ms/ mmHg; n=5, respectively). The baroreflex sensitivity measured in the 2K1C trained
group was similar to that observed in the 2K1C sedentary rats.

The microinjection of Ang Il into the CVLM was able to reduce the MAP of 2K1C

groups to the levels observed in the Sham groups (-13 + 1 mmHg, n=6; sedentary and -13 +

11



2 mmHg, n=7; trained). Surprisingly, the microinjection of the selective AT, receptor
antagonist, PD123319, into the CVLM produced a hypotensive effect in the 2K1C sedentary
group (-10 £ 1 mmHg), that was significantly different from the vehicle microinjections into
the same site (-5 + 1 mmHg, n=5). In a different fashion, 2K1C trained rats presented a
hypotensive effect in response to the PD123319 microinjection into the CVLM that was
similar to that observed after the saline microinjection. The hypotensive effect in response to
microinjection of Ang Il into the CVLM was blunted by the prior PD123319 microinjection
into the CVLM in all groups tested.

The results of the present study showed that low-intensity physical activity, that is
effective in reducing high BP and in restoring the sensitivity of the baroreflex bradycardia,
does not induce changes in the responsiveness to Ang Il at CVLM of normotensive or
hypertensive, 2K1C rats. Concerning the later results, on the order hand, changes in the
responsiveness to AT, related stimuli at the CVLM appears to be involved in the
cardiovascular effect of low-intensity physical activity and add new and significant insights
into RAS mechanisms involved in cardiovascular homeostasis and in its adaptation to

exercise in renovascular hypertension.
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1. INTRODUCAO

A hipertensédo arterial acomete milhares de pessoas no mundo todo e tem sido
explicada como sendo resultado da disfuncdo do controle da presséo arterial (PA). Esta
bem estabelecido na literatura que o exercicio fisico (EF) de baixa a moderada intensidade
produz bradicardia de repouso e diminui¢do da pressao arterial média (PAM) em ratos e
humanos hipertensos (ROMAN e cols., 1981; HAGBERG e cols., 1990; TIPTON e cols.,
1991; ARAKAWA, 1993; VERAS-SILVA e cols., 1997; NEGRAO e cols., 1999). Estes
estudos mostram que estas alteracdes cardiovasculares estao relacionadas a alteracdo do
tébnus autonémico induzido pelo EF, principalmente diminuicao da atividade simpéatica.

Da mesma forma que o sistema renina-angiotensina (SRA) atua modulando
respostas cardiovasculares e o equilibrio hidroeletrolitico, sua participacdo durante o
exercicio é relevante, uma vez que durante uma sessao de exercicio ou até mesmo apds o
treinamento fisico, sdo observadas varias alteracdes do sistema cardiovascular e da
homeostasia corporal. Na maioria dos modelos de hipertensédo, entre os quais estdo
incluidas a hipertensdo génica ou a hipertenséo renovascular 2R1C, apresentam aumento
da atividade do SRA (JUDY e cols., 1976; LUNDIN, e cols., 1984). O bulbo ventrolateral
(VLM) influencia a atividade intrinseca do nervo simpatico pré-motor espinhal e tem um
papel critico no controle da PA (BLESSING e cols., 1982; MURATANI e cols., 1993 e
DAMPNEY, 1994). As areas rostral (RVLM) e caudal (CVLM) do VLM, possuem acdes
pressoras e depressoras, respectivamente. Na hipertensdo parece haver um desequilibrio
entre a RVLM e a CVLM, ou seja, uma inabilidade dos neurbnios da CVLM em
contrabalancear o aparente aumento da atividade pressora intrinseca dos neurbnios da
RVLM em animais hipertensos (MURATANI e cols., 1993).

No presente estudo, investigamos o efeito da atividade fisica aerdbica de baixa
intensidade, natacdo, sobre parametros cardiovasculares em ratos com hipertenséo
renovascular 2R1C. Foi avaliada a pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC),
ingestao hidrica, o peso corporal dos animais, 0 peso seco, o percentual de reducéo e as
alteracdes histolégicas nos rins e do coracéo dos animais experimentais. Avaliamos ainda a
bradicardia reflexa, os niveis séricos de uréia e creatinina e o efeito da administracéo
venosa e da microinjecdo na CVLM de Ang Il, PD123319 e salina nos animais com

hipertensdo renovascular e normotensos.
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REVISAO DA LITERATURA

O sistema cardiovascular integra o corpo como uma unidade e proporciona aos
musculos ativos uma corrente continua de nutrientes e de oxigénio, de modo que pode ser
mantido um alto rendimento energético. Por outro lado, os produtos do metabolismo séo
removidos rapidamente pela circulacdo do local de maior gasto de energia.

O sistema cardiovascular € um sistema continuo que consiste em uma bomba, um
circuito de distribuicdo de alta pressédo, canais de permuta e um circuito de coleta e de
retorno de baixa presséo. A pressdo sanguinea no sistema arterial, ou presséo arterial (PA)
€ gerada e mantida pela integracdo entre a forca propulsora cardiaca, a capacidade de
dilatacéo elastica da aorta e a resisténcia ao fluxo do sangue exercida, predominantemente,
pelas arteriolas e artérias de calibre inferior a 200 um de diametro.

Assim, a relagdo direta entre o volume de sangue ejetado por minutos pelo coracédo,
débito cardiaco (DC) e a resisténcia vascular periférica (RVP) permite que esse sistema
dotado de uma bomba intermitente gere pressdes supra-atmosféricas permanentemente
gue oscilam entre um nivel maximo e um nivel minimo, sendo, portanto, de natureza pulsatil
(ASHTON, 2007).

A regulacéo da PA é uma das funcdes fisiol6gicas mais complexas, que depende de
acOes integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e endécrino. A hipertensao
arterial € uma desordem do nivel médio em que a PA é regulada. Embora tenha enorme
importancia clinica, uma vez que, cronicamente a pressao elevada acarreta danos ao
coracao, vasos sanguineos e rins, pelo menos, nos estagios iniciais da hipertensédo, nao
causa alteracbes evidentes na funcdo cardiovascular. A maioria das alteracdes
cardiovasculares provocadas pela hipertensdo é desencadeada por mecanismos
compensatoérios provocados diretamente pela pressao alta, como a hipertrofia ventricular e
vascular, ou indiretamente, devido ao dano vascular causado como a aterosclerose e
nefroesclerose. A investigagcdo da fisiopatologia da hipertenséo arterial, portanto, significa
entender os mecanismos de controle da PA normal e procurar as alteracfes sutis que
precedem ao aumento da pressao para niveis de hipertensao. Esses conhecimentos sao o
substrato essencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficientes,
visando a um controle mais homogéneo da PA em periodos de 24 horas. A regulacdo
efetiva da PAM é o resultado da atividade de sistemas de retroalimentacdo que operam em
curto e em longo prazo. O principal mecanismo de controle em curto prazo é
desempenhado pelos reflexos que sdo originados nos pressorreceptores arteriais e nos
receptores de estiramento da regido cardiopulmonar. Assim, com o diagnéstico e
tratamento da hipertensao arterial focados no nivel basal da pressdo sanguinea ocorre

grande reducdo da morbidade mortalidade da populacdo. Por outro lado, a variabilidade da
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PA, momento a momento, cujo controle é funcao do barorreflexo, é também de importante
significado clinico (CAMPAGNOLE-SANTOS e HAIBARA, 2001).

O tbnus simpatico basal e o barorreflexo sdo modulados primeiramente pelos
neurdnios do bulbo. O bulbo ventrolateral (VLM) influencia a atividade intrinseca dos
neurdnios pré-ganglionares simpaticos e tem um papel critico no controle da PA
(BLESSING e cols., 1982; MURATANI e cols., 1993 e DAMPNEY, 1994). As areas rostral e
caudal do VLM, RVLM e CVLM, respectivamente, possuem, papéis importantes no controle
central da PAM. A RVLM tem sido caracterizada como uma regido pressora e contém
neurdnios excitatérios que se projetam diretamente a regido preganglionar simpatica
motora na medula espinhal, enquanto a CVLM tem sido caracterizada como uma regido
depressora (GUERTZENSTEIN e SILVER, 1974; LOEWY e cols., 1981, ROSS e
cols.,1984a,b; GUYENET, 1990). Outros nucleos importantes no bulbo sdo os nlcleos
ambiguo (NA) e motor do vago, que contém corpos celulares das fibras parassimpaticas
vagais, desempenhando papel fundamental no controle da FC (NOSAKA e cols., 1972;
HOPKINS e ARMOUR, 1982).

As informacdes periféricas sao processadas e integradas no nicleo do trato solitario
(NTS) com sinais que chegam de outras regifes regulatérias como a medula, ponte,
diencéfalo e telencéfalo (FELDMAN e ELLEMBERGER, 1988). Varios estudos (GORDON,
1987, SMITH e BARRON, 1990 e AGARWAL e CALARESU, 1990 e 1991) mostraram a
existéncia de projecdo excitatoria do NTS para a regido CVLM, a qual promove uma
inibicAo sobre a regido simpato-excitatdéria, RVLM, através de uma via neuronal
ascendente. Existe uma conexdo entre a CVLM e o NA e motor do vago, permitindo que
essa area atue sobre a FC (NOSAKA e cals., 1972; HOPKINS e ARMOUR, 1982, HESPEL
e cols, 1988; CRAVO e cols., 1991 e SCHREIHOFER e cols, 2003).

A maioria dos modelos de hipertensao, entre os quais estéo incluidas a hipertenséo
génica ou a hipertensdo renovascular, apresentam aumento da atividade do sistema
nervoso simpatico (SNS) (JUDY e cols., 1976; LUNDIN, e cols., 1984). Na hipertenséo
parece haver um desequilibrio entre a RVLM e a CVLM, ou seja, uma inabilidade dos
neurdnios da CVLM em contrabalancear o aparente aumento da atividade pressora
intrinseca dos neurénios da RVLM em animais hipertensos (CARVALHO e cols., 2003).

McCUBBIN e colaboradores, 1956, foram pioneiros mostrando que 0s
barorreceptores se adaptam a um novo “set point” e exercem sua funcdo em niveis
mantidos de PA alta ou baixa. A seguir diversos trabalhos tém mostrado o processo de
deslocamento ou adaptacédo da faixa de funcionamento dos pressorreceptores para niveis
mais elevados de pressao nos hipertensos, em varias espécies e em diferentes formas de
hipertensdo (BRITTO e cols., 1997; NEGRAO e cols. 2001). Entretanto, nfo significa que

0s barorrecptores atuem do mesmo modo que na normotensdo. BRISTOW e
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colaboradores, 1969, mostraram que o controle barorreflexo da FC estava diminuido em
individuos hipertensos. Ainda se discute se a diminuicdo da sensibilidade barorreflexa é
causa ou conseqiiéncia da hipertensdo. A reducdo da sensibilidade barorreflexa pode
produzir aumento da labilidade da PA diante de diferentes atividades diarias interferindo na
funcao cardiovascular normal e podendo comprometer o funcionamento de diversos drgaos
em situacfes especiais.

Um aumento na sensibilidade do barorreflexo apés o treinamento fisico foi
observado em hipertensos (KRIEGER e cols., 1999). Em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR), no periodo posterior ao exercicio, foi observado aumento da bradicardia
barorreflexa enquanto que as respostas taquicardicas permaneceram inalteradas
(KRIEGER e cols., 1999). Foi observado também, um aumento na integridade vascular em
seres humanos apoés o exercicio (KRIEGER e cols., 1999), sugerindo que o “shear stress”
aumentado durante o exercicio fisico também aumenta a liberagcdo dos fatores endoteliais
(KRIEGER e cols., 1999). Todos estes mecanismos podem aumentar a sensibilidade das
aferéncias arteriais dos barorreceptores, aumentando, assim a sensibildade do
barorreflexo. MEDEIROS e cols., 2004, em um estudo com ratos Wistar treinados através
de natacdo, por 8 semanas, com uma carga de 5% do peso corporal, mostraram que o
aumento nas respostas bradicardicas nestes animais estavam associadas a um efeito
cardiaco vagal aumentado, sem alteracdes no efeito simpatico.

Além das rapidas respostas neurais (segundos), os pressorreceptores controlam
também a liberacdo de hormbnios que participam na manutencédo dos valores basais da
PA. Esses sistemas hormonais prolongam por minutos ou até mesmo horas as respostas
cardiovasculares comandadas pelos pressorreceptores. Entre estes sistemas 0 mais
amplamente estudado € o sistema renina angiotensina (SRA). Na regulacdo da PA pelo
SRA, diversos mecanismos controlam a liberagdo de renina pelo rim, sendo trés deles
considerados mais importantes.

O primeiro € o mecanismo barorreceptor renal que é desencadeado quando ocorre
modificacdo na pressdo da artéria renal. Uma reducdo na pressao de perfusao renal
aumenta a liberacdo de renina, enquanto um aumento na presséo de perfusédo renal diminui
a liberacdo de renina. Acredita-se que o gradiente de pressdo transmural € o mais
importante determinante da liberacdo de renina por este mecanismo. O segundo
mecanismo é desencadeado pelo SNS renal que estimula a liberacdo de renina quando
ocorre diminuicdo da PA renal e sistémica. Os nervos renais parecem controlar a liberacéo
de renina por acao direta sobre as células justaglomerulares, mediada pelos receptores
beta-adrenérgicos. O terceiro mecanismo de controle da liberacao da renina é o humoral
em que varias substancias estdo envolvidas incluindo vasopressina, prostaglandinas, Ang
I, dentre outras (DZAU, 1986).
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Um aumento da Ang Il plasmatica pode levar a diminuicdo da liberacdo de renina
através da estimulacéo da liberacédo de aldosterona e vasopressina e do aumento da PA
sisttmica, mecanismo chamado de retroalimentacdo negativa. A liberacdo de renina é
dependente da concentracdo de soédio no plasma. Uma reducdo na concentracao
intracelular de sodio, ao nivel da macula densa, estimula a liberacdo de renina na
circulacdo sistémica. Varias técnicas tém sido utilizadas na tentativa de analisar o papel
individual e a interacdo dos mecanismos envolvidos na liberagdo de renina (DZAU, 1986).
Dessa forma, tem sido proposto que o rim contém um SRA intrarenal que regula a
hemodinamica intrarenal, o balanco tubuloglomerular e a homeostasia de sal (DZAU, 1988).

Véarios modelos de hipertensao renal tém sido utilizados para elucidar a importancia
do SRA, na patogenia da hipertensdo arterial. A hipertensdo renal é produzida
experimentalmente através da estenose da artéria renal, perinefrite, compressao renal ou
coarctacdo da aorta nos animais com um ou dois rins. Nesses modelos de hipertenséo, o
aumento da PA é associado, ao menos inicialmente, com 0 aumento nos niveis plasmaticos
de renina e Ang Il (BRODY e cols., 1991).

O modelo de hipertensdo renal descrito inicialmente por GOLDBLATT e
colaboradores, 1934, pode ser produzido pela constricdo de uma artéria renal enquanto o
rim contra lateral € mantido intacto (hipertenséao renal 2 rins e 1 clipe de Goldblatt — 2R1C).
Com a constricdo da artéria renal comeca a ocorrer uma diminuicdo do fluxo sanguineo
para este 6rgao, deste modo, o rim em constricdo retém agua e sal. O SRA é o responsavel
pela fase inicial nesse tipo de hipertensdo (UNGER e cols., 1998; BRODY e cols., 1991). A
renina é fator dominante na manutencdo da hipertensdo 2R1C denominada renina-
dependente. Neste modelo de hipertensdao o aumento dos niveis de renina produzida pelo
rim isquémico também determina, no rim direito (ndo-clipado), retencdo de agua e sal
(NAVAR e cols., 1998).

No rato com hipertensdo de Goldblatt 2R1C, a atividade de renina plasmatica um
més apoés a constricdo da artéria renal esta aumentada, embora a renina plasmatica, nesse
modelo de hipertenséo, tenha uma ampla faixa de distribuicdo, podendo ser normal em
alguns ratos. Na hipertensdo de Goldblatt 2R1C, a concentragdo de renina no rim, cuja
artéria esta parcialmente ocluida, é 3 a 4 vezes maior que o normal dentro de uma semana,
enquanto no rim contralateral (ndo ocluido) os niveis de renina sédo quase indetectaveis. A
reducdo da pressao de perfusdo e do fluxo sanguineo renal imposto pela constricdo da
artéria renal é, certamente, o estimulo para o aumento da producdo de renina no rim
isquémico. O desenvolvimento da hipertensédo, com conseqiiente aumento da pressao de
perfusdo e do fluxo sanguineo renal, bem como o aumento de renina circulante, explica a
deplecdo de renina do rim normal (NAVAR e cols, 1998). A remocdo do rim normal na

hipertensdo de Goldblatt 2R1C leva a uma reducdo dos niveis de renina do rim
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parcialmente ocluido. Embora a razao para esse fato ndo seja totalmente compreendida,
talvez a remocao do rim normal reduza a excrecao de sodio e a eliminacdo de agua na
urina, levando a um aumento no volume do fluido extracelular, o que poderia influenciar os
niveis de renina do rim isquémico (NAVAR e cols, 1998).

A reversdo da hipertensdo de Goldblatt 2R1C pode ser obtida pela remocdo da
constricdo arterial ou pela retirada do rim com clipe. Quando o clipe ou o rim é removido em
ratos com hipertensao crénica (mais de 2 meses de duracdo), geralmente a PA nao se
reduz, pelo menos ndo até os niveis de normalidade. Entretanto, a remo¢do do rim
contralateral no animal hipertenso crénico 2R1C normaliza a PA, indicando que o rim
contralateral deva ser responsavel pela manutencédo da hipertensao (FAZAN e cols., 2001).

A idéia de que a hipertensdo de Goldblatt 2R1C em ratos evolui de uma maneira
triplice foi sugerida inicialmente por BROWN e colaboradores em 1979. A fase | é
caracterizada por aumento na PA, na atividade da renina plasmatica e nos niveis
circulantes de Ang Il imediatamente ap6s a constricdo da artéria renal. A retirada do clipe
renal ou a administracdo de um inibidor da ECA durante esta fase resulta em queda
imediata da concentracéo de Ang Il plasmatica e da PA. Em 2 a 4 semanas, a atividade da
renina plasmatica e os niveis de Ang Il tendem a cair para niveis semelhantes ao normal,
ao passo que a PA permanece elevada e continua a aumentar (MORTON e cols., 1983).
Este cenario é caracteristico da fase Il. Apesar dos niveis plasmaticos normais de renina e
Ang Il, a hipertensdo nesta fase ainda € angiotensina dependente, ja que a PA pode ser
completamente normalizada pelos inibidores da ECA (WALLACE e cols., 1984). Se a fase Il
nao for tratada por varios meses existe uma progressao gradual para a fase lll, na qual a
inibicdo do eixo renina angiotensina ndo € mais capaz de reverter completamente a PA.

A dissociacdo aparente entre a Ang Il circulante e a PA na fase Il em face da
continua dependéncia de angiotensina representa um interessante paradoxo, uma vez que
os inibidores da ECA sao efetivos no tratamento da hipertensdo. Diversas teorias tém
tentado responder esta questdao. Uma idéia é que os efeitos antihipertensivos dos inibidores
da ECA devem-se a a¢Oes farmacoldgicas dessas drogas que nao estdo relacionados com
a inibicdo da formacdo de Ang Il. Durante a inibicdo da ECA os niveis tissulares de
bradicinina aumentam, causando vasodilatacdo e subsequlente queda da PA. Esta idéia
tem sido testada repetidas vezes porém com resultados inconsistentes (BAO e cols., 1992).
Tem sido também sugerido que os inibidores da ECA reduzem a PA por aumentar a
producdo de prostanodides (prostaglandinas) vasodilatadores (SCHROR, 1992), através do
aumento da acdo do NO (GOLDSCHMIDT e cols., 1991) e por bloguear o influxo de calcio
na células da musculatura lisa vascular (ZHU e cols., 1993).

Outra possibilidade é que a fase Il da hipertensdo 2R1C seja a manifesta¢do do

aumento das ac8es pressoras da Ang Il circulantes. Esta bem documentado que a Ang Il
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plasmatica pode aumentar a PA através de 2 mecanismos distintos. Doses maiores desses
peptideos (>29 pmol/ kg/ min) aumentam a PA agudamente em segundos a minutos. Esse
€ o efeito pressor direto, ou rapido, da Ang Il. Esse efeito é causado principalmente pelas
acOes vasocontritoras desse peptideo. O outro mecanismo pelo qual a Ang Il aumenta a PA
€ o efeito pressor lento, que foi cacacterizado por DICKINSON e LAWRENCE em 1963,
esse fendmeno pelo qual a infusdo de baixas doses de Ang Il que ndo causam efeitos
pressores agudos, quando mantida ao longo de horas ou dias, produz hipertensdo
sustentada. O efeito pressor lento foi extensivamente mostrado por BROWN e
colaboradores, 1979, no qual ficou evidente que niveis de Ang Il plasmatica quase
indetectaveis podem induzir a hipertensdo crénica em ratos normais. E possivel que na
hipertensdo 2R1C, um ou ambos desses efeitos pressores podem estar aumentados e
portanto mantendo a PA elevada. Apesar da ocorréncia de alteracdes na estrutura vascular
dos ratos 2R1C causando aumento na reatividade dos vasos de resisténcia in vitro, estudos
anteriores (BROWN e cols., 1979) tém demonstrado que o efeito pressor rapido da Ang Il
nao esta aumentado na hipertensdo 2R1C. Todavia, a contribuicdo do efeito pressor lento
nesse modelo hipertensivo ainda n&o foi adequadamente estudado. Outros investigadores
(WALLACE e cols., 1984; SKULAN e cols., 1974; TEN BERG e cols., 1980) sugerem um
aumento na sensibilidade do mecanismo pressor lento da Ang Il em hipertensdo 2R1C.
Adicionalmente, MELARAGNO e cols., 1995 mostraram que a estenose da artéria renal
promoveu aumento da responsividade do efeito pressor lento da Ang Il em ratos. Estes
resultados sugerem que esta responsividade aumentada explique a aparente dissociacdo
entre a concentracao plasmatica de Ang Il e PA observadas na fase Il da hipertensédo 2R1C
em ratos, quando niveis plasmaticos normais desse peptideo sdo capazes de manter a
hipertensdo. Estudos adicionais sao necessarios para confirmar estes dados.

Em sua defini¢do classica, 0 SRA atua sobre a PA por meio da angiotensina Il (Ang
II), gerada na circulacdo em uma cascata enzimatica iniciada pela renina, que é secretada
pelas células justaglomerulares do rim constituido por células mioepiteliais diferenciadas
localizadas na macula densa, regido distal da arteriola aferente, proxima a porcao inicial do
tubulo distal (DZAU, 1986). A renina cliva o angiotensinogénio produzido no figado,
gerando o decapeptideo inativo Ang |, que da origem a Ang |l pela acdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) (IRIGOYEN e cols, 2001, NICKENIG e HARRISON,
2002a,b). Atualmente, considera-se que os efeitos biol6gicos do SRA sao decorrentes nédo
s6 da principal angiotensina desse sistema, a Ang Il, como também de outros fragmentos
ativos de angiotensina | e Ang Il, que possuem propriedades biol6gicas mais seletivas
(KHOSLA e cols, 1974; DZAU, 1988; SANTOS e cols, 1988; FERRARIO e cols, 1990a,b;
SANTOS e CAMPAGNOLE-SANTOS, 1994).
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Em uma visdo mais atual, considera-se que as acdes do SRA dependem em grande
parte dos produtos ativos carboxi-terminal da Ang Il, angiotensina Ill (Ang Ill), angiotensina
IV (Ang 1IV) e amino-terminal, angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] (SANTOS e cols, 1988;
FERRARIO e cols, 1990a,b; SANTOS e CAMPAGNOLE-SANTOS, 1994). As angiotensinas
destacam-se por terem um importante papel no controle da PAM e na homeostasia dos
fluidos e eletrolitos. A Ang I, como ja dito, € considerada a principal angiotensina desse
sistema por interagir com mudltiplos tecidos, incluindo o cértex adrenal, o miocardio, o
musculo liso vascular, o rim e o cérebro, e suas agcbes mais importantes estéo relacionadas
com a modulagcédo da frequéncia e contratilidade cardiaca, tdnus vascular, liberagdo de
aldosterona, filtracdo e reabsorcéo de sodio glomerular e secrecao de vasopressina, dentre
outras. Essas funcdes podem estar alteradas nas doencas vasculares como na hipertenséao
e aterosclerose. Além disso, a Ang Il promove o crescimento e a hipertrofia do musculo
cardiaco e musculo liso vascular.

THOMAS e QIAM, 2003, observaram que a Ang Il, que tem seus niveis aumentados
na hipertensao, é capaz de estimular o crescimento de células da musculatura lisa vascular,
cardiomiocitos e células renais e contribuir para a hipertrofia patolégica observada nos
vasos sanguineos, coracao e rins em associacdo com doencas cardiovasculares.

Ja esta estabelecido na literatura que a hipertensédo por si s6 e também os niveis
elevados de Ang Il circulante, caracteristico da hipertensédo 2R1C, sdo capazes de provocar
diversas alterac6es patolégicas, dentre as quais destacamos a degeneracéo, a inflamacéo,
a esclerose glomerular e a fibrose.

A degeneracdo é um processo patolégico regressivo da célula, no qual o citoplasma
apresenta-se mais acentuadamente lesado do que o ndcleo. Em conseqiiéncia da lesdo, ha
reducdo ou perda da funcdo celular. As degeneracdes também sdo designadas distrofias.
As lesbes degenerativas as vezes sao produzidas por fatores pouco agressivos e, por isso,
denominadas subletais, sendo de gravidade reduzida e, consequentemente, reversiveis
(AGUAS e NICKERSON, 1991).

A lesdo mais complexa que envolve todos os componentes do tecido € a inflamacéo,
gue se caracteriza por modificacdes locais da microcirculacéo e pela saida de células do
leito vascular, acompanhadas por lesdes celulares e do intersticio provocadas
principalmente por acao das células fagocitarias e das lesbes vasculares que acompanham
o processo. E uma reacdo secundaria que acompanha a maioria das lesdes iniciais
produzidas por diferentes agentes lesivos (HILGERS e cols., 2001).

A esclerose caracteriza-se por um aumento de tecido fibroso em varios érgaos e
tecidos, adquirindo especial relevancia as alteracdes vasculares. Os rins sdo acometidos
em cerca de 40% dos casos. Na esclerose glomerular, os tlbulos renais encontram-se

hipotréficos ou em necrose. No intersticio, existem edema, infiltrado inflamatério
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mononuclear focal e, posteriormente, fibrose. A etiopatogénese das lesbes renais é pouco
conhecida, sendo sugerido como causas a agressdao ao endotélio, aumento da
permeabilidade vascular e coagulacéo intravascular, ndo estando bem definido qual seria o
primeiro evento a ocorrer. A participacdo de imunocomplexos é admitida pela presenca de
imunoglobulinas e complemento nas paredes vasculares (HILGERS e cols., 2001).

As fibroses séo condi¢des caracterizadas por aumento do estroma conjuntivo de um
orgdo decorrente de cicatrizacdo normal ou exagerada ou de um processo reacional em
gue a producdo de matriz extracelular ndo esta relacionada com processo reparativo. Em
conseqiiéncia das modificacdes na arquitetura do 6rgéo e das alteracbes na funcdo das
células parenquimatosas pela fibrose, podem surgir transtornos funcionais importantes nos
locais acometidos. Nas hipertrofias decorrentes da hipertenséo arterial, a fribrose reacional
€ intensa e desproporcional a hipertrofia. O aumento da quantidade de fibras colagenas no
estroma é maior do que a hipertrofia celular, de modo que a relacdo entre a massa de
estroma e massa dos cardiomiécitos aumenta (HILGERS e cols., 2001).

A Ang Il exerce funcbes em oOrgdos-alvo distantes do local de sua producédo. Esse
conceito classico do SRA como um sistema exclusivamente circulante foi alterado.
Utilizando-se técnicas de biologia molecular, foi detectado e quantificado RNAm para renina
e angiotensinogénio em varios tecidos além do rim e do figado, que sao os locais classicos
da expressao génica dessas substancias (IRIGOYEN e cols., 2001). O SRA sistémico pode
afetar a producéo de Ang Il local por afetar a liberacdo de renina, ECA e angiotensinogénio
do plasma circulante para os tecidos (JOHNSTON, 1990), pois estes componentes podem,
sofrer endocitose e serem usados para sintese local da Ang Il. Em muitos tecidos é dificil
determinar a relativa contribuicdo do SRA local e sisttmico para producdo de Ang II.
Entretanto, o SRA cerebral tem sido considerado como tendo sua regulacdo independente
do SRA sistémico (PHILLIPS, 1987, UNGER e cols., 1988).

A existéncia de SRA tecidual tem sido evidenciada pela determinacéo de atividade
de renina e de seus substratos, e pela presenca da ECA, angiotensinas e receptores de
angiotensinas em multiplos tecidos, principalmente naqueles que estao envolvidos com a
homeostasia cardiorrenal e da PA, ou seja, rim, adrenal, cérebro, coracdo e vasos
sanguineos. Além disso, como jA mencionado, as técnicas de biologia molecular tém
claramente demonstrado que tanto a renina quanto o angiotensinogénio estdo presentes
em multiplos 6rgdos (CAMPBELL, 1987; DZAU, 1988; ALLEN e cols., 1998).

O SRA periférico e central parecem estar envolvidos no desenvolvimento e
manutencao de varias formas de hipertensao tais como: hipertensao essencial, hipertenséo
renal, hipertensdo neurogénica e hipertensao por mineralocorticéides e sal (FERRARIO e
cols., 1990a, b; BRODY e cols., 1991).
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Na hipertensdo renovascular o SRA tecidual esta ativado e os produtos desta
ativacdo agem de forma paracrina, sendo muitas vezes nao detectaveis no plasma
(KAGIYAMA e cols., 2001; SADJADI e cols., 2005). KAGIYAMA e colaboradores, 2001
mostraram que na hipertensdo 2R1C até 6 a 10 meses ap0s a implantacdo do clipe, a PA
mantinha-se elevada e que apesar dos niveis de Ang Il no plasma estarem reduzidos a
hipertensdo era sustentada pelo SRA central. Esses mesmos autores relataram, em ratos
transgénicos, que havia uma inibicdo permanente da sintese cérebro-especifica de
angiotensinogénio (AGT) e que ocorria uma reducdo da hipertensdo induzida pela
administracao de baixas doses de Ang Il. Além disso, relataram também um significativo
aumento nos niveis de Ang Il no hipotalamo, no nudcleo paraventricular (PVN) e na area
postrema em ratos com hipertensdo renovascuular. KOPP e colaboradores, 1989,
mostraram que ha evidéncias para sugerir que 0s mecanismos neurogénicos centrais e
periféricos interagem no desenvolvimento e na manutencdo da hipertensdo 2R1C. A
hipertensdo 2R1C pode ser mediada por mecanismos neurogénicos centrais e
angiotensina-dependentes que sdo influenciados pelo nervo renal aferente (MURATANI e
cols., 1993).

Os neurbnios da VLM sdo modulados por peptideos do SRA. Estudos prévios
(BLESSING e cols., 1982; DAMPNEY, 1994; AVERILL e cols., 2000; BECKER e cols.,
2005; ALZAMORA e cols., 2002 e 2006) mostraram que ha uma interacdo importante entre
os neurbnios de VLM e a Ang Il. A Ang Il microinjetada na RVLM e na CVLM age como um
agente excitatdrio, tanto em animais anestesiados (AVERILL e cols., 2000; MURATANI e
cols, 1993; SESOKO e cols., 1995; ALZAMORA e cols., 2002 e 2006) quanto em animais
acordados (FONTES e cols.1997, BECKER e cols., 2005).

Sesoko e colaboradores, 1995, mostraram que a Ang |l endégena na CVLM modula
o barorreflexo em ratos anestesiados normotensos Sprague-Dawley (SD). Neste estudo foi
observado a atividade simpatica do nervo renal (RSNA) em resposta as alteracdes
transitorias da PA induzidas por infusdes (i.v.) de fenilefrina (aumentos) e nitroglicerina
(diminuicbes), antes e depois de microinjecdes bilaterais de Sar*, Thr®-Ang Il, (antagonista
nao seletivo de receptor de angiotensina) na CVLM. O antagonista de angiotensina
aumentou a PAM e RSNA e também aumentou a sensibilidade do barorreflexo durante
infusGes de nitroglicerina. Ao contrario, a sensibilidade do barorreflexo examinada apds
infusdo com fenilefrina ndo foi alterada apds pré-tratamento com o antagonista de
angiotensina. Dessa forma, estes resultados sugerem que a Ang |l endégena da regido
CVLM exerce um papel modulatério no controle barorrreflexo da RSNA.

ALZAMORA e colaboradores, 2002, mostraram que o efeito hipotensor produzido
por microinjecdes de Ang Il na CVLM depende principalmente de mudancas no ténus

vascular adrenérgico, enquanto o efeito hipotensor de Ang-(1-7) pode envolver um diferente
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mecanismo através de uma via nitroxidérgica. Recentemente mostramos (ALZAMORA e
cols, 2006) que a microinjecdo desses peptideos na CVLM produziu hipotensao, que
também nao foi acompanhada por alteragdes significativas de FC e do DC, e induziu
alteracfes distintas sobre a modulagéo do controle reflexo da FC. Enquanto a Ang-(1-7) na
CVLM atenuou a bradicardia e facilitou a taquicardia barorreflexa a microinjecdo de Ang II
na CVLM produziu efeitos contrarios, ou seja, atenuou a taquicardia e melhorou a
bradicardia reflexas.

Vérios trabalhos (FERRARIO e cols, 1970; GUO e ABBOUD, 1984 e MATSUMURA
e cols, 1989) mostraram que a Ang Il diminui a sensibilidade do controle pressorreceptor.
Adicionalmente, estudos com ratos SHR jovens, mostraram que agentes anti-hipertensivos
podem atenuar o desenvolvimanto da hipertensdo arterial por promover uma restauracéo
da sensibilidade do reflexo pressorreceptor (KUMAGAI e cols., 1990 e 1996).

A Ang Il vem sendo estudada como um dos fatores determinantes ndao s6 no
desenvolvimento como na manutencao de diferentes tipos de hipertensdo. Além de sua
acdo direta sobre o musculo liso vascular (funcional e estrutural) e sobre a regulacédo do
volume sanguineo por meio da aldosterona, suas acdes central e periférica no controle da
atividade simpatica contribuem decisivamente para o processo hipertensivo (IRIGOYEN e
cols., 2001). Uma série de estudos sugere a participacdo da Ang Il cerebral no aumento da
atividade eferente vasoconstrictora observada em animais hipertensos (FALCON e cols,
1978; PHILLIPS e KIMURA, 1986; UNGER e cols., 1988; GYURKO e cols., 1993; WIELBO
e cols., 1995). A Ang Il age através de seus receptores do tipo | e tipo I, sendo
respectivamente denominados receptores AT; e AT,. Os receptores AT; sdo sensiveis ao
derivado imidazélico losartan (DUP 753) e os receptores AT,, insensiveis ao losartan,
porém sensiveis a CGP42112A, PD123177 e PD123319 (WITEBREAD e cols, 1989,
SPETH e KIM, 1990, BUMPUS e cols, 1991). Particularmente na RVLM, onde os neurénios
apresentam excitabilidade aumentada nos SHR (CHAN e cols, 1991), ocorre um aumento
da expresséo de receptores AT, (GUTKIND e cols., 1988).

Embora a Ang Il ligue-se aos subtipos de receptor tipo AT; e tipo AT,, € o receptor
AT, que media a maioria dos seus efeitos cardiovasculares que podem levar a hipertenséo,
incluindo o estresse oxidativo, a liberacdo de norepinefrina, a vasoconstricdo, a secrecdo
de aldosterona, a reabsorcdo de sédio renal, a estimulagdo simpatica, a liberacao de
vasopressina, a hipertrofia celular vascular e cardiaca e a proliferacao celular (NICKENIG e
HARRISON, 2002).

O receptor AT, é expresso em células musculares lisas, miocardio, pulmdes,
cérebro, rins, figado e glandulas adrenais. Embora o receptor AT, seja amplamente
expresso no periodo embrionario, sua expressdo em adultos é baixa e ocorre em certos

tecidos como no cérebro, medula das adrenais, rins, Utero e ovarios. Evidéncias indicam
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gue o receptor AT, participa de multiplas funcdes fisiolégicas, incluindo natriurese (LO e
cols., 1995), efeitos sobre a PA (TONY e PORTER, 1993 e HU e cols.,, 2002),
autorregulacdo do fluxo sanguineo cerebral (STROMBERG e cols., 1993) e apoptose.
Estudos mostraram elevacdo da PAM em camundongos deficientes de receptores AT.,
sugerindo um papel direto ou indireto dos receptores AT, no controle cardiovascular e/ ou
na homeostasia dos fluidos corporais (JOHREN e cols., 2004).

Existem duas espécies de receptores AT;, 0s ATia € AT Os receptores de ATia
tém um papel essencial no controle da PA, sendo, portanto, essenciais para o
desenvolvimento da hipertensdo 2R1C (CERVENKA e cols., 2002). Existem evidéncias de
gue ocorre um aumento na atividade da o6xido nitrico sintase (NOS) em modelos de
hipertensdo dependentes de Ang Il. O 6xido nitrico (NO) promove um efeito vasodilatador
importante que neutraliza as respostas pressoras da Ang Il, sendo que a hipétese mais
aceita € a de que exista um carater compensatdrio no aumento na atividade da NOS que
neutraliza parcialmente a influéncia vasoconstritora da Ang Il na hipertensao renovascular
de Goldblatt (dois rins e 1 clip, 2R1C). O aumento na atividade da NOS também poderia ser
atribuido aos altos niveis de PA que causa um “shear stress” endotelial aumentado, que é
um estimulo para a liberagdo de NO. Outra possibilidade seria um estimulo ao aumento na
producao de NO causado pela prépria Ang Il. Contudo, as vias que promovem a liberacéo
de NO pela Ang Il agindo em seus receptores angiotensinérgicos especificos, ATia € ATy,
ainda séo foco de diversos estudos.

Estudos anteriores (BLUNE e cols., 2001; CERVENKA e cols., 2002) sugerem que,
no modelo de hipertenséo renal 2R1C, o aumento na producdo de NO é dependente da
ativacdo do receptor AT,. Esses trabalhos rmostraram que a administracdo de agonista do
receptor AT, potencializou as a¢des antihipertensivas provocadas pelo bloqueio do receptor
AT; em SHR e diminuiu a PA em ratos normotensos. Além disso, o bloqueio do receptor
AT, alterou o curso da hipertensdo renal e os ratos “knockout” para o receptor AT,
apresentaram a PA basal ligeiramente mais elevada e uma maior sensibilidade a Ang Il, na
medida em que apresentavam respostas pressoras mais elevadas. Por outro lado, ha
também estudos que demonstraram que os receptores AT, ndo tém um papel importante
como mediadores de acdes vasodilatoras. Foi relatado que o bloqueio crbnico dos
receptores AT, ndo foi capaz de mudar o curso da hipertensdo em ratos infundidos com
Ang Il (CERVENKA e cols., 2002). Porém, em animais “knockout” para o receptor ATia a
infusdo de PD123319, pelo contrario, causou um significante aumento na PA dos animais,
mostrando que em situacdes especificas o receptor AT, pode participar da regulacdo aguda
da PA (CERVENKA e cols., 2002).
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Como ja mencionado anteriormente, a manutencdo da PA é essencial para
assegurar uma boa perfusdo e o bom funcionamento dos 6rgaos e tecidos. Entre os varios
mecanismos de controle que atuam no sistema cardiovascular a fim de manter constante a
PA ha os que atuam em longo prazo e os que atuam em curto prazo, envolvendo varios
sistemas fisiol6gicos: cardiovascular, renal, neural e enddcrino (SHEPHERD, 1982;
DAMPNEY, 1994). Sem correcdo, a hipertensao pode resultar em insuficiéncia cardiaca,
infarto do miocardio ou apoplexia (acidente vascular cerebral).

As doencas cardiovasculares como, a hipertenséo arterial, ttm sido a causa de
milhares de 6bitos de pessoas no mundo todo e por esta razdo varios estudos tém sido
desenvolvidos para tentar compreender melhor esta patologia.

Uma em cada trés a quatro pessoas tera uma PA anormalmente alta em algum
momento no transcorrer de suas vidas, essa doenca é prevalente entre 0s americanos
negros. Estima-se que um bilh&o de pessoas sejam hipertensas em todo mundo. Nos EUA,
esta doenca acomete cerca de 50 milhdes de individuos, isto é, 30% da populacédo (The
JNCV Report, 1993). Estudos no Brasil mostram taxas de 16,1% a 35,1% de prevaléncia
dependendo dos grupos étnicos e sociais estudados e dos parametros propostos para 0s
limites definidos de hipertensdo (FREITAS e cols., 2001). A HAS (hipertenséo arterial
sistémica) possui alto custo social sendo responsavel por 40% dos casos de aposentadoria
precoce e de absenteismo do trabalho em nosso meio (SABRY e cols., 2001).

Atualmente, os valores de referéncia para a classificagdo da HAS foram alterados,
individuos que apresentam PAS de 120 a 139 mmHg e/ou PAD de 80 a 89 mmHg séo
considerados como pré-hipertensos e ja passam a requerer modificacdes de estilo de vida
para prevenir o surgimento das doencas cardiovasculares (DCV) (The JNC VII Report,
2003). Porém, este tipo de classificacdo, por apenas niveis tencionais, é insuficiente para
se definir a hipertensdo e para se obter um diagnostico confiavel, sendo necessaria uma
analise global do paciente.

Sem duvida, a HAS é um importante fator de risco independente para DCV. As DCV
(s) séo descritas como uma entidade clinica multifatorial e consideradas uma sindrome
caracterizada por niveis tensionais elevados associados a alteracbes metabdlicas e
hormonais, ja que a regulacdo da pressao sanguinea € um processo altamente complexo,
influenciado por diversos sistemas fisiologicos (NEUTEL e SMITH, 1999).

Uma reducéo de apenas 2 mmHg na PAS pode reduzir as mortes por apoplexia em
6% e a enfermidade cardiaca em 4%. A PAM deve ser checada a intervalos periddicos,
pois a hipertensdo pode passar despercebida por varios anos. Entretanto, pode ser tratada
efetivamente com modificagdes no estilo de vida e por medica¢bes que reduzem o volume
liquido extracelular ou a resisténcia periférica ao fluxo sanguineo. Certas modificacdes

benéficas no estilo de vida, tais como uma dieta prudente, o controle de peso e o exercicio
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moderado realizado regularmente, sdo mais desejaveis que a abordagem farmacoldgica
para o tratamento da hipertensdo leve. Isso por causa dos possiveis efeitos colaterais
deletérios da terapia medicamentosa sobre outros fatores de risco para coronariopatia
(KAPLAN, 1990).

As pressodes sistdlica e diastolica podem ser reduzidas em aproximadamente 6 a 10
mmHg com o exercicio aerébico regular para muitos homens e mulheres até entéo
sedentarios, independente da idade. Esses resultados foram observados com individuo
normotensos e hipertensos, tanto em repouso quanto durante a realizacdo de um exercicio
(BAGLIVO e cols., 1990; URATA e cols., 1987). A pratica de exercicios fisicos regulares
contribui, com o passar do tempo, no controle da tendéncia de aumento da PA nos
individuos com risco de hipertensao (PAFFENBARGER e cols., 1991). Esse papel de
prevencdo é importante, pois até mesmo quando a PA elevada é normalizada, o risco em
relacéo a essa doenca continua sendo mais alto do que poderia ser se a pessoa nunca se
houvesse se tornado hipertensa.

Os efeitos do treinamento fisico sobre a PA sdo mais efetivos na maioria dos
pacientes com hipertensdo moderada ou “limitrofe” (HAGBERG e cols., 1989). CLAUSEN e
colaboradores, 1969, mostraram em um estudo realizado com homens de meia-idade com
coronariopatia, que a pressado sistélica média em repouso caiu em 6 mmHg apés 4 a 6
semanas de treinamento. Com niveis submaximos semelhantes de exercicio, a PAS caiu
18 mmHg, enquanto a PAD foi reduzida também em 13 mmHg. Consequentemente, o
exercicio reduziu a PA em aproximadamente 14% apos o treinamento. Achados
semelhantes foram observados para um grupo de hipertensos aparentemente sadios,
porém limitrofes, de 37 homens de meia-idade apds seis meses de exercicio (CHOQUETT
e cols., 1973). Para um grupo de homens e mulheres de 60 a 70 anos de idade vitimas de
hipertensdo, um programa de nove meses de exercicio aerébicos de baixa intensidade
conseguiu reduzir a PAS em 20 mmHg e a PAD em 12 mmHg (HAGBERG e cols., 1989).

Até mesmo quando o exercicio se revela ineficaz no sentido de normalizar a PA, o
treinamento aerdbico confere beneficios de saude independentes do efeito sobre a PA.
BLAIR e colaboradores, 1989, em estudos com individuos com hipertensdo e
aerobicamente aptos, apresentaram taxa de mortalidade 60% mais baixa que individuos
normotensos inaptos aerobicamente. A maior mortalidade associada com a PA elevada era
superada completamente pelo nivel de aptidao mais alto do individuo. Para as elevacdes
mais intensas e resistentes na PA, podera ser necessaria uma combinacao de dieta, perda
de peso, maior quantidade de exercicio e terapias farmacoldgicas.

O exercicio fisico (EF) que produz um aumento de tensao, especialmente durante a
fase concéntrica (de encurtamento) da contracdo muscular, comprime mecanicamente o

sistema arterial periférico. Isso acarreta uma reducdo persistente na perfusdo muscular
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(aumento drastico na RVP) que é diretamente proporcional ao percentual da capacidade de
forca maxima exercida. Consequentemente, a atividade do SNS, o DC e a PAM aumentam
drasticamente na tentativa de restaurar o fluxo sanguineo muscular (GAFFNEY e cols.,
1990). A magnitude da resposta esta relacionada diretamente a intensidade do esforgo e ao
tamanho da massa muscular envolvida (FRIEDMAN e cols., 1992).

E conhecido que os efeitos benéficos do EF dependem de mecanismos
hemodinamicos, autonémicos ou reflexos que regulam o sistema cardiovascular. Também
ja esta estabelecido que o EF de baixa intensidade produz bradicardia de repouso e
diminuicdo da PAM em ratos e humanos hipertensos (ROMAN e cols., 1981; HAGBERG e
cols., 1990; TIPTON e cols., 1991; ARAKAWA, 1993; VERAS-SILVA e cols., 1997;
NEGRAO e cols., 1999).

Os efeitos fisiolégicos do EF podem ser classificados em agudos imediatos, agudos
tardios e crbnicos. Os efeitos agudos imediatos sdo os que ocorrem nos periodos peri e
pés-imediato do EF, com elevacdo da FC, da PA, do volume sistélico, da ventilacédo
pulmonar, sudorese e diminuicdo da RPV. Ja os efeitos tardios acontecem no longo das
primeiras 24 ou 48 horas ap6s o EF. Podem ser identificados por uma discreta reducéo dos
niveis tensionais, especialmente nos hipertensos, e aumento da sensibilidade insulinica na
musculatura esquelética, além de expansdo do volume plasmatico e melhora da funcéo
endotelial. Por fim, os efeitos crbnicos, ou seja, as adaptacbes resultam da exposicdo
frequente e regular ao EF. Tém-se como efeito crénico do EF a bradicardia relativa de
repouso, o aumento do volume sanguineo, a hipertrofia muscular, a hipertrofia excéntrica
ventricular esquerda fisioldgica e o0 aumento do consumo maximo de O, (O'SULLIVAN e
BELL, 2000).

Estudos deixam poucas davidas com relacao ao efeito benéfico do exercicio fisico
crénico na hipertensdo arterial. Porém, estes beneficios dependem do tipo de EF, da
intensidade e da duracdo do mesmo, em animais e em humanos. Em geral, exercicios
isométricos produzem maiores aumentos de FC e de PA quando comparados aos
exercicios dinamicos (LAUGHIN, 1999).

Com relacao a duracdo do EF, estudos realizados por OVERTON e colaboradores,
1988, em ratos SHR revelaram que treinamentos de 20 a 40 min foram capazes de
provocar queda pressorica. Ja& em humanos a queda pressérica foi melhor observada em
treinos de 25 minutos de duracdo do que em treinamentos com duracao igual ou superior a
45 minutos. A relevancia clinica destes estudos se baseia no fato de que os niveis
pressoricos permaneciam abaixo dos niveis pressoricos de um dia controle por 24 horas
(efeito agudo do exercicio). Outra relevancia clinica é a aplicabilidade deste método
também em humanos, uma vez que o0s resultados ndo sao observados somente

experimentalmente.
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Com relacéo a intensidade, exercicios de baixa intesidade (50% do consumo de O,
de pico) provocaram diminuicdo significativa na PAS, PAD e média em SHR, entretanto os
Ativos com alta intensidade (85% de consumo de O, de pico) ndo tiveram o quadro de
hipertensdo modificado. Geralmente, exercicios de baixa a moderada intensidade e com
longa duracdo produzem maiores efeitos sobre a PAM de repouso (KRIEGER e cols.,
1999).

Um outro ponto de davida entre os pesquisadores era se durante o exercicio
ocorreria bradicardia reflexa, uma vez que era observado, na verdade, uma intensa
taquicardia o que poderia levantar a hipétese de desativacdo dos pressoreceptores arteriais
durante o EF. Porém, estudos com infusdo endovenosa de fenilefrina provocaram
diminuicdio na FC, mostrando que mesmo durante o EF ha funcionamento dos
pressorrecptores arteriais e que o treinamento melhorava a sensibilidade barorreflexa em
SHR (NEGRAO e cols., 2001).

No entanto, existem controvérsias a respeito do EF sobre os componentes do
barorreflexo. SILVA e colaboradores, 1997, mostraram, em ratos submetidos & atividade
fisica que o EF produziu aumento da sensibilidade para os dois componentes do
barorreflexo, para a bradicardia e taquicardia, retornando-os para valores préximos dos
normais. Por outro lado, BRUM e colaboradores, 2000, observaram apenas um aumento da
taquicardia barorreflexa sem alterar a bradicardia apdés o EF em ratos normotensos.
NEGRAO e colaboradores, 1993 sugerem que essas alteracdes diferenciadas na
sensibilidade barorreflexa possam ser explicadas por alteragdes no controle intrinseco da
frequéncia cardiaca, como modificagcbes no padrdo de descarga do nodo sino-atrial.

Os mecanismos que podem estar envolvidos no ganho na sensibilidade barorreceptora
nos animais hipertensos apés o EF sdo um aumento da complacéncia vascular adrtica
(KIRCHHEIM, 1976) ou ainda mudancas endoteliais produzidas pelo “shear estress”
durante o exercicio, que poderiam aumentar a liberacao de fatores endoteliais (CAMERON
e DART, 1994). Além disso, NEGRAO e cols, 2001, demonstraram gue em ratos SHR, o EF
melhora o controle barorreflexo, o que é decorrente de uma maior sensibilidade do nervo
depressor aértico.

A reducdo da PAM em animais e humanos hipertensos apés o EF, pode estar
relacionada a uma queda da RVP e/ ou a decréscimo do DC decorrente da bradicardia de
repouso apés o EF. Observacdes prévias (JENNINGS e cols., 1986; NEGRAO e cols.,
1992; KRIEGER e cols., 1999) demonstram que animais hipertensos submetidos a
condicionamento fisico com atividade fisica leve apresentam uma reducdo da PA
acompanhada de queda do inotropismo com repercusséo sobre o DC. Percebeu-se ainda

gue o treinamento de alta intensidade ndo alterava o DC.
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Durante o exercicio fisico aerébico, o aporte de sangue para a musculatura aumenta
para garantir o fornecimento de oxigénio e nutrientes para a contragdo muscular (SALTIN e
cols., 1998). Para suprir essa necessidade o sistema cardiovascular sofre alteracdes
importantes e imediatas. Esses ajustes cardiovasculares sdo mediados pela acdo imediata
do comando central, que diminui a atividade parassimpdatica para o coracdo (ROWELL e
cols., 1990) e pela contragdo muscular que ativa 0s mecanorreceptores e quimiorreceptores
musculares e articulares, aumentando a atividade nervosa simpatica para o coracdo
(O’SULLIVAN e cols., 2000). Em conjunto, esses mecanismos levam ao aumento da PAS,
da FC e do volume sistolico aumentando consequentemente o DC (ROWELL e cols., 1990).
Simultaneamente a producdo de metabdlitos e fatores dilatadores na musculatura
provocam dilatacdo dos vasos esqueléticos (SALTIN e cols., 1998 e O'SULLIVAN e cols.,
2000) reduzindo sobremaneira, a resisténcia vascular na musculatura para garantir o aporte
de sangue adequado para o musculo ativo. No entanto, essa intensa vasodilatacao é
compensada pela intensificagdo nervosa simpatica em regifes inativas e mesmo pelo
aumento dessa atividade na regido ativa, restringindo a vasodilatacdo excessiva e evitando
gueda demasiada da PA diastdlica (SALTIN e cols., 1998 e ROWELL e cols., 1990).
Porém, as alteracdoes neurais, metabdlicas e cardiovasculares mensionadas dependem da
intensidade do exercicio aerébio (SALTIN e cols., 1998 e ROWELL e cols., 1990).

Durante uma sessao de exercicio hd um aumento da concentracdo plasmatica de
Ang Il, a qual contribui para o efeito pressor do exercicio através de uma facilitacdo da
liberacéo de norepinefrina pelos neurbnios pos-ganglionares simpaticos (WARREN e cols.,
2001). Em adicdo, BRAITH e colaboradores, 1999, observaram que apoés treinamento fisico
as concentragdes plasmaticas de Ang Il, aldosterona, vasopressina e hormonio natriurético
atrial (ANP) diminuem durante o repouso em pacientes com insuficiéncia cardiaca. No
entanto no pico do exercicio ndo foi observada diminuicdo dos niveis plasmaticos desses
neuro-horménios. Estes dados indicam que o EF altera apenas a hiperatividade
neuroenddcrina associada a insuficiéncia cardiaca, sem alterar as respostas hormonais
durante a fase intensa do exercicio. Também em pacientes hipertensos o EF produz
diminuicédo da atividade nervosa muscular (WINDER e cols, 1982).

McARDLE e colaboradores, 1998, demonstraram que as adaptacdes
cardiovasculares produzidas pelo EF podem estar relacionadas a alteracdo da atividade
autonémica periférica, uma vez que ocorre uma diminuicdo do tbnus simpatico e um
aumento do tbnus vagal apds o treinamento. Além disso, esta reducdo do tdnus simpatico,
na verdade, normaliza este parametro em ratos hipertensos, permanecendo assim com
niveis de atividade simpatica semelhantes ao dos animais normotensos. Sendo assim, o EF
no rato hipertenso se presta a normalizar o tdnus simpatico no coracao e, em conseqiéncia

normalizar a FC de repouso, enquanto que no rato normotenso, em que ocorre a verdadeira
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bradicardia de repouso, o EF altera o funcionamento do marcapasso cardiaco (NEGRAO e
cols, 2001). Também foi demonstrado que a diminui¢do do tdnus simpatico sobre o coracéo
ocorre sem modificacdo do ténus vagal ou da FC intrinseca (NEGRAO e cols.,1992). Com
isso nota-se que os estudos realizados em varias espécies mostram-se contraditérios em
relacdo ao aumento da atividade vagal apoés o EF. De qualquer forma, oberva-se, em
humanos e ratos hipertensos, que o EF produz diminuicdo dos niveis circulantes de
norepinefrina (DUCAM e cols., 1985; GRASSI e cols., 1994).

Diante das consideracbes de que em animais e humanos hipertensos o0s
mecanismos de controle da PAM apresentam-se alterados e que o exercicio fisico é
eficiente em reduzir os altos niveis de PA, sobretudo na hipertenséo leve ou limitrofe, por
interferir na sensibilidade do barorreflexo e modular os efeitos pressores produzidos pelo
SRA. Considerando ainda que o modelo de hipertensdao renovascular de Goldblatt é
caracterizado por apresentar niveis elevados de Ang Il circulante que pode estar
relacionado a uma acao central de Ang Il sobre o SNS. Atentando também pra o fato de
ndo existirem dados na literatura referentes ao efeito da atividade fisica sobre a reatividade
neuronal da CVLM na hipertensédo renovascular 2R1C. Considendo sobretudo estudos de
Becker e cols, 2005, que mostraram que o EF é capaz de alterar a responsividade dos
neurdnios da RVLM, hipotetizamos que as alteracdes na atividade simpatica induzidas pelo
EF podem estar relacionadas também a uma alteracao da responsividade dos neurdnios da
CVLM a Ang Il. Para testar esta hipétese, no presente estudo, nos avaliamos a participacao
do SRA no controle da PA, na sensibilidade da bradicardia barorreflexa e na reatividade da
CVLM a Ang Il e ao antagonista do receptor AT, em ratos com hipertenséo renovascular
sedentarios ou ativos, uma vez que dados ndo publicados de nosso laboratdrio revelaram

gue ndo ha alteracéo na reatividade da CVLM ao antagonista de receptor AT;.
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OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar o efeito da atividade fisica sobre os diferentes parametros cardiovasculares

em ratos com hipertenséo renovascular (2R1C, modelo de Goldblatt, 30 dias).

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da natacdo sobre a PA e FC, em ratos Fischer normotensos e com
hipertensado renal 2R1C sedentarios e submetidos a atividade fisica.

Avaliar a sensibilidade da bradicardia reflexa em ratos Fischer normotensos e com
hipertensado renal 2R1C sedentarios e ativos.

Avaliar as alteragcdes no peso do coracao e rins e perfil plasmatico de uréia e
creatinina em ratos normotensos e com hipertensédo 2R1C sedentarios e ativos.
Avaliar o efeito da natagdo sobre o ganho de peso e a ingestdo hidrica em ratos
normotensos e com hipertensdo 2R1C sedentarios e ativos.

Avaliar através de analises histolégicas alteracdes na morfologia cardiaca e renal
em ratos normotensos e com hipertensao renal, sedentarios e ativos.

Avaliar o efeito da administragcédo intravenosa e de microinjecfes de de Ang Il e de
seu antagonista de receptor AT,, PD 123319 na CVLM em ratos Fischer
normotensos e com hipertensao renal 2R1C sedentarios e ativos.

Avaliar o efeito do bloqueio de receptores AT, na CVLM pelo PA123319 apls

microinjecdes sucessivas de Ang Il na CVLM.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais
Foram utilizados neste estudo ratos Fischer machos, pesando entre 150 e 200g,
provenientes do Laboratério de Nutricio Experimental da Escola de Nutricdo da

Universidade Federal de Ouro Preto.

3.2. Cirurgia para o Desenvolvimento da Hipertenséo Renovascular
Para producéo da hipertensao arterial foi utilizado o método descrito por GOLDBLATT

e cols., 1934, denominado 2 rins 1 clip, (2R1C). Os ratos (150 — 200g) foram submetidos a
jejum de 24 horas, com livre acesso a agua. No dia da cirurgia, sob anestesia produzida
pela solucéo de cetamina e xilazina (50 mg/ kg e 5 mg/ kg, ip, respectivamente) os animais
foram colocados em decubito dorsal em uma prancha cirlirgica, e submetidos a tricotomia e
assepsia da regido abdominal. Em seguida foi feita uma incisdo mediana de 4 a 6 cm
abaixo do processo xiféide. Foram colocados retratores bilateralmente na incisdo cirlrgica e
as alcas intestinais foram deslocadas, em seguida a artéria renal esquerda foi isolada com
o auxilio de pincas e cotonetes. Um clip de prata 950 (que contém 5% de liga de cobre e
apresenta 6timo grau de dureza) apresentando 8 mm de comprimento e 2 mm de largura,
em forma de U, cuja abertura havia sido previamente fixada através do uso de um
calibrador, era colocado ao redor da artéria renal. O grau de constriccao do clip escolhido
era de 0,20 mm de diametro interno, de acordo com BRITTO e cols., 1997, que mostraram
gue este grau de constriccdo proporcionava maior indice de obtencdo de PA > 130 mmHg
(nivel de pressédo escolhida para selecionar ao animais hipertensos). A Figura 1, abaixo,

ilustra 0 momento da implantacéo do clip.
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Adaptado de Navar e cols., 1998.

Figura 1 — Figura ilustrativa da cirurgia para producéo da hipertensédo 2R1C.
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Outro grupo de animais foi submetido a cirurgia ficticia (Sham), que consistia na
realizacdo de todos os procedimentos acima, exceto a colocacgéo do clip de prata em torno
da artéria renal. Estes animais, Sham, foram utilizados como controle (normotensos).

Em todos os animais o abdémen foi suturado com pontos continuos, envolvendo a
camada muscular e a pele. Ao final dos procedimentos cirdrgicos, em todos os animais era
administrado antibiético (0,01 ml/ 100 g do peso corporal) (pentabiético veterinario/ FORT
DODGE).

3.3. Exercicio Fisico
Apés 4 dias da cirurgia, os ratos 2R1C e Sham, com livre acesso a agua e comida,

foram separados em dois grupos experimentais, sedentarios e submetidos a atividade fisica
aerébica de baixa intensidade (natacéo livre sem carga). A tividade era realizada 5 vezes
por semana durante quatro semanas. No primeiro dia a duracdo da sessédo era de 20
minutos, no segundo dia 40 minutos, e a partir do terceiro dia 0os animais nadavam 60
minutos até completarem 20 sessdes de exercicios. A Figura 2, abaixo, ilustra o protocolo
de atividade fisica utilizada.

Animais Utilizados

A[BJCIDJEJF[G[H[IJJIJL[M]N]

40] 20 [ Tempo de treino (min) ]
60| 40| 20
60| 60| 40| 20
60[ 60| 60| 40| 20
60]60] 60| 60| 40] 20
60]60]| 60| 60| 60] 40| 20
60[60| 60| 60) 60 60| 40| 20
60[60]60|60)60[60] 60| 40| 20|
60[60]60|60]60]|60]60|60] 40| 20
60]60]60] 60| 60| 60| 60]60] 40{ 20|
60[60]60|60)60[{60]60|60]60]60] 40| 20
60[60]60|60)60[{60]60|60]60]60] 60| 40| 20|
60]60]60]60|60[60|60]60]60f60]|60[ 40
60[60|60|60)60[{60]|60|60]|60]|60]60]|60|60
60[60]60|60]60[60]60|60]60]60]60]|60|60
60[60]60|60]60[60]60|60]60]60]60]|60|60
60[60|60|60)60[{60]|60|60]|60]|60]60]|60|60
60[60]60|60]60[60]60|60]60]60]60]|60|60
60[60]60|60]60[60]60|60]60]60]60]|60|60
20 60]60|60]60|60]60|60]60]|60]60]|60|60
60| 60]60]60] 60| 60]|60|60]60|60] 60
60| 60]60|60)60[60]60|60]60(60

| Dias de Treino |

o|~|o|o|s|w|n|-

o|o|~N|o|u|s|w|n|-
©

o|~N|o|o|s|w|N]-

o|~|o|o|s|w|N]-
=
o

©
[N
o
N
=
@
o

©
=
o

11
12

[%=] [o=] EN] [<Y (1 EN [&) IS 12
=
N

o|~N|o|o|s|w]|N]-

[N
o
P
=

o|~|o|o|s|w|N]-
=
w

©
=
o
P
=
=
N
=
w
=
N
[}
o

14
15
16
17
18

©
=
o
P
=
=
N
=
w
=
o

o|o|~N|o|als|w|v |-
N
)

o|~N|o|u|s|w]|N|-

[N
o
P
=
P
N
=
w
=
N

o|~|o|o|s|w|n]-

©
=
o
P
=
P
N
=
w
=
N
=
o
P
~

©
=
o
P
=
=
N
=
w
I
o
=
o
=
2
=
©

o|~N|o|u|slwN|-
o|o|~N|o|als|w|v]-

[N
o
P
=
P
N
=
w
=
N
=
0
=
2
P
~
=
©

o|~|o|o|s|w|N|-

©
=
o
P
=
=
N
=
w
=
N
=
o
=
2
=
~
=
©
=
©
n
=]

©
=
o
P
=
=
N
=
w
I
o
=
o
I
2
=
~
=
©
=
©

[N
o
P
=
P
N
=
w
=
N
=
0
=
2
=
~
B
©
=
©
n
=]

N
=
N
N
[N
w
N
o
N
ol
[N
)
i
]
N
©
[N
©
N
o

12| 13[14[ 15| 16| 17| 18] 19| 20 60[ 60| 60] 60] 60] 60] 60] 60] 60
13[14[15[16] 17| 18] 19| 20 60[ 60[ 60] 60| 60| 60] 60] 60
14] 15[ 16] 17| 18] 19] 20 60[ 60[ 60| 60| 60] 60] 60
15[ 16] 17| 18] 19] 20 60[ 60| 60| 60] 60] 60
6] 17] 18] 19] 20 60[ 60[ 60[ 60] 60
17] 18] 19]20 60[ 60[ 60 60
18] 19] 20 60[ 60 60
19]20 60[ 60
20 [60]

Figura 2 — Figura ilustrativa do protocolo de atividade fisica utilizada: as letras
indicam os animais utilizados. Note que cada animal se exercitava inicialmente por

20 min., no segundo dia por 40 min. e do terceiro ao vigésimo dia por 60 min.
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O exercicio era realizado em tanques coletivos de 38 por 60 cm de largura e 50 cm
de profundidade, a temperatura da agua era mantida em 30 £ 2°C, através do uso de um
termostato. Os exercicios foram realizados simultaneamente em dois tanques com

capacidade para cinco ratos cada um.

3.4. Avaliacao Indireta da PA Através de Pletismografia de Cauda
A avaliacdo da PA por pletismografia de cauda iniciou-se a partir da primeira

semana apo6s a cirurgia, tanto nos ratos sedentarios quanto nos ratos ativos. Estas medidas
foram realizadas por quatro semanas.

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

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

) Coluna de mercurio
Coluna de agua

Manguito de borracha
gue comprime a
cauda do animal

Sistema de seringas para

controle da pressao 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 contendo uma lampada de 150 watts para promover uma dilatagédo
da artéria da cauda e facilitar a medida da PA. A seguir, os animais eram colocados em um
sistema de contensdo para proceder a medida. Neste sistema de contencdo somente a

cauda do animal era mantida exteriorizada, comprimia-se a cauda com o manguito de
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borracha e insuflava-se 0 manguito da coluna de merclrio. Em seguida, a pressdo na
coluna liquida era reduzida e o nivel do liquido na coluna mantido a aproximadamente 10
cm de altura da cauda do animal. Posteriormente, a presséao no manémetro de mercurio era
reduzida lentamente ao mesmo tempo em que se observava alteracdo no nivel do liquido
na coluna do pletismdgrafo, o que ocorria em fungédo do aumento do volume de sangue na
cauda. Neste mesmo instante era realizada a leitura da presséo na coluna de mercurio que

correspondia a PAM do animal.

3.5. Avaliacéo do Peso Corporal
O peso corporal dos animais foi verificado semanalmente, no mesmo dia em que era

mensurada a PA por pletismografia de cauda.

3.6. Avaliacdo da Ingestdo Hidrica
A ingestdo hidrica de 24 horas era verificada anotando-se o volume de agua

presente no recipiente para fornecimento de agua (bebedouro) colocada em cada gaiola
contendo os animais e, subtraindo deste volume, o restante, vinte e quatro horas depois.
Como geralmente ficavam de quatro a cinco animais em cada gaiola foi feita uma média de

ingestao hidrica entre os animais. A ingestéo hidrica foi medida 2 vezes por semana.

3.7. Confeccéo 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 canulas era preenchido com uma solugdo salina (NaCl, 0,9%) e a

extremidade livre de PE 50 era fechada com um oclusor metalico.

3.8. Procedimentos Cirurgicos

3.8.1. Anestesia:
Apés 30 dias da cirurgia, os animais 2R1C e Sham (sedentarios e ativos) eram

anestesiados com uretana (1,2 g/ kg, ip). Todos os procedimentos cirargicos e avaliacées

cardiovasculares diretas foram realizados com os ratos anestesiados.
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3.8.2. Traqueostomia:
Os animais foram colocados em uma mesa cirdrgica em decubito dorsal e

submetidos a uma incisdo mediana na regido cervical anterior. A musculatura era
divisionada e a traquéia exposta. Em seguida uma canula de polietieno (PE 90) era

introduzida na traquéia com a finalidade de manter as vias aéreas patentes.

3.8.3. Canulacéo e Isolamento de Artéria e Veia Femorais:
Para registro dos parametros cardiovasculares realizava-se uma pequena inciséo na

pele, separando a musculatura para localizacdo do feixe vasculo-nervoso femoral.  As
canulas foram introduzidas na aorta abdominal, via artéria femoral e na veia cava inferior
através da veia femoral, para administracdo de drogas. A seguir, as mesmas eram

amarradas junto ao feixe com fio cirGrgico.

3.8.4. Exposicéo do Bulbo para Realizag&o de Microinje¢cdes na CVLM:
Apés a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos relacionados acima, os animais

eram colocados em decubito ventral em um aparelho estereotaxico (David Kopf modelo DKI
900). A cabeca do animal era fixada com uma inclinacdo de aproximadamente 45° (-11
mm) com o auxilio das barras auriculares e peca bucal do aparelho. Era 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 aracndidea) para exposicdo da superficie dorsal do tronco

cerebral.

3.9. Registro Direto da PAM e FC
A avaliacdo dos diferentes parametros cardiovasculares (PAM, FC e sensibilidade

do barorreflexo) foi realizada através do registro direto da PA nos animais anestesiados
com uretana (1,2 g/ kg, iv) acoplados ao sistema computadorizado de aquisi¢do de dados
(Powerlab).

A presséo arterial era monitorada por um transdutor de pressdo modelo Gould conectado
a um amplificador (PM-1000, CWE). O sinal de pressao arterial pulsatil era derivado para
um cardiotacémetro (PM-1000,CWE) para se obter a FC. A pressao arterial pulsatil e FC
eram continuamente amostradas por um sistema de conversdo analdgico/ digital de 12 bits
(Powerlab 4/ 20) a uma freqiiéncia de 800 Hz e armazenados em disco rigido (PC).
Posteriormente, o sinal era processado por um software (Powerlab 4/ 20) para se obter a

PAM, as caracteristicas temporais e as alteracdes maximas dos parametros desejados.
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Simultaneamente, a PAM e FC eram calculados a partir de pulsos de PA. Essas variaveis
eram apresentadas simultaneamente em canais diferentes do monitor e armazenadas em

disco rigido do computador.

3.10. Avaliacdo da Sensibilidade da Bradicardia Baroreflexa
A sensibilidade da bradicardia reflexa foi avaliada relacionando-se as alteracoes reflexas

de FC induzidas por alteracdes transitérias da PAM. Para produzir alteracdes da PAM, os
animais eram submetidos a inje¢8es (em bolus) endovenosas (0,1 ml) de doses crescentes
de fenilefrina que variavam de 0,5 a 40,0 ug, 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 injeces, para permitir gue a PAM e FC retornassem aos
valores basais.

O pico das mudancas na FC ocorriam durante os primeiros 5-10 segundos e
correspondiam a maxima alteracdo na PAM produzidas pela fenilefrina. A FC foi convertida
em intervalo de pulso (IP, ms) através da férmula: 60.000/ FC (Figura 4). O melhor ajuste
da regressao linear foi extraido da média + EPM para alteracdes de PAM e FC para cada
dose de fenilefrina para cada animal. A curva de regresséo linear foi usada como um indice

de sensibilidade barorreflexa (ganho barorreflexo).

Teste Barorreflexo

PAM [\ I\ '\
(mmHg) ......

FC
(beats/min) | Al Ve '\/""'\ 7
Fenilefrina
(1-20 pg/kg)
FC convertida em Intervalo de Pulso indice da Sensibilidade do Barorreflexo
AIP - 60000 _ 60000 indice = Al

(ms) FC, FC, (ms/ mmHg) APAM

Figura 4 — Descri¢éo das formulas utilizadas para a obtencédo do indice de
Sensibilidade do Barorreflexo.
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3.11. Procedimentos de Microinje¢des na Superficie Ventrolateral Caudal
As microinjec6es eram feitas através de micropipeta de vidro, devidamente fixada ao

micromanipulador do estereotaxico. As microinje¢cdes foram realizadas pela presséo 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 microinjecdo de peptideos, o
mesmo volume de veiculo (NaCl 0,9%) era injetado no local da microinjecéo.
Microinjecdes unilaterais de Ang Il (100 nL de uma solugéo 380 uM), PD123319 (100 nL de
uma solucédo 678 uM) e salina (100 nl) foram efetuadas na area caudal na CVLM, tendo o
Obex 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 6ébex; 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 microinjecdes, sendo: A =

microinjecdo de Ang Il; B = microinjecdo de PD123319 e C = microinje¢éo de salina.

Figura 5 — Demonstragéo do local de realizagdo das microinjec6es na CVLM.

3.12. InjegOes Intravenosas de Drogas em Ratos Anestesiados
Realizados o0s procedimentos de microinjecbes na CVLM procedia-se a

administracao intravenosa de Ang Il (0,05 ml de uma solugdo 240 uM) antes e apds a
injecdo do antagonista de receptor AT,, PD123319, (0,05 ml de uma solugdo 570 pM) a fim

de avaliar o efeito periférico das mesmas sobre o sistema cardiovascular. Como o volume
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da injecdo de Ang Il e PD123319 era muito pequeno e fatalmente esses peptideos iriam
atingir somente a canula e ndo a corrente sanguinea do animal, imediatamente injetdvamos
0,05 ml de salina (NaCl 0,9%) para garantirmos que esses peptideos teriam acesso a

circulacao.

3.13 Coleta de Org&os e Amostras de Tecidos
Ao término dos experimentos os animais eram sacrificados por decaptacéo,

submetidos a uma laparotomia mediana para resseccao dos tecidos. Foram coletados rins,
coracao, musculo séleo, parte do musculo biceps e cérebro. Durante o primeiro ano de
trabalho os 6rgaos eram retirados, pesados (peso umido) e colocados na estufa para que
fosse avaliado o peso seco dos mesmos. Ja no segundo ano de trabalho, os 6rgédos eram
retirados, colocados em formol a 10% e conservados em recipientes protegidos da luz.
Este material era utilizado para analise histoldgica. A Figura 6 mostra fotos do musculo
séleo (Painel B) e do musculo biceps (Painel D) respectivamente, no momento da retidada;
pata traseira (Painel A) e pata dianteira (Painel C).

(A) Pata Traseira (B) Masculo Séleo

(C) Pata Dianteira (D) Musculo Biceps

Figura 6 — Fotos ilustrativas do momento da retirada dos musculos séleo e biceps.
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3.14. Coletade Plasma
Em outro grupos de animais 2R1C e Sham, sedentarios e ativos, apés 4 semanas

das cirurgias (2R1C ou Sham) os animais foram decaptados, sem anestesia e amostras de
sangue foram coletadas em tubos de polietileno (eppendorf) contendo heparina sédica
(25.000 Ul/ 5 mL - Roche) 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 0

plasma rapidamente separado e estocado a -20°C até o processamento das amostras.

3.15. Dosagens de Creatinina
Com a intencao de avaliarmos a funcgéo renal e também as alteragdes bioquimicas

provocadas pelo exercicio fisico foram realizadas dosagens de creatinina.

A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solucdo 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 decomposicdo 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 homogeneizacdo do plasma e
dos reagentes, fez-se a incubacdo destes em banho-maria a 37°C por 10 minutos. A leitura
foi realizada em espectofotbmetro a 510 nm determinando-se a absorbancia A;.
Adicionou-se 50ul de acidificante e ap6s 5 minutos em temperatura ambiente, determinou-
se a absorbéancia A, em espectofotdmetro a 510nm.

Para a obtencéo da concentracéo, subtraiu-se da absorbéancia A, da A; utilizando-se
um padréo de creatinina de 4mg/dl. (TONKS, 1972).

3.16. Dosagens de Uréia
Na intencdo de usar a uréia como marcador bioldgico de intensidade de treinamento

fisico, foi realizada a dosagem de uréia plasmatica de ratos hipertensos e normotensos,
sedentarios e ativos. A uréia é hidrolisada pela urease a ions de aménia e CO,. Em meio
alcalino, os ions amdnia reagem a salicitato e hipoclorito de sodio, sob a acdo catalisadora
do nitroprussiato de sodio, para formar o azul de indofenol. A absorbéncia do complexo azul
formado, medida em 600nm, é diretamente proporcional a concentracdo de uréia na
amostra. (TONKS, 1972).
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Foram retirados 10 pl de plasma que foram adicionados a 1000 pl de urease
tamponada e homogeneizados. Esta mistura era levada ao banho-maria a 37°C por 5
minutos. A leitura era realizada em espectofotometro a 600 nm. Para se obter a

concentracdo da amostra, utilizou-se um padrdo de 70mg/ dl (TONKS, 1972).

3.17. Drogas Utlilizadas

3.17.1.Anestésicos:
Quetamina - Syntec do Brasil Ltda

Xilazina - Divisdo Vetbrands Saude Animal

Uretana - Sigma Chemical Co, St, Louis, USA

3.17.2.Demais drogas:
Angiotensina Il — Bachem (Torance, USA) ou Peninsula Laborat6rios (Belmont,

USA)
PD123319 — Bachem (Torance, USA) ou Peninsula Laboratérios (Belmont, USA)
Phenilefrina Hidroxycloride - Sigma Chemical Co, St, Louis, USA

3.18 Preparo de Solucgdes
O agonista adrenérgico, L-Fenilefrina (sal cloridrato), foi preparado em solucdes de

sete concentracdes diferentes (0,5 pg/ ml; 1,0 pg/ ml; 2,5 ug/ ml; 5,0 ug/ ml; 10 ug/ mi, 20
ug/ ml e 50 pug/ ml). Estas solugbes foram aliquotadas em tubos de polietileno Eppendorf e
permaneceram congeladas até o momento do uso.

Os peptideos, Ang Il e PD 123319 eram dissolvidos em solucéo salina (NaCl 0,9%)
na concentragdo de 2 mg/ ml e 3,2 mg/ ml, respectivamente, e aliquotadas em 10 pl em
tubos eppendorf e mantidos a - 20°C (solugéo estoque). No dia do experimento a solucéo
final de uso era preparada a partir da solucdo estoque pela adi¢édo de 40 pl de salina estéril.
A dose dos pepitideos 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).

50



3.19. Verificacdo Histolégica
Ao final de cada experimento, 0os animais eram sacrificados por decaptacdo e o

cérebro era removido e acondicionado em recipiente protegido da luz contendo solugéo de
formol a 10%.

Em seguida foram feitos cortes seriados de 50 um de espessura do bulbo utilizando-
se um criostato (Leica CM 1850). As fatias eram dispostas em laminas de vidro previamente
gelatinadas. Apdés secagem (24 h) as laminas eram coradas através da técnica de
coloracdo pelo vermelho neutro. A localizacdo do sitio das microinjecdes nos cortes
histolégicos era realizada com auxilio de microscopio e tinha como referéncia os diagramas
do Atlas de PAXINOS e WATSON, 1986. Posteriormente, 0s cortes mais representativos de
cada grupo eram visualizados em uma lupa (Leica MZ6) e em seguida fotografados.

A colheita de outros tecidos (coracdo, rins, musculo séleo e biceps) para andlise
histolégica também era realizada ao final dos experimentos. Neste caso os tecidos também
eram acondicionados em recipiente protegido da luz contendo solucdo de formol a 10%.
Em seguida, o material era processado em processador histolégico (OMA Metallrgica)
através de banhos sucessivos com duracdo de 60 minutos de alcool (70%, 80% e 90%),
alcool absoluto, xilol e parafina, respectivamente. Posteriormente este material era fixado
em blocos de parafina, cortados na espessura de 4 um, dispostos em laminas e corados
com hematoxilina e eosina. Todo o processo de coloracdo e montagem de laminas era
realizado em capela (GP Cientifica).

Para a realizacdo da analise histolégica foram observadas algumas alteracées
patologicas caracteristicas de animais hipertensos previamente descritas na literatura
(WANG e cols., 2001 e EVANGELISTA e cols., 2003), séo elas:

¢ Rins: Congestéo, Degeneracao tubular focal, Esclerose glomerular, Fibrose,
Dilatacao tubular, Inflamacgéo e Deposicao protéica.

o Coracao: Espessamento da parede do ventriculo, Espessamento da parede
do vaso, Degeneragéo, Fibrose, Inflamacéo ventricular focal.

A analise histoldgica foi realizada de forma qualitativa e subjetivamente.
Estabelecemos como padrao de normalidade a auséncia de qualquer alteracdo, para
alteracdes discretas foi estabelecido que o 6rgao deveria apresentar 1/3 das alteracées,
para moderada 2/3 e para acentuado 100% das alteracOes deveriam estar presentes.
Para cada grupo experimental foi estabelecido um nimero de amostra de 3 animais. A
guantificacdo das alteracdes foi feita através da classificacdo por cruzes, sendo que cada

cruz possuia um valor de 11%.
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3.20. Analise Estatistica
Todos os resultados foram expressos com médias + EPM. Para observacées entre

animais diferentes foi utilizado o teste “t” de Student ndo pareado. Comparacfes entre
diferentes grupos foram avaliadas por one-way ou two-way ANOVA seguido de teste de
Bonferroni ou Dunnet quando apropriado. Estas andlises foram realizadas no software

Graphpad Prism (verséo 4.00). Foram consideradas diferengas significativas para p < 0.05.

3.21. Protocolos Experimentais

3.21.1. Avaliacéo da Sensibilidade da Bradicardia Reflexa
Os animais eram anestesiados, submetidos aos procedimentos cirlrgicos e

posicionados no aparelho extereotaxico. A seguir, iniciava-se o registro da pressao arterial.
Apds um periodo de 15 minutos a micropipeta de vidro era posicionada na area do bulbo
correspondente a CVLM. Observava-se as alteragdes tipicas transitoérias de PAM e FC, que
auxiliavam para determinar a localizacao correta da pipeta. Apds um periodo de 20 minutos
era iniciado o teste do barorreflexo. A sensibilidade do reflexo pressorreceptor foi avaliada
relacionando-se as alteractes reflexas de FC induzidas por alterag6es transitérias da PAM.
Para produzir alteracbes da PAM, os animais foram submetidos a injecdes intravenosas
(em bolus) de doses (0,1ml) com concentracdes crescentes (0,5 a 50,0ug/mL) de fenilefrina
a fim de se obter respostas pressoras. Um intervalo minimo de um minuto ou mais foi
mantido entre as injecdes, para permitir que a PAM e a FC retornassem aos valores basais.

A Figura 7 sumariza o protocolo utilizado.

A O

(;Irzggggaé: Grupo Ativo: 20 sessdes de natacéo 04\,\*\ @f"éb

Hipertensao com 1 hora dg duragezo, 5 vezes por (00'0 QQ

Renovascular semana, durante 4 semanas .\Q?} \?P Injecdes intravenosas
(2R1C) e SHAM < < de fenilefrina

< SeE:Ienta'rios
2R1C < ativos 4 dias Controle de PA por Pletismografia de Teste do
Sedentarios| repouso Cauda - 28 dias
SHAM < ativos Barorreflexo

Procedimentos cirurgicos:
«Canulagdo
«Traqueostomia

*Exposigado do bulbo e
microinjegdo na CVLM

Figura 7 — Protocolo experimental para a avaliacdo da bradicardia reflexa.
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3.21.2. Avaliagédo dos Efeitos Cardiovasculares Produzidos pela Microinjegcao
de Ang Il e PD123319 no Bulbo Ventrolateral Caudal

Os animais eram anestesiados, submetidos aos procedimentos cirlrgicos e
posicionados no aparelho extereotaxico. A seguir, iniciava-se o registro da pressao arterial.
Apds um periodo de 15 minutos a micropipeta de vidro era posicionada na area do bulbo
correspondente a CVLM. Observava-se as alteragdes tipicas transitérias de PAM e FC, que
auxiliavam para determinar a localizacédo correta da pipeta. Microinjecdo dos peptideos em
areas adjacentes aos locais estudados nao produziam alteracdes significantes de PAM.
Apdés um periodo de 20 minutos e realizado o teste do barorreflexo, procedia-se a
microinjecdo de Ang Il (380 uM) e PD 123319 (678 puM) ou salina (100 nL). Um intervalo de
20 minutos era mantido entre as microinjecdes e a ordem das mesmas era alternada no
mesmo grupo experimental. Apenas o lado esquerdo do bulbo era estudado em cada
animal. Ao final dos experimentos o cérebro dos animais era removido para posterior

analise histologica. A Figura 8 sumariza o protocolo utilizado:

Cirurgia para W
produgéo da Grupo Ativo: 20 sessdes de natagéo 04\’ o
Hipertensédo com 1 hora de duracéo, 5 vezes por & 'b'g\/ 3
N N\ o Lk Angll apés
(zlﬁa{lg;lzs;ﬂ:;w semana, durante 4 semanas Q, \Qe VQQ %é\(\ QO'\’ PD 123319

< Sedentarios
2R1C < Ativos 4 dias Controle de PA por Pletismografia de CVLM
<Sedentar|os repouso Cauda - 28 dias
SHAM Ativos

Procedimentos cirlrgicos:
«Canulagéo
«Traqueostomia

*Exposic¢éo do bulbo e
microinjecdo na CVLM

Figura 8 — protocolo experimental para a avaliacdo dos efeitos cardiovasculares produzidos pela
microinjecdo de Ang Il e PD123319 na CVLM.
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4. RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DE DIFERENTES PARAMETROS DA HIPERTENSAO
RENOVASCULAR

4.1.1. Evolucéo da PA ap6s Cirurgia para Producédo da Hipertenséo
Renovascular 2R1C

Os valores de PA apresentados na Figura 9 e Tabela | foram avaliados por
pletismografia de cauda durante 4 semanas em ratos sedentarios e ativos, normotensos
(Sham) e com hipertenséo renovascular (2R1C).

Como mostrado na Figura 9 e Tabela |, os valores de PA dos ratos 2R1C
sedentarios (105 = 2 mmHg, n=11) e 2R1C ativos (118 + 4 mmHg, n=17) foram
significativamente superiores aos dos animais Sham sedentarios (93 £ 3 mmHg, n=12) ja
na primeira semana ap0s a realizacao da cirurgia 2R1C. Da mesma forma que observado
na primeira semana, na segunda semana apos as cirurgias (Sham ou 2R1C) os valores de
PA dos ratos 2R1C sedentarios (107 £ 3 mmHg, n=11) e 2R1C ativos (126 + 3 mmHg,
n=17) foram superiores aos dos animais Sham sedentarios (94 £ 3 mmHg, n=12). Assim, na
primeira e segunda semana apés as cirurgias (Sham e 2R1C) os animais 2R1C ativos
apresentaram niveis de PA significativamente maiores que os animais 2R1C sedentarios.

Na terceira semana ap6s as cirurgias (Sham ou 2R1C), os valores de PA dos
animais 2R1C sedentérios (142 £+ 5 mmHg, n=11; p<0,05) e 2R1C ativos (133 + 3 mmHg,
n=17; p<0,05) foram similares entre si e superiores aos dos animais Sham sedentarios (98
+ 2 mmHg, n=12).

Na quarta semana apo6s a realizagdo das cirurgias (Sham e 2R1C) os valores de PA
dos animais hipertensos sedentarios (153 + 6 mmHg, n=11; p<0,05) e ativos (129 * 4
mmHg, n=17; p<0,05) foram superiores aos apresentados pelos animais Sham sedentarios
(103 £ 3 mmHg, n=12). Porém, no grupo 2R1C observamos uma reducao significativa entre
os valores de PA no grupo ativo quando comparados aos animais hipertensos sedentarios,
mostrando que o exercicio fisico reduz os valores de PA em animais hipertensos. Em todas
as semanas em que foram avaliadas a PA, néo foi observada diferenca significativa entre

0s animais Sham sedentarios e ativos (Figura 9 e Tabela ).
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200+

150

100

PA, mmHg

50 4

PRESSAO ARTERIAL MENSURADA ATRAVES DA PLETISMOGRAFIA DE CAUDA

[ Sham sedentgrios

1 Sham ativos

B 2R1C sedentgrios

2R1C ativos

Apo6s cirurgia (Sham e 2R1C)

Figura 9 - Presséao arterial (PA, mmHg) mensurada através de pletismografia de cauda
em ratos acordados (Sham sedentarios, n=12; Sham ativos, n=13; 2R1C sedentarios, n=11
e 2R1C ativos, n=17) na 1%, 2%, 3% e 4% semana apoés as cirurgias. *p<0,05 em comparacao
aos ratos Sham sedentarios. #p<0,05 em comparacao aos ratos 2R1C sedentarios (teste “t”
de Student para observacgdes ndo pareadas).

Tabela I: Valores da pressao arterial (PA, mmHg) mensurada através da pletismografia de
cauda

12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana

SHAM Sedentéario

93+3 94 +3 98+ 2 103+ 3
(n=12)
SHAM Ativo
102+ 2 96 + 2 100t 2 102+ 1
(n=13)
2R1C Sedentéario
105 + 2* 107 £ 3* 142 + 5* 153 + 6*
(n=11)
2R1C Ativo 4 4 4
(n=17) 118 + 4* 126 + 3* 133 £ 3* 129 + 4*

Valores expressos em média £ erro padrdo da média. * p<0.05 em comparacao aos ratos
Sham sedentarios. #p<0,05 em comparacdo aos ratos 2R1C sedentarios (teste “t" de

Student para observacfes ndo pareadas).
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4.2. Avaliacdo da Ingestéo Hidrica

Para avaliar o efeito do exercicio fisico sobre a ingestdo hidrica em animais
normotensos e hipertensos submetidos a atividade fisica através da natacao, foi realizada
semanalmente, durante 4 semanas, o controle da ingestao de agua dos animais (Figura 10
e Tabela Il). As medidas eram realizadas duas vezes na semana. Como cada grupo era
dividido em duas gaiolas contendo de 4 a 5 animais , para avaliar a ingestdo hidrica do
grupo era feita uma média de ingestdo hidrica entre os animais. Sendo assim, o EPM
observado é de quatro medidas.

Como mostrado na Figura 10, na primeira semana apoés as cirurgias (Sham e 2R1C)
a ingestdo hidrica dos animais do grupo 2R1C (52,5 + 0,5 ml, n=10; ratos sedentarios e
54,7 £ 2,3 ml, n=10; ratos ativos; p<0,05) e os ratos Sham ativos (36,9 £ 0,3 ml; n=10;
p<0,05) foi maior do que a ingestdo hidrica dos ratos Sham sedentarios (29,5 = 0,5 ml;
n=10). Da mesma forma observada na primeira semana, na segunda semana a ingestédo
hidrica dos animais do grupo 2R1C (41 £ 1 ml; n=10; ratos sedentéarios e 44,9 + 4,5 ml;
n=10; ratos ativos; p<0,05) e os ratos Sham ativos (35,1 + 0,5 ml; n=10; p<0,05) foi maior
do que a observada nos ratos Sham sedentarios (30,1 + 0,1 ml; n=10).

Porém, na terceira semana apds as cirurgias, somente os animais do grupo 2R1C
apresentaram uma ingestao hidrica (47 £ 1 ml, n=10; ratos sedentarios e 41,7 + 1,7 ml,
n=10; ratos ativos; p<0,05) maior do que a dos ratos Sham sedentarios (30,5 £ 0,5 ml;
n=10). Os animais do grupo Sham, sedentarios e ativos (33,9 * 1,5 ml; n=10),
apresentaram valores semelhantes de ingestéo hidrica neste periodo.

Na quarta semana do protocolo experimental, somente o0s animais 2R1C
sedentarios (48,5 £ 0,5 ml; n=10; p<0,05) apresentaram uma ingestao hidrica superior a

dos animais Sham sedentarios (30,5 £ 0,5 ml; n=10).
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Ingestao hidrica, ml

INGESTAO HIDRICA

75
50 —
1 Sham sedentgrios
Sham ativos
I 2R 1C sedentgrios
25 |
2R1C ativos
22 semana 42 semana

Apés cirurgia (Sham e 2R1C)

Figura 10 - Avaliacdo da Ingestdo hidrica (ml) em animais Sham sedentarios, (n=10); Sham
ativos, (n=10); 2R1C sedentarios, (n=10) e 2R1C ativos, (n=10) na 1%, 22 3% e 4% semana
apos as cirurgias (Sham ou 2R1C). *p<0,05 em comparacao aos ratos Sham sedentarios
(teste “t” de Student para observac8es ndo pareadas).

Tabela Il: Valores da ingestéo hidrica (ml) avaliados por quatro semanas apo6s cirurgias
12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana

SHAM Sedentério
295+0,5 30,1+0,1 30,5+0,5 30,5+£0,5
(n=10)
SHAM Ativo
36,9+0,3* 35,1+ 0,5* 339+15 347+15
(n=10)
2R1C Sedentario
52,5+ 0,5* 41,0+ 1,0* 47,0+ 1,0* 48,5 + 0,5*
(n=10)

2R1C Ativo

(n=10)

Valores expressos em média £ erro padrdo da média. * p<0.05 em comparacao aos ratos
SHAM sedentarios (teste “t” de Student para observacdes nédo pareadas).

54,7 + 2,3* 44,9 + 4,5* 41,7+ 1,7* 34,3+2,3
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4.3 Avaliacédo do Peso Corporal dos Animais apés as Cirurgias (Sham ou
2R1C)

Para avaliar o efeito do exercicio fisico sobre o peso corporal em animais
normotensos e hipertensos durante o treinamento fisico com natacdo, 0s animais
hipertensos (2R1C) e normotensos (Sham) foram pesados semanalmente, a contar da data
da realizacdo das cirurgias 2R1C ou ficticia. A Figura 11 e a Tabela Ill apresentam os
valores do peso corporal dos ratos apds as cirurgias para producdo da hipertensdo
renovascular 2R1C e Sham.

Como mostrado na A Figura 11 e na Tabela Il os ratos 2R1C sedentarios
apresentam valores menores de peso tanto na primeira (188 + 8 g, n=11; p<0,05) quanto na
segunda semana (213 + 9 g, n=11; p<0,05) apo6s a cirurgia quando comparados aos
animais Sham sedentarios na primeira (217 £ 7 g, n=12) e segunda semana (237 + 6 g,
n=12) apos a cirurgia. A partir da terceira semana os ratos 2R1C sedentarios (251 + 8 g,
n=11) apresentaram pesos semelhantes aos ratos Sham sedentarios (257 = 8 g, n=12).
N&o foram observadas diferencas de peso nos demais grupos de animais quando
comparados aos animais Sham sedentarios.

A andlise histolégica qualitativa dos musculos biceps e soéleo ndo apresentaram
alteracdes significativas nos grupos submetidos a atividade fisica (2R1C e Sham) em

relacdo aos animais sedentarios (2R1C e Sham).
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Peso corporal, g

AVALIACAO DO PESO CORPORAL

300 -

200 - .
1 Sham sedentgrios

Sham ativos

B 2R1C sedentgrios

100 -
2R1C ativos

13 semana 2a semana 32 semana 43 semana

Apoés cirurgia (Sham e 2R1C)

Figura 11 - Peso corporal (g) de ratos (Sham sedentarios, n=12; Sham ativos, n=13; 2R1C
sedentarios, n=11 e 2R1C ativos, n=17) na 1% 2% 3% e 4% semana ap0s as cirurgias).
*p<0,05 em comparacdo aos ratos Sham sedentarios (teste “t” de Student para
observacdes ndo pareadas).

Tabela lll; Valores do peso corporal (g) avaliados por quatro semanas apos cirurgias
12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana

SHAM Sedentéario

217 +7 237t 6 257 +8 268 + 12
(n=12)
SHAM Ativo
238+ 11 256,1 + 10 255+ 11 282+9
(n=13)
2R1C Sedentéario
188 + 8* 213 + 9% 251+8 284+ 8
(n=11)
2R1C Ativo
214 +7 236+ 8 249+9 262+ 7
(n=17)

Valores expressos em média £ erro padrdo da média. * p<0.05 em comparacdo aos ratos
SHAM sedentarios (teste “t” de Student para observacdes nédo pareadas).
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4.4. Avaliacdo Histolégica e do Peso Seco dos Rins
Com a intencdo de confirmar se a estenose da artéria renal (rim clipado) poderia ser

um parametro para avaliar a hipertensao renovascular, foi avaliado o peso seco dos rins
dos animais Sham e dos animais submetidos a cirurgia 2R1C.

A Figura 12 ilustra os rins dos ratos 30 dias apés as cirurgias ficticia (Sham)
(sedentario, painel A e Ativo, painel B), e para producdo da hipertensdo renovascular
(2R1C) (sedentario, painel C e ativo, painel D).

A Figura 13 e Tabela IV mostra que o peso seco relativo dos rins esquerdo (clipado)
dos animais 2R1C sedentérios (0.06 + 0,007 g/ 100g; n=7; p<0,05) e dos animais 2R1C
ativos (0.05 £ 0,004 g/ 100g; n=10; p<0,05) foram menores do que o peso relativo dos rins
esquerdo dos ratos Sham sedentarios (0.07 + 0,002 g/ 100g; n=9) e dos ratos Sham ativos
(0.08 + 0,004 g/ 100g; n=9).

Por outro lado, o peso seco relativo do rim direito (contralateral) dos ratos com
hipertensdo renovascular 2R1C sedentarios (0.1 + 0,004 g/ 100g; n=7; p<0,05) e 2R1C
ativos (0.09 = 0,004 g/ 100g; n=10; p<0,05) foi maior do que o0 peso seco relativo do rim
direito dos ratos Sham sedentarios (0.07 + 0,002 g/ 100g; n=9) e Sham ativos (0.08 + 0,004
g/ 100g; n=9).

Com o objetivo de verificarnos o grau de constricdo da artéria renal nos ratos
clipados (2R1C) sedentarios e ativos, avaliamos o percentual de reducao do rim esquerdo
(clipado) em relacdo aos rim direito (ndo-clipado). Como mostram as Figuras 14 e a Tabela
V, os ratos 2R1C sedentarios (27 £ 7 %, n=5) apresentaram o percentual de reducao do rim
clipado semelhante aos ratos 2R1C ativos (39 £ 9 %, n=8), sendo que estas reducdes
foram significativamente maiores em relac&o ao percentual de reducgdo dos rins dos animais
Sham. Nao houve diferenca entre o percentual de reducéo do rim esquerdo nos ratos Sham
sedentarios (1 + 2%; n=6) e os ratos Sham ativos (2 + 2%; n=6).

A analise histoldgica das estruturas renais do rim esquerdo (nao clipado) nos mostra
gue as alteracdes patoldgicas como esclerose glomerular (11%; n=3) e inflamacao (11%;
n=3) presentes no grupo Sham sedentario foram reduzidas no grupo Sham ativo, ou seja,
este grupo apresentou auséncia destas manifestacdes patologicas (0%; n=3; esclerose
glomerular e 0%; n=3; inflamacédo). Foi observado um aumento da dilatacdo tubular nos
ratos Sham ativos (44%; n=3). Nao foi observada alteracdo aparente da congestédo
presente no grupo Sham ativo em relagédo ao grupo Sham sedentario (Figura 15, Painel A).

Ja no grupo hipertenso, os ratos 2R1C ativos mostraram através da analise
histolégica que os parametros avaliados como congestao (22%; n=3), degeneracao tubular
focal (11%; n=3), fibrose (11%; n=3), inflamacgé&o (33%; n=3) e dilatac&o tubular (33%; n=3)
apresentaram-se reduzidos em relagao ao grupo 2R1C sedentarios (44%, n=3; congestao;

33%, n=3; degeneracéo tubular focal; 33%, n=3; fibrose; 88%, n=3; inflamacédo e 55%, n=3;
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dilatac&o tubular). Foi observado um aumento na presenca de esclerose glomerular no
grupo 2R1C sedentario em relagdo ao grupo Sham sedentéario, porém nao houve diferenca
na presenca de esclerose glomerular no grupo 2R1C sedentéario em relagéo ao grupo 2R1C
ativo. Com relacdo a presenca de depdsitos protéicos, apenas o0 grupo hipertenso
sedentario teve essa alteracdo manifestada, sendo que esta foi observada tanto no rim
esquerdo quanto no direito (Figura 15, Painel A). A Figura 16 ilustra cortes histolégicos dos
rins esquerdos de ratos Sham e 2R1C, sedentarios e ativos.

Com relagéo a analise histolégica do rim direito (ndo-clipado), no grupo Sham ativo,
foi observada reducdo da congestdo (0%; n=3), esclerose glomerular (11%; n=3) e
inflamacao (11%; n=3) quando comparado com os animais do grupo Sham sedentario (11%
n=3, congestao; 22%, n=3; esclerose glomerular e 22%, n=3; inflamac&o). No grupo Sham
ativo em relacéo a degeneracéo tubular focal (33%; n=3) e dilatacédo tubular (44%; n=3) foi
observado aumento desses parametros em relacdo aos Sham sedentarios (11%, n=3;
degeneracao tubular focal e 33%, n=3; dilatacéo tubular). De forma semelhante, no grupo
2R1C ativo houve aumento na manifestacdo de alguns parametros (33%, n=3;
degeneracdo tubular focal; 44%, n=3; esclerose glomerular e 33%, n=3; inflamac&o) e
reducdo na manifestagédo de outros, como congestdo (0%; n=3) e fibrose (0%; n=3) quando
comparamos 0s animais do grupo 2R1C sedentarios (11%, n=3; congestdo e 22%, n=3;
fibrose). Com relacdo a dilatacdo tubular ndo houve alteracdo com relacdo a este
parametro neste grupo de animais (Figura 15, Painel B). A Figura 17 ilustra cortes

histolégicos dos rins direitos de ratos Sham e 2R1C, sedentarios e ativos.
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RINS DE RATOS 30 DIAS APOS AS CIRURGIAS FICTICIA (SHAM) E PARA
PRODUGAO DA HIPERTENSAO RENOVASCULAR (2R1C)

RATOS SHAM
(A) Sedentario (B) Ativo

RATOS 2R1C

(C) Sedentario (D) Ativo

; | H_I.L,J_‘UJ L \4,\

Figura 12 - Fotos ilustrando os rins (a fresco) dos ratos 30 dias apds as cirurgias ficticia
(Sham) (sedentario, painel A; e ativo, painel B) e 30 dias apds a cirurgia para producao da
hipertensao renovascular (2R1C) (sedentario, painel C; e ativo, painel D).
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AVALIACAO DO PESO SECO DOS RINS
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Figura 13 - AlteragGes do peso seco dos rins direito (ndo-clipado) e rins esquerdo (clipado)
(o/ 100g de peso corporal) em ratos Sham sedentarios (n=9) e ativos (n=9) e 2R1C
sedentarios (n=7) e ativos (n=10). *p<0,05 em comparacao aos rins nao clipados. #p<0,05
em comparacao aos rins direito dos ratos Sham (teste “t” de Student para observacdes ndo
pareadas).

Tabela IV: Valores do peso dos rins (g/ 100g do peso corporal)

SHAM SHAM Ativo 2R1C 2R1C Ativo
Sedentario Sedentario

Rim Direito 0,07 +£0,002 0,08+0,004 0,1+0,004* 0,09+ 0,004*
(n=9) (n=9) (n=7) (n=7)

Rim Esquerdo 0,07 +0,002 0,08+0,004 0,06+0,007* 0,05 + 0,004*"
(n=9) (n=9) (n=10) (n=10)

Valores expressos em média + erro padrdao da média. *p<0,05 em comparagdo aos rins nao
clipados. #p<0,05 em comparacédo aos rins direito dos ratos Sham (teste “t” de Student para
observacdes ndo pareadas).
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% DE REDUCAO DO RIM CLIPADO
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% de Reduc&o rim esquerdo/ rim direito

Figura 14 - Avaliacéo da % de reducgédo do peso seco do rim esquerdo (clipado) [g/ 100g de
peso corporal) (rim esquerdo/ rim direito x 100] de ratos Sham sedentarios (n=5) ou ativos
(n=8) ou 2R1C sedentarios (n=6) ou ativos (n=6). *p<0,05 em comparacdo com ratos do
grupo sham (teste “t” de Student para observacdes ndo pareadas). (ANOVA seguido de
Bonferroni ou Dunnet quando apropriado).

Tabela V: Valores da % de reducéo do peso seco do rim esquerdo (clipado) [g/ 100g de
peso corporal) (rim esquerdo/ rim direito x 100]

SHAM 2R1C

Sedentarios 1+2 27 £ 7*
(n=6) (n=5)

Ativos 2+2 39 + 9*
(n=6) (n=8)

Valores expressos em média = erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacdo com ratos
do grupo sham (teste “t” de Student para observa¢des ndo pareadas). (ANOVA seguido de
Bonferroni ou Dunnet quando apropriado).
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AVALIACAO HISTOLOGICA DOS RINS
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Figura 15 - Avaliagéo histoldgica do rim esquerdo (clipado) (Painel: A) e do rim direito (ndo-
clipado) (Painel: B) de ratos Sham sedentarios (n=3) ou ativos (n=3) ou 2R1C sedentarios
(n=3) ou ativos (n=3).
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Figura 16 - Fotomicrografias da regido medular do rim esquerdo (clipado) de ratos
pertencentes aos grupos Sham e 2R1C, sedentarios e ativos. Observa-se aspecto
histolégico compativel com quadro de normalidade no grupo Sham (A), dilatacdo e
vacuolizagdo tubular no grupo Sham ativo (B), processo inflamatério intenso (setas),
degeneracdo tubular focal (*) no grupo 2R1C (C) e redugdo dessas alteragdes no grupo
2R1C ativo que mostrou raras células inflamatérias (D). Hematoxilina Eosina, X 600.
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Figura 17 - Fotomicrografias da regido cortical do rim direito (n&o-clipado) de ratos
pertencentes aos grupos Sham e 2R1C, sedentérios e ativos. Observam-se degeneracéo e
dilatacéo tubular discretas no grupo Sham (A), moderadas no grupo Sham ativo (B); Fibrose
e inflamacéo (seta) sdo observadas no grupo 2R1C (C) e degeneracéo (*) acompanhada de
inflamacéo (seta) e esclerose glomerular (cabeca de seta) no grupo 2R1C ativo (D).
Hematoxilina Eosina, X 600.

68



4.5. Avaliacdo Histolégica e do Peso Seco do Coragéo
A Tabela VI mostra que os valores de peso seco do coracdo dos animais dos grupos

2R1C sedentario (0,07 + 0,005 g/ 100g; n=7), 2R1C ativo (0,07 + 0,003 g/ 100g, n=10) e
Sham ativo (0,07 £ 0,002 g/ 100g; n=9) foram similares e significativamente maiores do que
0 peso seco do coragdo dos animais Sham sedentarios (0,06 + 0,002 g/ 100g, n=9).

Em relacdo ao peso seco dos ventriculos houve um aumento nos animais 2R1C
sedentarios (0,068 + 0,005 g/ 100g; n=7; p<0,05) e 2R1C ativos (0,063 + 0,003 g/ 100g;
n=10; p<0,05) quando comparados ao peso seco dos ventriculos dos animais Sham
sedentarios (0,06 + 0,002 g/ 100g, n=9) (Figura 18). Nao houve diferenca entre o peso dos
ventriculos dos animais Sham sedentarios e Sham ativos.

Nos animais do grupo Sham ativo (0,007 + 0,001 g/ 100g; n=9; p<0,05) houve um
aumento do peso relativo dos atrios quando comparados aos ratos Sham sedentarios
(0,005 + 0,001 g/ 100g, n=9). Ao contrario, no grupo 2R1C nao houve diferenca do peso
relativo dos atrios nos ratos 2R1C sedentarios (0,006 + 0,001 g/ 100g; n=7) e nos ratos
2R1C ativos (0,006 £ 0,003 g/ 100g; n=10) (Figura 18).

A andlise histol6gica das estruturas cardiacas (Figura 19) nos permite observar uma
reducdo na degeneracdo dos cardiomiécitos nos ratos Sham ativos (0%; n=3) quando
comparados com os animais Sham sedentarios (11%; n=3). Nao foi observada alteracao da
inflamacao ventricular focal no grupo Sham ativo e sedentario. Foi observado um
espessamento excéntrico da parede ventricular (33%; n=3), aumentando a luz do 6rgao, no
grupo Sham ativo em relacéo aos sedentarios. Ja no grupo hipertenso, a analise histolégica
nos permitiu observar que no grupo 2R1C ativo foi observada uma reducdo no
espessamento da parede ventricular (22%; n=3) e vascular (22%; n=3) em comparacao aos
ratos 2R1C sedentarios (33%, n=3; espessamento da parede ventricular e 33%, n=3;
vascular) que apresentaram espessamento concéntrico da parede ventricular. Também no
grupo hipertenso ativo foi observada uma reducdo na fibrose (0%; n=3) e um aumento na
degeneracdo (55%; n=3) e inflamacé&o ventricular focal (22%; n=3) em comparagcdo aos
animais 2R1C sedentarios (22%, n=3; fibrose, 22%, n=3; degeneracdo e 11%; n=3,
inflamacao ventricular focal). As Figuras 20, 21 e 22 ilustram cortes histolégicos das

estruturas cardiacas nos ratos Sham e 2R1C, sedentarios e ativos.
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Figura 18 - Alteracbes no peso seco do coracao, ventriculos e atrios (g/ 100g de peso
corporal) de ratos Sham e 2R1C, sedentarios e ativos. *p<0,05 em comparag¢ao aos ratos
sham (teste “t” de Student para observacdes nédo pareadas).
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Tabela VI: Valores do peso dos coracfes, ventriculos e dos atrios (g/ 100g do peso
corporal)

SHAM SHAM Ativo 2R1C 2R1C Ativo
Sedentario (n=9) Sedentario (n=10)
(n=9) (n=7)

Peso seco do coragéo 0,06 + 0,002 0,07 +0,002* 0,07 +0,05* 0,07 +0,001*

Peso S?CO dos 0,06 £ 0,002 0,06 +0,002 0,068+0,005* 0,063 +0,003*
ventriculos

Peso seco dos atrios 0,004 +£ 0,005 0,007 £0,001* 0,006 £0,001 0,006 + 0,006

Valores expressos em média + erro padrdao da média. *p<0,05 em comparagao aos rins ndo
clipados. #p<0,05 em comparacdo aos ratos SHAM (teste “t” de Student para observacdes
nao pareadas).

AVALIACAO HISTOLOGICA DO CORACAO

% de alterac6es histolégicas

Sham sedentério

Espessamento
Parede Ventricuo
Espessamento
Parede Vaso
Degeneragéo

Fibrose

Inflamacao
Ventricular Focal

Figura 19 - Avaliacdo histolégica do coracdo de ratos Sham sedentarios (n=3) ou ativos
(n=3) ou 2R1C sedentarios (n=3) ou ativos (n=3).

71



Figura 20 - Fotografias do coracdo de ratos pertencentes aos grupos Sham e 2R1C,
sedentérios e ativos. Observa-se aspecto histoldgico compativel com quadro de normalidade
nos grupos Sham representados pela figura A. Nos animais do grupo ativo, Sham (B) e
2R1C (D), observa-se hipertrofia cardiaca excéntrica (aumento na luz do 6rgéo), enquanto
no grupo 2R1C sedentério (C), observa-se hipertrofia concéntrica (reducéo na luz do 6rgéo).
Hematoxilina Eosina.
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Figura 21 - Fotomicrografias do miocardio de ratos pertencentes aos grupos Sham e 2R1C,
sedentérios e ativos. Observa-se aspecto histoldgico compativel com quadro de normalidade
nos grupos Sham representados pela figura A. No miocardio dos animais do grupo 2R1C (B)
observa-se fibrose (cabecas de seta) enquanto no grupo 2R1C ativo, a presenca de foco
inflamatorio ativo (C - setas) e degeneracdo acentuada (D - setas). Hematoxilina Eosina, X
600.
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Figura 22 - Fotomicrografias do miocardio de
ratos pertencentes aos grupos Sham e 2R1C,
sedentarios e ativos. Observa-se aspecto
histolégico compativel com quadro de
normalidade nos grupos Sham representados
na figura A. No miocardio dos animais do
grupo 2R1C (B) observa-se espessamento da
parede de vaso enquanto no ativo a presenca
de foco inflamatério perivascular (seta) e
espessura semelhante ao normal (C).
Hematoxilina Eosina, X 600.
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4.6. Avaliacdo dos Niveis Séricos de Creatinina e Uréia
A Tabela VII mostra os niveis séricos de uréia e creatinina de ratos normotensos e

hipertensos, sedentario e ativos.

Os niveis séricos de creatinina nos animais Sham sedentéarios (124,15 + 15,18,
n=10) e Sham ativos (133,47 + 21,37, n=10) foram similares ao observado nos animais
2R1C sedentérios (132,99 + 20,41, n=10) e 2R1C ativos (126,24 + 21,97, n=10).

Ja em relacdo a dosagem sérica de uréia houve interacao entre os animais 2R1C
sedentarios (6,75 £ 0,81, n=10) e Sham sedentarios (7,2 + 0,81, n=10) e o efeito da cirurgia
2R1C ou ficticia (Sham) e o efeito do treinamento fisico nos 2R1C ativos (8,51 + 0,71,
n=10) e Sham ativos (7,41 £ 1, 09, n=10). Estas diferencas foram significativas tanto devido
ao treinamento quanto devido a hipertensdo renovascular, porém nossos dados sao
insuficientes para sugerir alguma alteracdo com relacdo ao metabolismo protéico ou com

relacao a filtracdo glomerular.

Tabela VII - Concentracéo sérica de creatinina (umol/L) e uréia (mmol/L)

Grupos Creatinina Uréia
(pmol/L) (mmol/L)
SHAM Sedentério 12415 + 15,18 7,2+0,81,
(n=10)
SHAM Ativo 133,47 £21,37  7,41+1,09,,
(n=10)
2R1C Sedentério 132,99 + 2041 6,75+ 0,81,
(n=10)
2R1C Ativo 126,24 + 21,97 8,51 + 0,71,
(n=10)
Valor de P
NS <0,05
Treinamento
NS <0,05
Hipertenséo
NS <0,05

Interacéo
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O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Duas 2 Letras diferentes indicam
diferencas significativas na mesma coluna (p< 0,05). Two-way ANOVA seguido de pos teste
de Tunkey.

4.7 AVALIACAO DIRETA DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

4.7.1. Niveis de Basais de PAM e FC
Com a intencéo de verificarmos a correlacdo entre a medida indireta (Pletismografia

de cauda) que submete o animal a estresse como 0 manuseio, constricido e calor e a
medida direta da PAM (Powerlab) e se poderia haver algum efeito do anestésico uretana
utilizado para os estudos cardiovasculares, avaliou-se a presséo arterial na quarta semana
apoés a cirurgia (2R1C e Sham) medida de forma indireta por pletismografia de cauda (na
auséncia da anestesia), e a pressao arterial no inicio do experimento, assim que o animal
foi conectado ao transdutor (em torno de 20 minutos apds a anestesia) e ao término do
experimento (em torno de duas horas apés a anestesia). Nossos dados mostram que nos
animais do grupo Sham, sedentarios e ativos, ndo houve alteracdo nos valores de PAM no
inicio do experimento (105 + 3 mmHg, n=15; Sham sedentarios e 106 + 3 mmHg, n=13;
Sham ativos) e ao término do experimento (97 + 5 mmHg, n=12; Sham sedentarios e 96 + 9
mmHg, n=13; Sham ativos) quando comparados com o0s valores de PAM obtidos de forma
indireta pela pletismografia (103 £+ 3 mmHg, n=12; Sham sedentarios e 102 + 1 mmHg,
n=13; Sham ativos). Ja nos animais do grupo 2R1C nao houve alteracdo nos valores de
PAM no inicio do experimento (152 + 8 mmHg, n=14; 2R1C sedentérios e 119 + 4 mmHg,
n=20; 2R1C Ativos) quando comparados com os valores de PAM obtidos de forma indireta
pela pletismografia (153 £ 6 mmHg, n=11; 2R1C sedentarios e 129 + 4 mmHg, n=17; 2R1C
ativos). Porém, neste mesmo grupo de animais hipertensos houve significativa alteracéao
nos valores de PAM no final do experimento (114 + 11 mmHg, n=12; 2R1C sedentarios e
87 + 8 mmHg, n=17; 2R1C ativos) quando comparados com os valores de PAM obtidos de
forma indireta pela pletismografia (Figura 23 e Tabela VIII).

A Figura 24 ilustra o registro tipico de PAM, presséo arterial pulsatil (PAP) e FC de
um rato normotenso (Sham) e hipertenso (2R1C). A PAM basal dos ratos 2R1C sedentarios
(161 £ 13,5 mmHg; n=5; p<0,05) foi maior que a PAM basal dos ratos Sham sedentarios
(105 £ 4,3 mmHg; n=6). O exercicio fisico reduziu a PAM no grupo 2R1C ativo (127 + 6
mmHg; n=7) sendo que estes valores foram significativamente diferentes da PAM basal dos
ratos 2R1C sedentarios e Sham (sedentarios e ativos). A PAM dos ratos 2R1C ativos foi
maior que a PAM basal dos ratos Sham ativos (105 + 4 mmHg; n=7; p<0,05) (Figura 25).

Os valores basais de FC nao foram diferentes no grupo Sham ativo (373 + 9,8 bpm;

n=7) em comparagao aos ratos Sham sedentarios (400 + 13 bpm; n=6). Contudo, no grupo
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2R1C ativo a FC basal (375 + 8 bpm; n=7) foi significativamente menor que a FC basal no
grupo 2R1C sedentario (407 + 12 bpm; n=5) (Figura 25). Nossos dados sugerem que 0
exercicio foi eficiente em promover uma reducéo nos niveis basais de PA e FC nos animais
2R1C ativos.

AVALIACAO DA PAM ANTES E APOS ANESTESIA

200+ .
=3 Antes do anestésico
160- IR 20 min apdés 0 anestésico
(@] p Z
T * 2 horas ap0s 0 anestésico
g 120-
S *
= 80-
<
a
40
0
SHAM SHAM 2R1C 2R1C
Sedentério Ativo Sedentario  Ativo

Figura 23 - Valores de pressdo arterial, na quarta semana apos a cirurgia (sham
sedentarios, n=12-15; sham ativos, n=13; 2R1C sedentérios, n=11-14 e 2R1C ativos, n=17-
20) medida de forma indireta pela pletismografia, no inicio do experimento (em torno de 20
minutos apoés a anestesia) e ao término do experimento (em torno de duas horas apos a
anestesia). *p<0,05 comparado com a PAM antes da anestesia (medida pela
pletismografia) (teste “t” de Student para observacfes ndo pareadas).

Tabela VIII: Valores da presséo arterial (PA, mmHg) em ratos acordados (pletismografia) e
apoés anestesia - 20 minutos e duas horas

SHAM SHAM 2R1C 2R1C
Sedentario Ativo Sedentério Ativo
Ratos acordados
(pletismografia) 103+ 3 102+1 153 + 6* 129 + 4*
(n=12) (n=13) (n=11) (n=17)
Ratos anestesiados (20
minutos) 105+ 3 106 + 3 152 + 8* 119+ 4
(n=15) (n=13) (n=14) (n=20)
Ratos anestesiados (2
horas) 97+5 96+ 9 114 + 11* 87 + 8*
(n=12) (n=13) (n=12) (n=17)
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Valores expressos em média + erro padrdo da média. *p<0,05 comparado com a PAM
antes da anestesia (medida pela pletismografia) (teste “t” de Student para observacdes ndo
pareadas).

REGISTROS TIPICOS DE PAP, PAM E FC BASAL

(A) Sham Sedentério (B) 2R1C Sedentério
250 250
200 00 i ‘ ‘
PAP, | 150 PA::’ 350 | | “ L WWWWWW
' mm
mmHg 100 mmmmwwmmwm I T W»mmmw 9 100
s w0
250 - 250
: 200
200 PAM, A A AR -
PAM, 150 . mmHg 150
MMHG | e 100 °
50 50
0
0
500 .
5
FC, .
FC, | 400 bpm A A AN A AN
bpm .
300 .
300
200 .
200
(C) Sham Ativo )
(D) 2R1C Ativo
250
250
200 - .
200 -
PAP, 10 PAP 150 ; i O g i b
TR T e L o
50 % :
250 250 -
200 - 200 -
PAM, 150 PAM, 150 y
MmHg | 100 s by | 10 -
50 - 50 -
o 0
500 - 500
bpm B00 ios ey A iy W e e AN it A e | bpm 400
300 300
200 200

Figura 24 - Registros de pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média
(PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) basal de ratos anestesiados com
uretana.
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Figura 25 - Presséo arterial média basal (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (batimentos/
min) de ratos Sham sedentarios ou ativos e 2R1C sedentarios ou ativos. *p<0,05 em
comparagdo com ratos do grupo Sham (teste “t” de Student para observagbes nao
pareadas). (ANOVA seguido de Bonferroni ou Dunnet quando apropriado ). #p<0,05 em
comparagdo aos ratos do grupo 2R1C (teste “t” de Student para observacdes ndo

pareadas).
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4.8 Administracéo Intravenosa de Ang Il e PD123319
Na intencdo de verificarmos se a atividade fisica poderia alterar o efeito provocado

pela injecdo intravenosa Ang Il e PD 123319, nés avaliamos as alteracdes nos valores
basais de PAM e FC produzidas por inje¢des intravenosas de Ang Il (240 uM), PD123319
(570 pM) e salina (0,05 ml; NaCl 0,9%) em ratos Sham e 2R1C, sedentarios e ativos.

No grupo Sham sedentario, como mostrado na Figura 26 e na Tabela IX, a injecéo
intravenosa de Ang Il (43 £ 5 mmHg, n=5; p<0,05) produziu efeito hipertensor superior a
injecdo de salina (16 + 5 mmHg, n=5). A injecdo intravenosa de PD 123319 (5 + 3 mmHg,
n=5) produziu efeito na PAM similar ao da salina e ndo foi capaz de abolir o efeito
hipertensor da Ang 1l (56 + 10mmHg, n=5; p<0,05).

No grupo Sham ativo o efeito hipertensor produzido pela injecdo intravenosa de Ang
Il (44 + 9 mmHg, n=6; p<0,05) foi superior a injecao de salina (12 + 4mmHg, n=6). A injecéo
intravenosa de PD123319 (6 + 2 mmHg, n=6) produziu efeito similar ao da salina, porém
inibiu o efeito hipertensor induzido pela injecdo de Ang Il (26 + 9 mmHg, n=6; em
comparagéo a 44 + 9 mmHg, n=6; Ang Il antes do PD) (Figura 26 e Tabela IX).

De modo semelhante ao grupo Sham sedentario, no grupo 2R1C sedentario a
injecdo intravenosa de Ang Il (59 + 19mmHg, n=6; p<0,05) produziu efeito hipertensor que
foi superior a injecao de salina (12 + 5mmHg, n=6). A injecao intravenosa de PD 123319 (7
+ 5mmHg, n=6) foi similar ao efeito da salina e ndo aboliu o efeito hipertensor produzido
pela injecdo de Ang Il (50 + 15mmHg, n=6; p<0,05 em comparacao a 59 + 19 mmHg, n=6;
p<0,05 Ang Il antes do PD) (Figura 26 e Tabela 1X).

No grupo 2R1C ativo a injecéo intravenosa de Ang Il (39 + 14 mmHg, n=6; p<0,05)
foi diferente da injecdo de salina (5 + 3 mmHg, n=6). A injecéo intravenosa de PD 123319
(0,5 £+ 3 mmHg, n=6) produziu efeito similar ao da salina, porém da mesma forma que
observado no grupo Sham ativo, o PD perifericamente, inibiu o efeito hipertensor induzido
pela injecdo de Ang Il (18 + 16 mmHg; n=6 em comparacgéo a 39 + 14 mmHg, n=6; Ang Il
antes do PD) (Figura 26 e Tabela IX).

Nao foram observadas alteracdes significativas na FC dos animais apos a injecao
intravenosa de Ang Il e PD123319 (Tabela X).
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ADMINISTRAGAO INTRAVENOSA DE ANG II, PD123319 E SALINA
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Figura 26 - Alteracbes na pressao arterial média (PAM, mmHg) produzidas por injecdes
intravenosas de Ang Il (13 pg), PD123319 (21 pg) e salina (0,05 ml; NaCl 0,9%) em ratos
Sham sedentéarios (n=5) e ativos (n=6) e ratos 2R1C sedentarios (n=6) e ativos (n=6).
*p<0,05 em comparacdo a injecbes de salina (teste “t” de Student para observacdes nao
pareadas).
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Tabela IX: Valores basais de Pressdo Arterial Média em ratos Sham e 2R1C, sedentarios e
ativos.

SHAM Sedentario SHAM Ativo 2R1C Sedentario 2R1C Ativo

n=5 n=6 n=6 n=6
Salina 103+ 6 103+ 2 129+ 9 90+5
Ang Il 113+6 97 +7 116 £ 19 87 +17
Salina 117+ 9 94 +7 127+ 12 87 +11
PD 129 + 10 100+ 8 128 + 11 86 +13
Salina 99 +5 88+7 110+ 18 72+10
Ang Il 101+ 7 104+ 11 114+ 18 84 + 17

Valores em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacdo com ratos do grupo
Sham sedentario (teste “t” de Student para observac¢des nédo pareadas).

Tabela X: Valores basais de Freqiiéncia Cardiaca em ratos Sham e 2R1C, sedentarios e
ativos.

SHAM Sedentario SHAM Ativo 2R1C Sedentario 2R1C Ativo

n=5 n=6 n=6 n=6
Salina 331+ 38 380 + 18 388 + 19 314+ 19
Ang Il 293 £37 341+ 25 300 + 22 299 + 14
Salina 292134 327+9 298 + 24 203 + 6
PD 287 + 30 315+8 298 + 25 285 + 10
Salina 300+ 38 34115 310 + 26 299 + 15
Ang Il 301+3 333+13 307 + 27 288 + 23

Valores em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacdo com ratos do grupo
sham sedentario (teste “t” de Student para observacfes nao pareadas).
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4.6.2. Avaliacédo da Bradicardia Reflexa
Como esperado e mostrado na Figura 27 e Tabela Xl a bradicardia barorreflexa nos

ratos 2R1C sedentarios (0,09 £ 0,03 ms/mmHg; n=5; p<0,05) foi menor em comparacgéo
aos ratos Sham sedentarios (0,36 + 0,07 ms/ mmHg; n=6). Ndo houve diferenca na
bradicardia barorreflexa nos ratos ativos ou sedentarios do grupo Sham. Ao contrario, no
grupo 2R1C ativo houve um aumento na bradicardia barorreflexa (0,2 + 0,03 ms/ mmHg;
n=7; p<0,05) em comparacao aos ratos 2R1C sedentarios (0,09 + 0,03 ms/ mmHg; n=5). A
sensibilidade barorreflexa no grupo 2R1C ativo ndo foi diferente da encontrada no grupo
Sham ativo (0,33 = 0,03 ms/ mmHg; n=7).

Os valores do indice de sensibilidade da bradicardia refelxa (ISBR) estédo
apresentados na Tabela XI. O indice de correlacéo linear foi de r 2 = 0,9185 para ratos
2R1C sedentarios, r2 = 0,9516 para ratos 2R1C Ativos, r2 = 0,9088 para ratos Sham

sedentarios e r2 = 0,9791 para ratos Sham ativos, como mostrado na Figura 28.

Tabela Xl: Valores basais de PAM e FC, indice de correlacdo da regresséo linear e
sensibilidade da bradicardia reflexa.

Valores Basais . (s , ,
indice de Correlagéo Sensibilidade da Bradicardia

PAM FC da Regresséo Linear Reflexa
(mMmHg) (bpm) (r?) (AIP/ APAM, ms/ mmHg)
SHAM
Sedentério 105+4,3 400+ 13 0,9088 0,36 £ 0,07
(n=6)
SHAM
Ativo 105 +4 373+9,8 0,9791 0,33+0,03
(n=7)
2R1C .
Sedentario 161 +13,5* 407+12 0,9185 0,09 £0,03*
(n=5)
2R1C , , )
Aivo | 127465 375148 0,9516 0,2 +0,03*
(n=7)

Valores em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacdo com ratos do grupo
sham sedentario (teste “t” de Student para observacdes ndo pareadas). (ANOVA seguido
de Bonferroni ou Dunnet quando apropriado). t p<0,05, em comparagdo ao grupo sham
ativos (teste “t” de Student para observacdes ndo pareadas). (ANOVA seguido de
Bonferroni ou Dunnet quando apropriado). #p<0,05 em comparacdo aos ratos do grupo
2R1C sedentario (teste “t” de Student para observacdes nao pareadas).
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INDICE DE SENSIBLIDADE DA BRADICARDIA BARORREFLEXA

05 - Il Sedentérios

[ JAtivos

ms/ mmHg

Sham 2R1C

Figura 27 - Alteracdes no indice de sensibilidade da bradicardia barorreflexa (AIP / APAM,
ms / mmHg) induzida por aumentos na PAM produzidos pela fenilefrina (iv) em ratos Sham
(sedentarios ou ativos) e 2R1C  (sdentérios ou Ativos). *p<0,05 em comparag¢éo com ratos
do grupo sham sedentario (teste “t” de Student para observacdes nédo pareadas). (ANOVA
seguido de Bonferroni ou Dunnet quando apropriado). T p<0,05 em comparagdo ao grupo
Sham ativo (teste “t” de Student para observacGes ndo pareadas). (ANOVA seguido de
Bonferroni ou Dunnet quando apropriado). #p<0,05 em comparacdo aos ratos do grupo
2R1C sedentario (teste “t” de Student para observacdes nao pareadas).
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Figura 28 - Alteractes reflexas na FC (expressas em IP, ms) em resposta a variacdes na
PAM produzidas por doses crescentes de fenilefrina (0,25 a 5ug, iv) nos grupos Sham e
2R1C sedentérios (n=5-6) e ativos (n=7-7). As linhas representam a reta de melhor ajuste
obtida por regressao linear.
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4.9. Efeitos Cardiovasculares Produzidos por Microinjecfes de Ang Il e PD123319 na
CVLM

Na intencdo de verificarmos se alteracGes induzidas pela atividade fisica poderiam
estar relacionadas a reatividade da CVLM para Ang Il, nés avaliamos a microinjecdo de
Ang Il em ratos normotensos (Sham) e com hipertenséo renovascular (2R1C) submetidos a
atividade fisica de baixa intensidade.

A Figura 29 apresenta registros tipicos das alteracbes de PAP, PAM e FC
produzidas pelas microinje¢bes de Ang Il, PD123319 e Salina, na CVLM de ratos 2R1C e
Sham, sedentérios e ativos.

A Angll microinjetada na CVLM produziu significativas diminuicdes na PAM nos
grupos 2R1C (-12 + 0,97 mmHg; n=5, nos ratos sedentarios e -13 + 3,5 mmHg; n=7 nos
ratos ativos) similares as observadas no grupo Sham (-13+ 1,3 mmHg; n=6 no ratos
sedentarios e -13 + 1,95 mmHg; n=7 nos ratos ativos) (Figura 30 e Tabela XlI).

Todos estes efeitos hipotensivos foram significativamente diferentes daqueles
produzidos por microinjecdes de salina (Tabela XIl). A microinjecdo de Ang Il ndo provocou
alteracdes significativas na FC dos animais (Figura 30 e Tabela XIlI).

O antagonista de receptores AT, para Ang Il, PD 123319, microinjetado na CVLM
produziu efeito hipotensor nos ratos 2R1C sedentarios (-9,7 + 0,89 mmHg, n=5; p<0,05)
diferentes em comparacdo a microinjecdos de salina (-5 £ 1,3 mmHg, n=5). De forma
diferente, em ratos 2R1C ativos o efeito depressor do PD123319 na CVLM (-6,4 + 1,7
mmHg, n=7) foi similar ao observado ap6s microinjecéo de salina (-4,6 + 1,2 mmHg, n=7)
(Figura 30 e Tabela XII).

No grupo Sham o efeito hipotensor produzido pelo PD123319 na CVLM né&o foi
diferente em relagdo ao efeito produzido pela salina tanto nos animais Sham sedentarios (-
6 £ 1,8 mmHg em comparacéo a -6 + 1,7 mmHg, n=6, no grupo salina) quanto nos animais
Sham ativos (-6 £ 0,86 mmHg em comparacao a -5,5 + 0,97 mmHg, n=6, no grupo salina)
(Figura 30 e Tabela XII).
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REGISTROS TiPICOS DE PAP, PAM E FC DOS EFEITOS PRODUZIDOS PELAS
MICROINJEGCOES DE SALINA, ANG Il E PD123319 NA CVLM
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Figura 29 - Registros de presséo arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM,
mmHg) e freqliéncia cardiaca (FC, bpm) ilustrando o efeito da microinjecéo de salina, Ang Il e
PD 123319, na CVLM de ratos anestesiados com uretana. A linha vertical indica o momento da

microinjecéao.
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EFEITOS CARDIOVASCULARES PRODUZIDOS PELA MICROINJEGAO DO
ANTAGONISTA DE RECEPTOR AT,NA CVLM

Sham Sham 2R1C 2R1C
Sedentarios Ativos Sedentéarios Ativos

PAM, mmHg

-20 _J

[ ] Salina
I Angll
PD 123319
Sedentarios Ativos Sedentarios Ativos
V277722

-10 4
£
o
e}
€ 20 -
_30 _J

Figura 30 - Alterac6es da presséo arterial média (MAP, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC,
batimentos por min., bpm) produzidas por microinje¢es de salina (100 nl, n=5-7), Ang Il (40
pmoles, n=5-7) ou PD123319 (40 pmoles, n=5-7) na CVLM em ratos Sham e 2R1C,
sedentarios e ativos. * p< 0.05, em comparacao a salina (ANOVA seguido por Bonferroni ou
Dunnet quando apropriado). Teste “t” de Student para observacdes ndo pareadas.
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Tabela Xll: Valores Basais de Pressédo Arterial Média (PAM, mmHg) em ratos Sham e
2R1C, sedentarios e ativos.

Sham 2R1C

Sedentarios Ativos Sedentarios Ativos
(n=6) (n=7) (n=5) (n=7)

Inicio do Experimento 105+ 4 105+ 3 161+ 13 127 + 6

(20 min apos uretana)

Salina (100 nl)) 100+ 5 94+9 117 £ 11* 91+7
Ang Il (40 ng) 101+5 91+10 114 + 12* 93+6
103+5 94+9 105 + 13* 93+8

PD12319 (40 ng)

Valores expostos em média + EPM. * p<0.05 em comparacao aos ratos Sham sedentarios.
(Test “t” de Student ndo pareado).

Tabela XIlI: Valores Basais de Frequéncia Cardiaca (FC, bpm) produzidas por
microinjecdes de salina, Ang Il e PD123319 na CVLM em ratos Sham e 2R1C, sedentarios

e ativos.

Sham 2R1C

Sedentarios Ativos Sedentarios Ativos

(n=6) (n=7) (n=5) (n=7)
Inicio do Experimento 440 4+ 13 373+ 9 407 + 12 375 + 8*

(20 min apoés uretana)

Salina (100 nl) 293 + 28 295 + 14 366 + 47+ 292 + 25
Ang Il (40 ng) 327 32 323+15 369 + 39* 288 + 30
PD12319 (40 ng) 298 + 31 285 + 15 333 + 45* 294 + 23

Valores expostos em média + EPM. * p<0.05 em comparacao aos ratos Sham sedentarios.
(Test “t” de Student ndo pareado).
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4.10. Efeito de Microinjecfes de Ang Il na CVLM ap6s o Bloqueio do Receptor
AT, pelo Antagonista PD1233109.

Na intencéo de verificarmos se a atividade fisica poderia alterar o tempo de inibicédo
provocado pela micronjecdo de PD123319 a resposta produzida pela Ang Il na CVLM, nos
avaliamos o efeito da Ang Il microinjetada na CVLM 5, 15 e 30 minutos apds a microinjecao
de PD123319 na CVLM em ratos normotensos (Sham) e com hipertensdo renovascular
(2R1C) sedentarios e submetidos a atividade fisica.

Como mostrado na Figura 31 e na Tabela XIV, a microinjecdo de PD123319 na
CVLM aboliu o efeito da Ang Il durante 5 minutos nos grupos Sham sedentérios (-2 = 1
mmHg, n=6; em comparacgdo -13 + 1 mmHg, n=6; Ang Il antes do PD) e ativos (-2 + 1
mmHg, n=6; em comparacgédo a -13 + 2 mmHg, n=7; Ang Il antes do PD) e também no grupo
2R1C sedentario (-0,5 + 1 mmHg, n=56; em comparacado a -12 + 1 mmHg, n=5; Ang |l antes
do PD) e ativo (-2 £ 2 mmHg, n=76; em comparacdo a -14 £+ 3 mmHg, n=8; Ang Il antes do
PD) .

A microinjecdo de PD123319 na CVLM aboliu o efeito da Ang Il durante 15 minutos
somente nos grupos Sham sedentarios (-5 + 1 mmHg, n=6; em comparacao -13 £ 1 mmHg,
n=6; Ang Il antes do PD) e ativos (-2 £ 1 mmHg, n=7; em comparagéo a -13 + 2 mmHg,
n=7; Ang Il antes do PD) e no grupo 2R1C ativo (-6 £ 2 mmHg, n=8; em comparacao a -
14 + 3 mmHg, n=8; Ang Il antes do PD). No entanto, no grupo 2R1C sedentario o
PD123319 microinjetado na CVLM néo aboliu o efeito da Ang Il (-6 £ 3 mmHg, n=5; em
comparagcdo a -12 £+ 1 mmHg, n=5; Ang Il antes do PD) apés 15 minutos da sua
microinjecdo (Figura 31 e na Tabela XIV).

A microinjecao de Ang Il 30 minutos apés o PD na CVLM néo aboliu o efeito da Ang
Il nos grupos Sham sedentarios (-9 £ 2 mmHg, n=6) e ativos (-10 + 3 mmHg, n=7) e
também no grupo 2R1C sedentario (-13 £ 2 mmHg, n=5) e ativo (-13 £ 4mmHg, n=7) em
relacdo a microinjecédo de Ang Il antes do PD123319 (Figura 31 e na Tabela XIV).

A microinjecdo de Ang Il ndo provocou alteracbes significativas na FC nestes

animais (Figura 32 e Tabela XV).
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EFEITO DA ANG Il NA CVLM APOS INIBICAO POR PD123319

SHAM 2R1C
Sedentéario Ativo Sedentario
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Figura 31 - Alteracdes na pressdo arterial média (PAM, mmhg) produzidas por
microinjecbes na CVLM de Ang Il (380 pM, n=5-8) antes e 5, 15 e 30 min apds
microinjecfes de PD123319 (678 uM, n=5-8) na CVLM em ratos Sham e 2R1C sedentarios
(n=5-6) ou ativos (n=7-7). *p<0,05 em comparacdo a microinjecdes de Ang Il antes do PD
na CVLM (teste “t” de Student para observacdes ndo pareadas). (ANOVA seguido de
Bonferroni ou Dunnet quando apropriado).

Tabela XIV: Valores basais de Pressdo Arterial Média (PAM, mmHg) em ratos Sham e
2R1C, sedentarios e Ativos.

SHAM SHAM 2R1C 2R1C
Sedentario Ativo Sedentario Ativo
n=6 n=7 n=5 n=8
Ang Il antes PD 101 +£5 91+10 114 £ 12 93£6
Ang Il 5 min apés PD 101+6 95+8 108 + 12 91+8
Ang Il 15 min apds 102+ 6 95+ 10 100 + 16 85+ 10
PD
Ang II 30 min apds 97 +5 80+12 104 +12 83+11
PD

Valores em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em comparacdo a Ang Il antes do PD
(teste “t” de Student para observac8es ndo pareadas).
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EFEITO DA ANG Il NA CVLM APOS INIBICAO POR PD123319

Sham Sham 2R1C 2R1C
Sedentarios Ativos Sedentarios Ativos
B o %

-20 |
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Figura 32 - Alteracdes na frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidas por microinjecfes na
CVLM de Ang Il (380 uM, n=5-8) antes e 5, 15 e 30 min apds microinjecdes de PD123319
(678 uM, n=5-8) na CVLM em ratos Sham e 2R1C sedentarios (n=5-6) e ativos (n=7-7).
*p<0,05 em comparacdo a microinjecbes de Ang Il antes do PD na CVLM (teste “t” de
Student para observacbes ndo pareadas). (ANOVA seguido de Bonferroni ou Dunnet
guando apropriado).

Tabela XV: Valores basais de Freqiiéncia Cardiaca (FC, bpm) em ratos Sham e 2R1C,
sedentarios e ativos.

SHAM SHAM 2R1C 2R1C
Sedentario Ativo Sedentario Ativo
(n=6) (n=7) (n=5) (n=8)
Ang Il antes 327+ 33 323+ 15 369 + 39 303+24
PD 123319
Ang Il 5 min ap6s 317 £ 32 284 + 17 325+ 40 291 £ 22
PD123319
Ang Il 15 min apés 324+ 32 291 +18 321+£41 288 £ 30
PD123319
Ang Il 30 min apés 325+ 32 299 +13 333 £40 294 £ 23
PD123319

Valores em média + erro padrao da média. *p<0,05 em comparac¢do a microinjecdes de Ang
Il antes do PD na CVLM (teste “t” de Student para observacdes néo pareadas).
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4.11. Avaliacéo histolégica da CVLM

A Figura 33 apresenta uma fotografia e um esquema da superficie ventral do bulbo
(painel A) ilustrando o posicionamento tipico (&ntero-posterior e latero-lateral) das
microinje¢Bes na CVLM. O painel B mostra uma fotografia de um corte histoldgico tipico da
CVLM ilustrando a localizagédo do centro das microinje¢cdes na CVLM e a leséo provocada
pela micropipeta de vidro e um diagrama de corte frontal do bulbo do atlas de PAXINOS e
WATSON, 1986.

A andlise dos cortes histoldgicos dos animais desse estudo mostra que as
microinjecBes de Ang Il, salina e PD123319 estavam confinadas a por¢do ventral dos
nucleos reticular lateral, a uma distancia de 0,7 mm rostral e 1,8 mm lateral ao 6bex,
respectivamente os esquemas 71 a 73 do Atlas de Paxinos e Watison, 1986.

-13.68 mm posterior
aobregma

Figura 33 - Painel A- Fotografia da superficie ventral do bulbo ilustrando o
posicionamento tipico (seta vermelha) das microinjegbes na CVLM. A direita da foto,
diagrama da superficie ventral do bulbo ilustrando a localizacdo das diferentes areas de
controle cardiovascular.  Painel B- Fotografia de um corte frontal do bulbo 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 (1986), mostrando a localizagdo do centro de
todas as microinjecbes do presente estudo (circulos cinza). Amb= nilcleo ambiguo; 10=
nudcleo olivar inferior; NTS= nucleo do trato solitario; nXll= nucleo do hipoglosso; Py= trato
piramidal.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo, em sintese, mostram que o exercicio
fisico de baixa intensidade provoca uma melhora significante dos parametros
cardiovasculares em ratos com hipertensdo renovascular, acompanhada por uma alteracéo
na responsividade dos receptores AT, nos neurbnios da CVLM em ratos com hipertenséo
2R1C. Além disso, os animais hipertensos, sedentarios e ativos e Sham ativos
apresentaram maior ingestao hidrica, hipertrofia cardiaca, niveis séricos elevados de uréia.
Porém, os animais submetidos a atividade fisica de baixa intensidade apresentaram

adaptacdes desses parametros em decorréncia da atividade fisica.

Alguns aspectos metodoldgicos devem ser considerados na interpretacao de nossos
resultados. Uma limitacdo encontrada para a interpretagdo dos nossos dados refere-se ao
fato de que nossos experimentos foram realizados em animais anestesiados, um estado
gue sabidamente pode interferir com os diferentes parametros cardiovasculares avaliados.
Além disso, as respostas cardiovasculares provocadas por angiotensinas centralmente ou a
reatividade das diferentes vias eferentes podem ser modificadas pelo anestésico. O
anestésico escolhido, a uretana é muito utilizada em experimentos com animais,
principalmente por causa de sua acdo anestésica de longa duracdo e propriedades
relaxantes da musculatura esquelética (STROBEL e WOLLMAN, 1969). Além disso, a
uretana produz uma condi¢do de anestesia cirlrgica que é caracterizada por apenas uma
pequena diminuicdo da atividade do sistema nervoso autbnomo, 0 que torna este
anestésico um dos mais apropriados para o estudo da funcao cardiovascular (MAGGI e
MELI, 1986). A uretana produz depresséo tanto das respostas pressoras como depressoras
decorrentes da estimulacdo do SNC. Assim, o efeito depressor da uretana néo € seletivo,
isto é, tanto as respostas pressoras como as depressoras sdo afetadas de maneira
semelhante, ao passo que outros anestésico (que atuam mais mimetizando ou aumentando
os efeitos do GABA no SNC) abolem seletivamente as respostas depressoras e as
convertem, frequentemente em episédios pressores (LALLEY, 1980). Por outro lado, os
estudos de microinjecdo no SNC em animais ndo anestesiados envolvem a implantacéo
cronica de canulas metdlicas (MICHELINI e BONAGAMBA, 1990; LACERDA, 1996;
FONTES e cols., 1997) que determinam uma lesdo mecanica mais extensa no tecido a ser
estudado. As micropipetas de vidro usadas em nossos experimentos possuem um diametro
gue variavam entre 100 a 150 um, produzindo um dano minimo as areas circunvizinhas a

microinjecéo.
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Uma outra questdo que sempre € levantada em estudos de microinjecao central € a
possibilidade de que parte do efeito observado seja devido a um extravazamento do
peptideo para a periferia. Na periferia, a Ang Il produz aumento da pressao arterial
decorrente de uma potente vasoconstricdo, através da ativacdo de subtipo de receptores
AT, de angiotensina (OSEI e cols., 1993; PORSTI e cols., 1994 ; BROSNIHAN e cols.,
1996). Desta forma, a possibilidade de que os efeitos produzidos pela Ang Il e seu
antagonista de receptor AT,, PD123319, na VLM possam ser devido a um extravasamento
deste peptideo para a periferia € muito pequena, principalmente devido a acao hipotensora
da Ang Il na CVLM (ALZAMORA e cols., 2002 e 2006).

5.1 AVALIACAO DE DIFERENTES PARAMETROS DA HIPERTENSAO
RENOVASCULAR

5.1.1 Pletismografia de Cauda
Os resultados do presente estudo mostram, em relacdo ao desenvolvimento da

hipertensdo mensurada pela avaliacdo da PA através da pletismografia de cauda, realizada
semanalmente ap06s a realizacdo das cirurgias (2R1C e Sham) que houve um aumento
significativo da PA ja na primeira semana apos a cirurgia nos grupos 2R1C, sedentario e
ativo em relagdo ao grupo Sham. Observou-se também que o grupo 2R1C ativo apresentou
durante as duas primeiras semanas valores de PA mais elevados que o grupo 2R1C
sedentario, sendo que esta diferenca deixou de existir na terceira semana e retornou a
aparecer na quarta semana, porém em sentido contrario, ou seja, ocorreu uma reducédo de
PA dos ratos 2R1C ativos em relacao aos ratos 2R1C sedentarios.

Nossos dados corroboram com trabalhos anteriores, uma vez que a partir da terceira
semana ap0s as cirurgias e da atividade fisica, os ratos dos grupos 2R1C sedentario e
ativo, apresentaram valores de PA semelhantes e na quarta semana apés as cirurgias e
atividade fisica, os ratos 2R1C ativos apresentaram valores de PA inferiores aos
observados nos animais hipertensos sedentarios. Esses dados sugerem um processo de
adaptacdo ocorrido nos animais hipertensos submetidos ao exercicio fisico e mostram
também que a atividade fisica de baixa intensidade foi efetiva em reduzir os niveis de
hipertensdo. Também em nosso estudo, os valores de PA elevados a partir da primeira
semana apos a cirurgia, observado nos animais submetidos a cirurgia 2R1C (sedentarios e
Ativos) sugerem um aumento nos niveis de Ang |l circulantes.

Esta estabelecido que SRA possui um importante papel na regulacdo da PA

durante o desenvolvimento da hipertensdo renovascular (DeFORREST e cols.1982). No

95



modelo de hipertenséo renovascular unilateral (2R1C de Goldblatt) a estenose da artéria
renal estimula o SRA. A contribuicdo do SRA neste modelo varia dependendo do tempo
decorrido apés a constricdo da artéria renal (MARTINEZ-MALDONADO, 1991). Na fase
aguda da hipertensdo 2R1C, a atividade da renina plasmatica esta elevada e o aumento da
PA é dependente do SRA. PLOTH, 1983 e MITCHELL e colaboradores, 1995 mostraram
gue os efeitos diretos e indiretos do aumento das concentracbes de Ang Il circulante
conjuntamente aos aumentos dos niveis circulantes de aldosterona e da atividade aferente
simpatica, dependentes da acdo da Ang Il, contribuem para a incapacidade excretoria do
rim nao-clipado. Estas interacBes contribuem para o desenvolvimento dos estagios iniciais
da hipertensdo Goldblatt 2R1C, quando a atividade plasmatica da renina e as
concentracdes circulantes de angiotensina estdo elevadas. No entanto, as concentractes
dos niveis plasmaticos da atividade da renina e Ang Il normalizam na fase crbnica na
hipertensdo 2R1C apesar da manutencdo dos elevados niveis de PA (OKAMURA e cols.
1986 e NISHIMURA e cols. 1992).

Embora a Ang Il ligue-se aos subtipos de receptor tipo | (AT,) e tipo Il (AT,), é o
receptor AT; que media a maioria dos seus efeitos cardiovasculares que podem levar a
hipertensdo, incluindo o estresse oxidativo, a liberacdo de norepinefrina, a vasoconstri¢do,
a secrecdo de aldosterona, a reabsorcdo renal de sodio, a estimulacdo simpatica, a
liberacéo de vasopressina, a hipertrofia celular vascular e cardiaca e a proliferacédo celular
dentre outros (NICKENIG e HARRISON, 2002a, b).

WARREN e colaboradores, 2001, mostraram que o exercicio fisico induz um
aumento nos niveis de Ang Il circulantes bem como a liberagcdo de noradrenalina pelos
neurdnios simpaticos pds-ganglionares. Este aumento nos niveis circulantes de Ang Il e da
atividade simpética durante o exercicio contribui para as respostas pressoras observadas
durante a atividade fisica. Desta forma, os niveis de PA significativamente elevados nos
ratos 2R1C Ativos em relagdo aos ratos 2R1C sedentarios, talvez se deva ao aumento dos
niveis de Ang Il e da atividade simpatica ocorrida na fase inicial da atividade fisica (12 e 22
semanas de treinamento) em adicdo ao aumento de Ang Il circulante em decorréncia da
estenose renal (cirurgia 2R1C).

HAYASHI e colaboradores, 2000, mostraram que o treinamento fisico diminui
significativamente a atividade e a concentracdo plasmatica da renina. As alteracdes da
atividade da renina plasmatica durante o treinamento fisico estdo relacionadas com o
ganho da capacidade fisica, uma vez que maior a capacidade fisica menor € o nivel da
atividade da renina plasmatica (HESPEL e cols., 1988). BRAITH e colaboradores, 1999,
observaram que apdés o treinamento fisico as concentracbes plasmaticas de Ang Il,
aldosterona, vasopressina e horménio natriurético atrial (ANH) diminuem durante o repouso

e em exercicio nos pacientes com insuficiéncia cardiaca.
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5.1.2 Ingestéo Hidrica
Com relacéo a Ingestdo hidrica, que foi avaliada semanalmente, observamos uma

ingestao de agua aumentada nos grupos 2R1C, sedentario e ativo e também no grupo
Sham ativo. Durante a primeira e segunda semanas apds as cirurgias (2R1C e Sham) e da
atividade fisica, o aumento da ingestéo hidrica observado nos grupos Sham ativo, 2R1C
sedentario e ativo, se deve, muito provavelmente, ao aumento dos niveis de Ang Il
circulante, em decorréncia da atividade fisica e da hipertensao renovascular.

Na terceira semana ap0s a realizacéo das cirurgias (2R1C e Sham), foi observado
gue os ratos Sham tém sua ingestao hidrica significativamente similar aos ratos Sham
sedentarios, indicando que para este grupo de animais a adaptacdo a atividade fisico
ocorre na terceira semana apds a cirurgia ficticia (Sham). Entretanto, no grupo 2R1C,
sedentario e ativo, na terceira semana apés a cirurgia, ainda ha uma ingestao hidrica
elevada em relacdo ao grupo Sham.

Porém, na quarta semana apés a realizacdo da cirurgia 2R1C, observamos uma
reducdo na ingestédo hidrica do grupo 2R1C ativo, que passa a apresentar uma ingestéo
semelhante a dos animais do grupo Sham, sedentdrios e ativos. Os ratos 2R1C
sedentarios, no entanto, na quarta semana apés a cirurgia mantém valores elevados de
ingestao hidrica. De forma diferente, os ratos 2R1C ativos diminuiram a ingestéo hidrica,
apés quatro semanas de atividade fisica, provavelmente devido a reducdo dos niveis
circulantes das substancias do SRA como Ang Il, renina e aldosterona em decorréncia de
uma adaptacao a atividade fisica (HESPEL e cols., 1988; BRAITH e cols., 1999 e HAYASHI
e cols., 2000).

Os mecanismos que mantém a homeostase hidroeletrolitica ainda ndo sdo bem
entendidos. A normalidade hidroeletrolitica e suas conseqiiéncias fisiolégicas tém
constituido o foco de muitos estudos. A ingestéo hidrica, muitas vezes tem sido vista como
um dos muitos mecanismos regulatérios do volume e da osmolaridade corporal (JORDAN e
cols, 200).

Diversos peptideos vasoativos, dentre eles a Ang Il, que circulam no plasma e sao
produzidos em diversos tecidos inclusive o cérebro (STANDAERT e cols., 1988) também
atuam no SNC alterando a ingestao hidrica (SAMSON e cols., 1991). Existem diversas vias
centrais peptidérgicas que séo capazes de modular a ingestédo hidrica e podem exercer um
papel sobre a PA e regulacdo osmética. Esses diversos sistemas peptidérgicos podem
modular a ingestéo hidrica através de alteracBes na fungdo barorreceptora e da regulagéo
da osmolaridade do fluido extracelular (MURPHY e cols., 1995).

A restricdo ao fluxo sanguineo renal que ocorre na hipertensao renovascular (1R1C
ou 2R1C) aumenta imediatamente os niveis plasmaticos de renina e Ang Il que causa

alteracdo na ingestao de agua e sodio correlacionado a varios estagios dessa hipertensao.
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No modelo 2R1C em que a isquemia de um dos rins ndo afeta todo o tecido renal (ver
adiante nossa discussao sobre a histologia renal), os niveis circulantes de renina e Ang |l
permanecem elevados por muito tempo para depois diminuirem, ocorre inicialmente maior
retencdo de agua e sodio sem que ocorra aumento do volume sanguineo (FAZAN e cols.,
2001). Porém, a retencado de sédio nem sempre tem sido observada (FITZSIMONS e
TURKISH, 1989). Dentro de poucas horas e por até duas ou trés semanas apos a cirurgia
para a realizacdo da clipagem do rim, ocorre aumento da ingestdo de agua sendo que a
ingestao de sbédio se matém inalterada. A remocgéo do clip ou altas doses de captropil,
substancia que impede a formacdo de Ang Il, apds sete ou 14 dias da contricdo renal
restaura a PA e a excessiva ingestdo de agua. A Ang Il estimula o aumento da ingestédo de
agua por agir diretamente em estruturas no cérebro ou indiretamente através de seus
efeitos sobre o balanco hidroeletrolitico. Em adicéo, trabalhos que mostram aumentos da
ingestao de sddio sugerem um efeito direto da Ang Il ou indireto através da estimulacao da
aldosterona (FAZAN e cols., 2001). Em estagios cronicos (acima de quatro semanas) da
hipertensdo renovascular ocorre persistente elevacdo da ingestdo de sédio e relativa
aversao ao sédio (FORMAN e FALK, 1979). Nossos dados estdo de acordo com estes
autores e mostram que ratos com hipertensdo 2R1C, na primeira, segunda, terceira e
guarta semanas apOs a cirurgia ocorre um aumento da ingestdo de agua nos ratos
sedentarios, sendo que atividade fisica reduz esta ingestdo somente na quarta semana da
cirurgia. Porém, em nosso estudo, ndo avaliamos a ingestao de sddio.

KRAEMER e cols., 1999, em um estudo realizado com homens adultos, mostraram
gue o exercicio fisico afeta dramaticamente a secre¢do hormonal e a regulagéo dos fluidos
corporais, uma vez que aumenta 0s niveis plasmaticos de noradrenalina, dopamina,
peptideo atrial e acido latico. Em adicéo, durante a atividade fisica, ocorre também aumento
do metabolismo corporal que pode aumentar a osmolaridade plasmatica e estimular a
ingestao hidrica.

Em nosso estudo, no entanto, acreditamos que o aumento da ingestdo de agua se
deve em parte a um possivel aumento da osmolaridade em decorréncia do aumento do
metabolismo e do aumento dos niveis plasmaticos de uréia (ver adiante na discussao), bem
com a hiperatividade do SRA nos animais submetidos a atividade fisica e nos animais com
hipertenséo renal.

Ha duas importantes alteracfes ocorridas durante a atividade fisica que atuam
sobre o volume de liquidos corporal. A primeira se refere ao aumento da osmolaridade
plasmatica e a segunda ao aumento da acidose plasmatica. Esses parametros estédo
aumentados principalmente devido ao aumento de células vermelhas no sangue durante a
atividade fisica em alta intensidade e estdo moderadamente alterados em atividade fisica

de baixa e média intensidade. Durante a atividade fisica de alta intensidade a osmolaridade
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plasmatica pode aumentar cerca de até 40 mosmol/ Kg H,O. A causa do aumento da
osmolaridade n&o é devido ao aumento da concentracdo de eletrélitos tais como Na*, K+ ou
CI. Os movimentos dos ions sdo acompanhados por movimentos da agua, uma vez que
existe uma grande permeabilidade para a agua nas células musculares (SEJERSTED e
cols. 1982). Assim, como os ions sdo seguidos pela agua, a osmolaridade permanece
inalterada, apesar dos volumes dos compartimentos internos poderem estar alterados. A
causa para o aumento da osmolaridade é devido ao aumento da producédo de metabdlitos
dentro das células musculares. Parte dos metabdlicos (lactato e produtos da quebra de
fosfocreatina) acumula-se dentro das células, aumentando o transporte de agua do espaco
intersticial e do sangue para dentro das células (BONING e cols.,, 1984) e

consequentemente, aumentando a osmolaridade plasmatica.

5.1.3 Avaliacao do peso Corporal
Com relacdo ao peso corporal dos animais experimentais, que foi avaliado

semanalmente, nossos resultados mostram que o exercicio fisico de baixa intensidade ao
qual os ratos Sham e 2R1C foram submetidos, ndo promoveu alteracBes de peso em
relacdo aos animais do grupo Sham sedentarios.

Embora exista uma relacdo classica entre exercicio fisico e ganho de massa
muscular ou ganho de peso, dados da literatura (MEDEIROS e cols.,, 2004 e
EVANGELISTA e cols., 2003) em camundongos e ratos Wistar jovens utilizando protocolo
de treinamento com carga de 2 a 5% do peso corporal ndo observaram aumento de peso
corporal dos animais em relacdo aos animais sedentarios. Em nossos estudos, utilizando
protocolo de atividade fisica de baixa intensidade, em que n&o foi utilizado sobrecarga de
peso, também nao foi observado ganho de peso nos animais. Corroborando com esses
dados, a andlise histologica qualitativa que foi realizada nesses animais ndo nos permitiu
observar alterag@es significativas com relagéo a hipertrofia muscular, aumento de fibras ou
mesmo células musculares.

No entanto, os animais 2R1C sedentarios na primeira e segunda semana apds a
cirurgia 2R1C apresentaram reducgdo do peso corporal, provavelmente devido ao estresse
produzido pela cirurgia 2R1C, porém os animais 2R1C ativos ndo apresentaram reducéo de
peso, talvez porque a atividade fisica tenha melhorado as condicdes fisicas desses animais
no periodo pds-operatorio.

Esta reducdo no peso dos ratos 2R1C sedentarios na 12 e 22 semanas apos a
cirurgia, sugere que os niveis elevados de Ang Il, que caracterizam esse modelo de
hipertensdo, possam interferir no processo de cicatrizagcdo da cirurgia abdominal pelas
acOes pré-inflamatérias da mesma. A Ang Il possui um significante papel na iniciacao e

manutencao dos processos inflamatoérios. A inibicdo das acfes da Ang Il por inibidores da
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ECA e por antagonistas de Ang Il blogueia os efeitos anti-hipertensivos e antinflamatoérios
da Ang Il (FERRARIO e STRAWN, 2006).

Em relagéo aos ratos 2R1C ativos, alguns dados na literatura nos induzem a pensar
gue a atividade fisica tenha melhorado as condicdes fisicas desses animais no periodo pés-
operatorio. A concentracdo de cortisol aumenta muito em exercicios de longa duracao e em
menor quantidade em exercicios de curta duracdo (60 minutos) (CHRISTENSEN e cols.,
1983). Nao ha duavidas que a atividade fisica altera a concentracdo de células
imunocompetentes e influencia a funcdo imunoldgica (CANNON e KLUGER, 1984; ILBACK
e cols., 1991). Estes efeitos sdo mediados por diversos fatores incluindo a inducdo da
liberacéo de citocinas e os classicos hormonios estimulados por estresse (catecolaminas,
hormdnio do crescimento, cortisol, glutamina e outros). Em geral, exercicios de grande
intensidade e longa duragdo induz imunossupressdo e aumenta a susceptibilidade a
doencas infecciosas, enquanto exercicio de baixa ou moderada intensidade parece
aumentar a resisténcia a infeccdes (CANNON & KLUGER, 1984; ILBACK e cols., 1991).

5.1.4 Avaliacao do Peso dos Rins
O peso seco relativo do rim esquerdo (clipado) dos ratos 2R1C foi menor que o0 peso

seco relativo do rim direito (ndo clipado). O rim direito, contralateral, dos ratos 2R1C,
sedentarios e ativos, foi maior quando comparado com rim direito de ratos Sham, sugerindo
uma hiperfuncédo compensatoria. Nos animais do grupo Sham nao houve diferenca entre o
peso seco relativo dos rins direito e esquerdo destes animais.

Em adicdo, a porcentagem de reducdo do peso seco relativo do rim esquerdo
(clipado) sobre rim direito (ndo-clipado) no grupo 2R1C, sedentario e ativo foi similar.
Nossos dados mostram que embora o percentual de reducdo do rim clipado em relagéo ao
nao clipado, seja semelhante entre os ratos do grupo 2R1C (sedentarios e ativos), os
animais hipertensos ativos apresentam valores de PA reduzidos em relacdo aos ratos
2R1C sedentarios, sugerindo que a cirurgia para producdo da hipertensdo 2R1C foi
eficiente tanto nos ratos 2R1C sedentarios como nos 2R1C ativos e a reducdo da PA se
deve realmente a atividade fisica de baixa intensidade. Como era de se esperar, néo foi
observada diferenca na porcentagem de reducdo entre 0s pesos secos relativos dos rins
direito e esquerdo dos ratos Sham.

LUPU e colaboradores, 1972, mostraram que redugfes muito intensas no fluxo renal
unilateral (maior que 50%) podem levar a estados hipertensivos mais prolongados, sendo a
severidade da hipertensédo proporcional ao grau de obstrucdo da artéria renal. Em nosso
estudo, no entanto, ndo analisamos o fluxo sanguineo renal, porém, percebemos, através

da andlise histologica, que animais que apresentaram um percentual de reducdo do peso
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seco relativo do rim esquerdo em relacdo ao direito, superior a 40% apresentavam
comprometimento da estrutura renal, com intensa degeneracéo, inflamacéo, pigmentacgéo,
calcificacéo e fibrose. Os animais do nosso estudo que apresentaram comprometimento
estrutural do 6rgéo, ou seja, pontos visiveis de isquemia, foram excluidos. Uma intensa
constricdo da artéria renal pode levar a um comprometimento funcional do rim e nao
caracteriza o modelo 2R1C.

A andlise histoldgica das estruturas renais do rim esquerdo (ndo clipado) nos
permite observar que as raras alteracbes patoldgicas (esclerose glomerular e inflamacao)
presentes no grupo Sham sedentario apresentaram-se diminuidas ou ausentes no grupo
Sham ativo. Foi observado um aumento da dilatacdo tubular nos ratos Sham ativos.
Acreditamos que este aumento na dilatacdo tubular esteja relacionado a um aumento no
fluxo sanguineo neste 0rgdo, efeito proveniente do exercicio fisico e que nao
necessariamente esta relacionado com comprometimento no funcionamento do 6rgéo.

Ja no grupo hipertenso, a analise histolégica do rim esquerdo (clipado) mostrou que
praticamente todos os parametros avaliados (congestao, degeneracao tubular focal, fibrose,
inflamacao e dilatacédo tubular) apresentaram-se elevados nos ratos 2R1C sedentarios em
relacdo aos ratos Sham sedentarios, no entanto, esses parametros foram reduzidos no
grupo 2R1C ativo, mostrando que o exercicio fisico foi eficiente em reduzir os efeitos
deletérios impostos ao rim clipado no modelo de hipertensdo 2R1C. Foi observado um
aumento da esclerose glomerular ns ratos 2R1C sedentarios em relagcdo aos ratos Sham.
Com relagéo a presenca de depdsitos protéicos apenas o grupo hipertenso sedentario teve
essa alteracdo manifestada tanto no rim esquerdo quanto no direito.

A analise histolégica do rim direito (n&o-clipado), no grupo Sham ativo, foi observada
reducdo da congestédo, esclerose glomerular e inflamagdo quando comparado com o0s
animais do grupo Sham sedentario. Ja com relacdo a degeneracéo tubular focal e dilatacao
tubular, foi observado aumento desses parametros no grupo Sham ativo em relacdo aos
Sham sedentarios. Acreditamos que este aumento da dilatacéo tubular esteja relacionado a
um aumento no fluxo sanguineo neste 6rgao, efeito proveniente do exercicio fisico e que
nao necessariamente esta relacionado com comprometimento no funcionamento do 6rgéo.
Em relacdo a degeneracao tubular focal, vale lembrar que este processo nem sempre
culmina em morte celular, com fibrose e comprometimento na capacidade funcional do
orgdo. O processo degenerativo geralmente € uma reacao celular a algum agente externo
gue de alguma forma possa estar dificultando o seu funcionamento, diante desta dificuldade
gue Ihe esta sendo imposta a célula tem como se adaptar e voltar a funcionar normalmente
ou entdo, perdendo totalmente sua fungéo.

De forma semelhante ao observado no grupo Sham ativo, no grupo hipertenso

houve aumento na manifestacdo de alguns parametros (degeneracdo tubular focal,
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esclerose glomerular e inflamagéo) e reducdo na manifestacdo de outros (congestédo e
fibrose) quando comparamos os animais do grupo 2R1C ativo com os 2R1C sedentarios.
Neste caso, 0 exercicio parece estar de alguma forma retardando um processo patolégico,
pois embora no grupo ativo tenha mais degeneracdo tubular focal e mais inflamagéo, a
guantidade de células fibrosadas diminui no grupo 2R1C ativo em relagdo aos sedentarios.
Estudos posteriores se fazem necessarios a fim de verificar se mantendo-se o treinamento
fisico por mais algumas semanas estas células teriam uma tendéncia de recuperacao ou se
o exercicio, na verdade implicaria, em um fator de agravamento de processos patoldgicos
renais preexistentes. Com relacdo a dilatacdo tubular ndo houve alteragdo com relagéo a
este parametro neste grupo de animais.

Uma avaliacdo histoldgica geral do rim esquerdo (clipado) em relacéo ao rim direito
(ndo clipado) mostra maior comprometimento patolégico do rim clipado em relagcao ao rim
nao clipado e fazendo uma correlagdo com nossos dados em que o rim contra-lateral (ndo
clipado) apresentou aumento do peso seco, podemos sugerir uma hiperfungéo
compensatoéria. Esses dados (menor comprometimento patolégico e aumento do peso seco
do rim ndo clipado) talvez possam estar relacionados a dados da literatura que sugerem
gue o rim ndo clipado seja o responsavel pela manutenc¢éo da hipertensdo no modelo 2R1C
(NAVAR e cols., 1998)

5.1.5 Avaliacéo do Peso do Coragéo
Ainda em se tratando de peso de 6rgdos, nossos resultados mostram que houve

hipertrofia cardiaca, ou seja, aumento no peso seco do coragdo nos grupos Sham ativo,
2R1C sedentario e 2R1C ativo.

Em nosso estudo, a hipertrofia cardiaca nos ratos 2R1C, sedentarios e ativos, foi
devido a um aumento no peso seco dos ventriculos em relacdo ao grupo Sham. No
entanto, no grupo Sham ativo, a hipertrofia cardiaca ocorreu devido a um aumento no peso
seco dos atrios. Resultado semelhante foi observado por EVANGELISTA e colaboradores,
2003, em estudos realizados com camundongos e utilizando sobrecarga de peso de 2 a 4%
do peso corporal submetidos a natacdo duas vezes ao dia por 60 minutos e por 6 semanas.
Apesar dessa diferenca encontrada por nés, em relacdo ao peso dos atrios em ratos
normotensos ativos, devemos considerar a grande dificuldade metodol6gica em separar os
atrios devido sua estrutura anatdmica.

A andlise histoldgica das estruturas cardiacas mostra uma reducdo na degeneracao
cardiaca nos ratos Sham ativos quando comparados com os animais Sham sedentarios,

mostrando a eficiéncia do exercicio fisico em reduzir eventuais alteracdes patoldgicas em
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animais normotensos. Nao foi observada alteracdo na inflamagéo ventricular focal no grupo
Sham ativo em relagdo ao grupo Sham sedentario, porém foi observado um espessamento
excéntrico da parede ventricular, aumento a luz do érgéo, no grupo Sham ativo em relacao
aos ratos sedentarios (Sham e 2R1C). Este achado é importante porque embora nao
tenhamos observado bradicardia de repouso no grupo normotenso ativo esta alteracdo na
morfologia cardiaca é também um indicador de adaptacéo cronica ao exercicio fisico.

Ja no grupo hipertenso, a analise histolégica mostra que no grupo 2R1C ativo foi
observada uma reducdo no espessamento da parede ventricular e vascular em
comparacdo aos ratos 2R1C sedentéarios. Este achado também lanca nova luz sobre
nossos resultados, mostrando que a hipertrofia concéntrica, que reduz sobremaneira a luz
do coracéo, dificultando o trabalho cardiaco se encontra reduzida no grupo 2R1C ativo.

Também no grupo hipertenso ativo foi observada uma reducédo na fibrose e um
aumento na degeneracéo e inflamagéo ventricular focal em comparacédo aos animais 2R1C
sedentarios. Neste caso, mais uma vez, de forma semelhante aos processos patolégicos e
degenerativos observados nos rins, 0 exercicio parece estar de alguma forma retardando
um processo patoldgico, pois embora o grupo ativo apresente mais degeneracédo cardiaca e
mais inflamacdo, a quantidade de células fibrosadas diminui no grupo 2R1C ativo em
relacdo aos sedentarios. Contudo, estudos posteriores se fazem necessarios a fim de
verificar se mantendo-se o treinamento fisico por mais algumas semanas estas células
teriam uma tendéncia de recuperacao ou se 0 exercicio, na verdade, implicaria em um fator
de risco e agravamento de processos patoldgicos cardiacos preexistentes.

Nossos resultados corrobram com trabalhos anteriores que maostram que a
hipertrofia cardiaca pode acontecer como uma resposta adaptativa fisiolégica (atividade
fisica) ou patolégica (doencas valvulares, hipertensdo ou obesidade) ao aumento do
trabalho cardiaco (HUNTER e cols., 1999 e SCHEUER e cols., 1982). Durante a atividade
fisica o0 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 funcdo cardiaca por alterar o fenétipo
celular e molecular dos miécitos cardiacos, incluindo alterac8es adaptativas no tamanho da
célula, funcao contratil, transporte de célcio e resisténcia para alteracdes metabdlicas. Em
ratos saudaveis ocorre um aumento tempo dependente na massa cardiaca e do tamanho
das células durante o treinamento fisico. O aparente crescimento longitudinal dos
cardiomiocitos por acréscimos de sarcdmeros em série sao evidentes em estudos sobre o
efeito do treinamento fisico sobre a massa de miocardio (WISLOFF e cols., 2001). Este
mecanismo celular induz uma hipertrofia ventricular excéntrica que ocorre em humanos e
animais submetidos a programas de treinamento fisico. Estudos de SCHAIBLE e

SCHEUER, 1981, demonstraram que em ratos o treinamento fisico com natacdo pode
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promover um aumento na relacdo peso coracdo sobre o peso corporal em valores que
variam de 12 a 31%. Os cardiomidcitos constituem cerca de 75% do volume total do
miocardio, mas corresponde somente a um terco de todas as células (BRAUNWALD,
1997). O tamanho da célula varia consideravelmente no mesmo coracdo e depende se
trata-se de um coracao normal, submetido a atividade fisica ou doente.

EVANGELISTA e cols., 2003, mostraram que a natacao € bem reconhecida por ser
efetiva em induzir a hipertrofia do miocardio do ventriculo esquerdo e aumentar o volume
diastdlico final em ratos (GEENEN e cols., 1988). A natacdo se mostra mais efetiva na
producdo da bradicardia de repouso do que a corrida (SCHAIBLE e SCHEUER, 1979).
Contudo, os mecanismos envolvidos na bradicardia produzida pela natacéo ainda ndo séo

totalmente compreendidos.

5.1.6 Avaliac&o da Creatinina Plasmatica
Neste estudo a dosagem de creatinina plasmatica foi utilizada como um indicador de

treinamento e ganho de massa muscular, uma vez que existe uma correlacdo entre
concentracdo de creatinina e indice de massa corporal (IMC) em atletas de elite oriundos
de diferentes esportes caracterizados por diferentes treinamentos, em intensidades
variadas e envolvendo tanto o metabolismo aerdbico como anaerébico (BANFI e cols.,
2006).

Em nosso estudo, os niveis séricos de creatinina nos ratos 2R1C (sedentéarios e
ativos) foram similares aos niveis de creatinina nos animais Sham (sedentarios e ativos)
mostrando que nem a hipertensdao 2R1C, nem a atividade fisica de baixa intensidade

alteraram os niveis séricos de creatinina.

5.1.7 Avaliac&o da Uréia Plasmética
Em nosso estudo, a dosagem sérica de uréia foi significativamente diferente entre

0S grupos de animais, tanto comparando o efeito da hipertensdo renovascular (Sham
sedentarios e 2R1C sedentarios) como o efeito do treinamento (Sham ativos e 2R1C
ativos). Estas diferencas foram significativas em relagdo a hipertensdo 2R1C e ao
treinamento. FAZAN e colaboradores, 2001, mostraram que a funcéo renal, em termos de
uréia e creatinina sanguineas bem como o “clearance” de inulina ou p-aminopurato é

normal na hipertensdo de Goldblatt, tanto 2R1C como 1R1C, nossos dados estdo de
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acordo com FAZAN e colaboradores em relagédo a creatinina, porém contrarios em relacao
a uréia.

Muitos estudos tém indicado que o exercicio aumenta a concentracdo sérica de
uréia, a excrecao urindria e as perdas através do suor. Além disso, tem-se mostrado que a
ureagénese aumenta durante o exercicio (WASSERMAN e cols, 1991). A captacao de
aminoacidos pelo figado aumenta durante o exercicio em cées, sugerindo que estes
aminoacidos sejam usados para aumentar a gliconeogénese durante o exercicio
(WASSERMAN e cols. 1991). De acordo com esses dados, foi reportado que a glicose
administrada com aminoéacidos antes ou durante o exercicio reduz a ureagénese hepatica
devido a reducdo na gliconeogénese hepatica, em comparacdo com a administracao
isolada de aminoacidos (HAMADA e cols, 1998). Além do aumento na gliconeogénese a
formacéo de uréia também precisa ser aumentada para processar a amonia liberada pelo
musculo em atividade (FERREIRA e cols. 1998).

5.2 AVALIACAO DIRETA DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Em sintese, os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o exercicio
fisico de baixa intensidade é efetivo em reduzir a PA, a FC e em restaurar a sensibilidade
da bradicardia barorreflexa em ratos com hipertensao renovascular. Além disso, a Ang |l
microinjetada na CVLM produz um efeito hipotensivo similar em ratos Sham e 2R1C,
sedentarios e ativos. Este efeito hipotensivo foi significativamente bloqueado pelo
antagonista, PD123319, em ratos Sham e 2R1C, sedentarios e ativos. Em adicdo, o
antagonista de receptor AT, para Ang Il, PD123319, induziu uma reducédo na PA, apds sua
microinjecdo na CVLM de ratos 2R1C sedentarios, sendo que este efeito hipotensivo foi

atenuado nos ratos 2R1C submetidos a atividade fisica de baixa intensidade.

5.2.1 Avaliagdo da PAM e FC
Em nosso estudo foi observada uma significativa reducdo da PAM e FC somente

nos animais 2R1C submetidos a atividade fisica e nao foram observadas diferencas
significativas na PA e FC no grupo Sham, sedentarios ou ativos. Apesar da diminui¢do da
FC cardiaca ser considerada um marcador de atividade fisica, a anestesia, em nosso
estudo, pode ter impedido a dimiuicdo da FC no grupo Sham ativo, conforme ja discutimos
em consideracdes metodologicas. O fato da FC basal néo ter sido alterada no grupo Sham
ativo esta de acordo com estudos prévios, realizados também com ratos anestesiados
(BECKER e cals., 2005 e CARVALHO e cols., 2003).
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O endotélio possui uma importante participacdo na regulacdo do fluxo sanguineo e
da PA. O tbnus vascular estd sobre o controle de fatores locais e sistémicos, e é o
resultado entre o balaco de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras. Localmente, a
autorregulacdo do tdnus vascular ocorre especialmente em resposta a estimulos
mecanicos. Dados da literatura (HILTON, 1959) em vasos da coronaria epicardica sugerem
gue o exercicio fisico induz aumento do “shear stress” no endotélio que € proporcional a
vasodilatacdo. O mecanismo pelo qual o estimulo mecénico estimula o aumento do fluxo
sanguineo devido ao aumento da vasodilatacdo ndo esta ainda bem entendido, mas parece
que a deformacdo do citolesqueleto provocada pelo “shear stress” induz a liberagdo de
substancias vasodilatadoras tais como, 6xido nitrico, prostaciclina (PGI2), bradicinina, etc e
por outro lado, diminui substéncias vasoconstritoras tais como, endotelina, fatores de
ativacdo plaquetarias dentre outras (CINES e cols., 1998).

Esta bem estabelecido o papel do treinamento fisico como modulador da PA,
enfatizando a importancia do esporte como um mecanismo terapéutico. Investigacbes
(LAUGHLIN e MCALLISTER, 1992) mostram a parede vascular como alvo de acdo do
exercicio fisico e das varias adaptacbes benéficas ao exercicio fisico crénico. Apesar do
efeito agudo aumentando o fluxo sanguineo, evidéncias sugerem que aumentos cronicos
do fluxo sanguineo induzidos por atividade fisica regular, exercem um efeito benéfico sobre
a reatividade vascular. Esta adaptacdo tem sido sugerida no sentido de aumentar as
respostas vasodilatadoras e atenuar a vasoconstricdo por agentes vasoativos (LAUGHLIN
e McALLISTER, 1992).

Estudos em SHR tém mostrado que o exercicio fisico de baixa intensidade é efetivo
na reducdo da FC e do DC, atenuando, consequentemente, a hipertensdo em SHR
NERAS—SILVA e cols., 1997 e TIPTON, 1999). Nossos dados, no grupo 2R1C ativo, estdo
de acordo com esses autores, pois a atividade fisica de baixa intensidade foi efetiva em
reduzir a PAM e FC, melhorando a funcdo cardiovascular em ratos com hipertensdo
renovascular.

Para elucidar os mecanismos através dos quais o exercicio fisico de baixa
intensidade causa a bradicardia, uma variedade de estudos (GAVA e cols., 1995 e
KRIEGER e cols., 1999) tem mostrado uma atenuacdo no ténus simpatico, mas nao no
tbnus vagal, que se mantém inalterado, em ratos SHR. Acredita-se que o exercicio fisico de
baixa intensidade é capaz de trazer o tdnus simpatico para niveis normais. Um aumento na
bradicardia de repouso apds o exercicio tem sido observado em estudos com hipertensos
(PAGANI e cols., 1988 e KRIEGER e cols., 1999).

A avaliacdo da PA antes (medida indireta — pletismografia) e apdés a anestesia
mostrou que nos animais 2R1C (sedentarios e ativos) apds duas horas da anestesia

apresentaram diminuicdo significativa da PAM, sendo que nos animais dos grupos Sham
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(sedentarios e ativos) ndo apresentaram alteracdo da PAM apés duas horas sob anestesia,
sugerindo que somente os ratos com hipertensdo renovascular sofram interferéncia do
anestésico. Essa interferéncia do anestésico sobre a PAM dos ratos 2R1C provavelmente
deva acontecer sobre a hiperatividade simpatica que acontece nesse modelo de
hipertensdo. MINAMI e colaboradoes, 2003 mostraram em SHR um maior nivel de PAM e
FC mensurados indiretamente através da plestimografia de cauda em relacdo a medida
direta (trandutor de pressdo) em ratos acordados e sugeriram que durante a medida
indireta ocorra um aumento da atividade simpatica devido ao estresse da metodologia

como restricdo, calor e manuseio.

5.2.2 Administragéo Intravenosa de Ang Il iv
Com o objetivo de verificar se a atividade fisica poderia alterar o efeito provocado

pela injecdo intravenosa Ang |l e PD123319, nés avaliamos as alteracbes nos valores
basais de PAM e FC produzidas por inje¢cfes intravenosas de Ang Il, pelo antagonista de
receptor AT,, PD123319, em ratos Sham e 2R1C, sedentarios e ativos.

Em nossos estudos o antagonista de receptor AT,, PD123319, perifericamente ndo
alterou os niveis basais de PAM tanto nos grupos Sham como nos 2R1C, sedentarios ou
ativos. No grupo Sham sedentario, a injecdo intravenosa de Ang |l produziu efeito
hipertensor que néo foi abolido pela injecdo intravenosa de PD123319, mostrando que o
antagonista de receptor AT, é incapaz de abolir o efeito pressor da Ang |l perifericamente.
Ja no grupo Sham ativo, porém, o PD123319, administrado perifericamente, reduziu a
resposta pressora induzida pela Ang II.

De modo semelhante ao grupo Sham sedentario, no grupo 2R1C a injecéo
intravenosa de PD123319 néo foi capaz de abolir o efeito pressor da Ang Il perifericamente.
Também da mesma maneira observada no grupo Sham ativo, no grupo 2R1C ativo, a
injecdo intravenosa de PD123319 aboliu o efeito hipertensor da Ang Il perifericamente.
Nossos dados sugerem que atividade a fisica de baixa intensidade altera a responsividade
do receptor AT, perifericamente e de importantes vias do SRA que podem estar envolvidas
nas adaptacdes cardiovasculares da atividade fisica de baixa intensidade sobre a PA.

A eficiéncia da Ang Il como substéncia vasoconstritora ja estad bem estabelecida na
literatura, 1pg pode aumentar a PA do ser humano em 10 a 20 mmHg em algumas
condicbes. Além disso, a Ang Il € um peptideo hormonal com importantes actes
cardiovasculares, endécrinas e metabdlicas, incluindo constricdo de vasos sanguineos,
neuromodulacdo, apetite pelo sal, estimulacdo simpatica, equilibrio hidroeletrolitico e
manutencao da homeostase através da liberacdo de aldosterona, além de efeitos diretos

nos rins e figado, como aumento da reabsorcéo de sédio, gliconeogénese e glicogendlise,
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respectivamente. Estas acdes sdo mediadas principalmente pelo receptor do tipo AT, cuja
expressao em humanos é determinada por um Unico gene, mas que em roedores se
manifesta sob a forma de dois subtipos especificos, AT:x € ATz (THOMAS e QIAN, 2003).

Q. LI e colaboradores, 1996, examinaram 0S mecanismos que mediam a
hipertensdo em ratos acordados durante a infusédo aguda e crénica de Ang Il (50, 100 e 200
ng/ kg/ min) e verificaram que a Ang Il age primeiramente no musculo liso vascular durante
a infusdo aguda, aumentando a resisténcia vascular periférica, e posteriormente, através de
vias neurais, durante o tratamento crénico.

Na tentativa de elucidar os mecanismos vasculares envolvidos nas respostas de
cada subtipo de receptor para Ang I, JOHREN e colaboradores., 2004, verificaram que a
Ang Il em baixas concentracbes inibe a producdo de NO, sendo, neste caso, a
vasodilatacdo mediada via receptor AT, e producéo de superéxido. Em altas concentracdes,
estes efeitos sdo antagonizados por efeitos vasodilatadores via ativacdo de receptor AT,
Sendo assim, a Ang Il pode exercer efeitos opostos via receptor AT, e AT, que podem estar
envolvidos na via das cininas e do NO.

De acordo com nossos dados, o antagonista de receptor AT, PD123319,
perifericamente, ndo alterou os niveis basais de PAM tanto nos grupos Sham como nos
2R1C, sedentarios ou ativos. Estudos usando antagonistas farmacoldgicos de receptor AT,
concluiram que este receptor ndo estd envolvido na regulacdo da PA em animais
normotensos e hipertensos (TONEY e PORTER, 1993). Porém, CERVENKA e
colaboradores, 2002, mostraram a importancia do receptor ATia para o surgimento e
manutencdo da hipertensdo 2R1C. Neste mesmo estudo, a infusdo aguda de PD123319
(50 pg/kg de peso corporal/ min) ndo alterou significativamente a PA em camundongos que
possuiam o receptor ATia. Ja nos animais “knockout” para o receptor ATia a infusdo de
PD123319, pelo contrario, causou um significante aumento na PA dos animais, mostrando
gue em situacdes especificas o receptor AT, pode patrticipar da regulacao aguda da PA.

Em relacdo ao efeito da inibicdo da acdo da Ang Il pelo PD123319 em ratos
hipertensos, observada nos animais submetidos a atividade fisica, ndo existem dados na

literatura e mais estudos sdo necessarios para melhor compreensao de nossos resultados.

5.2.3 Bradicardia Reflexa
Em nosso estudo a bradicardia reflexa dos animais 2R1C sedentarios foi

signficativamente menor em comparagdo aos ratos SHAM sedentarios, como
extensivamente mostrado em estudos prévios da literatura (MOREIRA e cols., 1988;
MATSUMURA e cols., 1989; KUMAGAI e cols., 1990; BRITO e cols., 1997 e KRIEGER e
cols., 1999). A reducéo do reflexo barorreceptor em hipertensos estd associado ao aumento

da atividade simpética. E interessante observar que as areas do SNC desprovidas de
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barreira hemato-encefalica, estao suscetiveis a modulacao pelas angiotensinas circulantes,
cujos niveis estdo aumentados em ratos com hipertensao 2R1C. Varias areas “fora da
barreira hemato-encefalica” participam da modulacdo do barorreflexo, como a area
postrema que possui conexdes com outras areas bulbares relacionadas com a regulacéo
cardiovascular (BARNES e cols., 1984). Portanto, os nossos resultados sugerem que as
angiotensinas circulantes exercam influéncia sobre a modulagao central do barorreflexo, ou
a funcionalidade do SRA cerebral esteja também alterado ou ambos os fatores ocorrendo
no sentido de diminuir a sensibilidade barorreflexa neste modelo de hipertenséo.

No entanto, o exercicio fisico de baixa intensidade foi efetivo em reduzir a elevada
PA e restaurar a sensibilidade da bradicardia barorreflexa em ratos com hipertensdo
renovascular. Estes achados estdo de acordo com prévios estudos (TIPTON, 1999 e
VERAS-SILVA e cols., 1997) que mostram que o exercicio fisico pode provocar importantes
alteracbes no sistema cardiovascular em animais e humanos com hipertenséo.

Em SHR, no periodo pés-exercicio, observou-se que a resposta bradicardica
apresenta-se aumentada, enquanto a resposta taquicardica mantem-se reduzida (SILVA e
cols., 1997 e KRIEGER e cols., 1999). Em adicdo, um aumento na complacéncia vascular
também foi observada em humanos apds o exercicio (KRIEGER e cols., 1999). Um
aumento no “shear stress” durante o exercicio pode aumentar a liberacdo de fatores
endoteliais (KRIEGER e cols., 1999). Todos estes mecanismos podem aumentar a
sensibilidade dos barorreceptores arteriais aferentes, aumentando assim, a sensibilidade da

bradicardia barorreflexa.

5.2.4 Bulbo Ventrolateral Caudal
Nossos resultados mostram que a microinjecdo de Ang Il na CVLM produz uma

significante reducdo na PAM no grupo 2R1C similar ao observado no grupo Sham,
sugerindo que nao exista uma significante alteracdo na CVLM para Ang |l exdgena.

Diversos estudos (ISHIDE e cols., 2005 e ALLY e cols., 2006) tém avaliado o papel
de areas da VLM sobre a contragdo muscular estatica, contudo, poucos estudos tém
relacionado a interacdo entre o0 SRA e a VLM em animais submetidos a atividade fisica.
BECKER e colaboradores, 2005, mostraram que o exercicio fisico induz alteracdes na
resposividade a Angll na RVLM em ratos normotensos. Ao contrario, no presente estudo,
nés observamos que a atividade fisica de baixa intensidade ndo modifica o efeito
hipotensivo da Ang Il microinjetada na CVLM de animais Sham e 2R1C.

O receptor AT, é moderadamente expresso em certos nucleos envolvidos na
regulacéo cardiovascular como o locus coeruleus, o ndcleo para gigantocelular, o nicleo
reticular medular, ndcleo reticular lateral, o NTS e o nlcleo ambiguo (LENKEI e cols., 1997

e VEERASINGHAM e cols., 2003) contudo, a contribuicdo do receptor AT, nestas areas no
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controle da PA ainda ndo estd esclarecida. No presente estudo ndés mostramos que o
antagonista de receptor AT, para Ang Il, PD123319, atenua significativamente o efeito da
Angll na CVLM por 5 minutos em ratos Sham e 2R1C, sedentarios e Ativos, e por 15
minutos apenas nos ratos do grupos Sham, sedentarios e ativos e 2R1C ativo, sendo que
nos ratos 2R1C sedentarios este antagonista ndo aboliu o efeito hipotensor da Ang Il na
CVLM ap06s 15 minutos. Apés 30 minutos de sua microinjecdo o PD123319 néao foi capaz
de bloquear significativamente o efeito da Ang Il tanto no grupo 2R1C como no grupo Sham
(sedentarios e ativos).

Nossos dados sugerem, portanto, que o receptor AT, pode estar mediando, em
parte, a acdo hipotensiva a Ang Il exdgena na CVLM. AMBUHL e colaboradores, 1992
mostraram que a Ang Il microinjetada no ndcleo olivar inferior (NOI) tem um efeito
excitatorio e que este efeito € mediado por receptores AT,. Apesar do PD123319 ter inibido
o efeito hipotensor da Ang Il microinjetada na CVLM tanto nos animais Sham como nos
2R1C né&o podemos descartar completamente a posssiblilidade de que em nosso estudo a
Ang Il também possa estar agindo nos neurénios do NOI.

Nossos achados também revelam que a microinjecdo de PD123319 na CVLM
produziu um efeito depressor em ratos 2R1C sedentarios que foi atenuado em ratos 2R1C
ativos. Nao foram observadas mudancas na PAM apds a microinjecdo de PD123319 na
CVLM de ratos Sham, sedentéarios ou ativos. HU e colaboradores, 2002, mostraram um
aumento na expressdo de receptores AT, na RVLM de ratos hipertensos, talvez possa
ocorrer, da mesma forma que ocorre na RVLM, um aumento na expressdo de AT; na
CVLM. Assim, o bloqueio do receptor AT, pelo PD123319 poderia aumentar a ligagdo de
Ang Il enddégena ao receptor AT; na CVLM, resultando em um aumento no efeito
hipotensivo.

Contudo, estudos anteriores realizados em nosso laboratério ndo suportam esta
hip6tese, uma vez que a microinjecao do antagonista de receptor AT1, losartan, na CVLM,
nao alterou a PAM de animais com hipertensdo renovascular. Considerando que em muitas
circunstancias o PD123319 pode interferir na resposta de outros peptideos ou mesmo
apresentar um efeito agonista, estudos posteriores fazem-se necessarios para que
possamos esclarecer melhor estes achados.

Sumarizando nossos resultados, mostramos que a atividade fisica aerébica de baixa
intensidade provoca uma diminuicdo na PAM basal, restaura a bradicardia barorreflexa e
nao altera a responsividade a Ang Il na CVLM em ratos com hipertensdo 2R1C. Nossos
dados, por outro lado, mostram alteracBes na responsividade do receptor AT, na CVLM que
parecem estar envolvidas nos efeitos cardiovasculares da atividade fisica de baixa
intensidade e importantes vias do SRA que podem participar na homeostase cardiovascular

e na adaptacao do exercicio fisico sobre a hipertenséo renovascular.
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SUMARIO E CONCLUSOES

De tudo ficaram trés coisas:

a certeza de que estava sempre comecgando,

a certeza de que era preciso continuar

e a certeza de que seria interrompido antes de terminar.
Fazer da interrup¢cdo um caminho novo,

fazer da queda, um passo de danca,

do medo, uma escada,

do sonho, uma ponte,

da procura, um encontro.

(Fernando Sabino)
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6. SUMARIO E CONCLUSOES

Em sintese, os resultados do presente estudo mostram:

* Os ratos 2R1C (sedentarios e ativos) apresentaram aumento significativo da PA
avaliada por pletismografia na 12 semana apds a cirurgia, em relacdo ao grupo
Sham. Na 42 semana ocorreu reducdo da PA dos ratos 2R1C ativos em relacdo aos

ratos 2R1C sedentarios.

» Os ratos Sham ativos apresentaram ingestdo aumentada de agua durante a 12 e 22
semanas de natacdo. De forma diferente, nos ratos 2R1C sedentarios houve
aumento da ingestdo de agua até a 42 semana, enquanto que nos ratos 2R1C

submetidos a atividade fisica houve reducéo a ingestéo hidrica na 42 semana.

* A porcentagem de reducdo do peso seco relativo dos rins foi similar entre os ratos

2R1C sedentarios e ativos.

« Os ratos Sham ativos e 2R1C (sedentarios e ativos) apresentaram hipertrofia

cardiaca.

« Os niveis séricos de uréia foram significativamente aumentados nos ratos

submetidos a atividade fisica (Sham e 2R1C).

« A atividade fisica somente reduziu a PAM e FC nos ratos 2R1C.

e A uretana alterou a PAM (ap6s 2 horas) somente nos ratos 2R1C (sedentérios e

ativos).

* A bradicardia reflexa dos ratos 2R1C sedentarios foi significativamente menor em
relacdo aos ratos Sham sedentarios. No entanto, o exercicio fisico de baixa
intensidade foi efetivo em restaurar a sensibilidade da bradicardia reflexa nos ratos

com hipertenséo renovascular.

* A microinjecdo de Ang Il na CVLM produz uma significante redu¢cdo na PAM nos

ratos 2R1C (sedentarios e ativos) similar aos ratos Sham (sedentarios e ativos).
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« O antagonista de receptor AT,, PD123319, inibiu o efeito da Ang Il na CVLM por até
15 minutos nos ratos Sham (sedentarios e ativos) e 2R1C ativos. Porém, este

antagonista, nos ratos 2R1C sedentarios, foi eficaz apenas por 5 minutos.

e Surpreendentemente, a microinjecdo de PD123319 na CVLM produziu um efeito
depressor em ratos 2R1C sedentarios que foi atenuado nos ratos 2R1C ativos. N&ao
foram observadas mudancas significativas na PAM ap6s a microinjecdo de
PD123319 na CVLM de ratos Sham, sedentarios ou ativos.

Os resultados obtidos no presente estudo, mostram que o exercicio fisico de baixa
intensidade provoca uma significante melhora dos parametros cardiovasculares,
acompanhada por uma alteracdo na responsividade dos receptores AT, nos neurdnios da
CVLM em ratos com hipertensao 2R1C. Além disso, os animais ativos com hipertenséo
2R1C ou Sham apresentaram adaptacfes sobre a ingestao hidrica, hipertrofia cardiaca e

niveis séricos de uréia, em decorréncia da atividade fisica .
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