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RESUMO 



RESUMO 

Brasil, TFS. Envolvimento do sistema renina-angiotensina na modulação 

das respostas autonômicas, neuroendócrina e funcionais ocasionadas 

pela exposição aguda ao estresse de restrição em ratos. Tese (Doutorado) 

– Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2020. 

 

A regulação do sistema cardiovascular engloba diferentes mecanismos, de 

curto e longo prazo, cuja função é manter os parâmetros cardiovasculares dentro 

de uma estreita faixa de variação, mesmo frente a situações que desafiam a 

homeostase do organismo. O sistema renina-angiotensina (SRA) participa desta 

regulação e está envolvido no controle cardiovascular e no equilíbrio 

hidroeletrolítico, além de estar relacionado à hipertensão. O modelo de estresse 

de restrição (ER) foi padronizado na literatura como uma situação aversiva capaz 

de promover aumento sustentado da pressão arterial, frequência cardíaca e 

estimulação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA). Estudos demonstraram 

que situações aversivas levam ao aumento de angiotensina circulante, além de 

aumentar os níveis centrais deste peptídeo e expressão de receptores AT1, em 

estruturas do sistema nervoso central (SNC) relacionadas ao estresse. 

Estímulos estressores estão associados à modulação do sistema nervoso 

autônomo (SNA) simpático e parassimpático e, consequentemente, do 

barorreflexo, sendo que alterações nesse mecanismo de ajuste estão 

diretamente relacionadas à gênese e desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares. A análise da variabilidade da frequência cardíaca (HRV) 

constitui outra importante ferramenta para avaliar a atividade do SNA. Além 

disso, estudos sugerem que estímulos estressores são capazes de ocasionar 

lesão celular com consequente aumento da liberação de enzimas citosólicas 

para a circulação. Baseado nessas informações pode-se levantar a hipótese que 

o SRA desempenhe um importante papel na modulação das alterações 

autonômicas, neuroendócrina e funcionais observadas em resposta a estímulos 

estressores, em particular o ER. O pré-tratamento intravenoso de ratos com 

lisinopril, inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), reduziu as 

respostas pressora e taquicárdica desencadeadas pelo ER; em contrapartida, a 

dose de 1 mg/kg de lisinopril potencializou a resposta taquicárdica evocada pelo 



ER. Adicionalmente, a administração de losartan, antagonista seletivo para o 

receptor AT1, reduziu as respostas pressora e taquicárdica ocasionadas por esta 

situação aversiva. Os pré-tratamentos com losartan (1 mg/kg) e lisinopril (0,3 

mg/kg) não alteraram a pressão arterial sistólica (PAS), a variabilidade da PAS, 

o intervalo de pulso (IP) e a variabilidade do IP. Apenas o pré-tratamento com 

lisinopril 0,3 mg/kg aumentou a potência de banda de low frequence (LF) do 

espectro da PAS após o tratamento sem afetar o LF durante o ER. O pré-

tratamento com lisinopril 0,3 mg/kg aumentou a potência de banda de LF do 

espectro do IP na terceira hora do ER. O pré-tratamento com losartan 1 mg/kg, 

por sua vez, aumentou a potência de banda de high frequence (HF) e reduziu a 

LF em unidades normalizadas (u.n.) e a razão LF/HF do espectro do IP na 

primeira hora do ER. Com relação à sensibilidade do barorreflexo (SBR), os pré-

tratamentos com losartan (1 mg/kg) e lisinopril (0,3 mg/kg) não alteraram o ganho 

das sequências barorreflexas totais, das sequências UP e DOWN. No entanto, 

o pré-tratamento com losartan 1 mg/kg reduziu o índice de efetividade do 

barorreflexo (BEI) das sequências totais na terceira hora do ER, sem afetar o 

BEI das sequências UP e DOWN. Estes resultados indicam  que: (1) a Ang-II, 

via receptor AT1, desempenha uma influência facilitatória sobre a resposta 

cardiovascular causada pelo ER; (2) a Ang-II facilita a ativação simpática e reduz 

a atividade parassimpática frente ao ER; (3) a Ang-II favorece a ativação  do 

barorreflexo durante o ER e (4) a  Ang-II, via receptor AT1 favorece a liberação 

de corticosterona frente à esse modelo de estresse. Sendo assim, o prejuízo na 

síntese de Ang-II, bem como o antagonismo de receptores AT1 podem constituir 

uma estratégia farmacológica importante para melhorar as consequências 

desencadeadas pelo ER. 

 

Palavras-chave: Sistema renina-angiotensina, estresse de restrição, sistema 

nervoso autônomo, sistema cardiovascular, variabilidade da frequência cardíaca, 

barorreflexo espontâneo. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



ABSTRACT 

BRASIL, TFS. Involvement of the renin-angiotensin system in the 

modulation of autonomic, neuroendocrine and functional responses 

caused by acute exposure to restraint stress in rats. Thesis (Doctorade) – 

School of Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 

2020. 

 

 The regulation of the cardiovascular system comprises different short- and 

long-term mechanisms that function to maintain the cardiovascular parameters 

within a narrow range of variation, even under situations that challenge 

organism’s homeostasis. The renin-angiotensin system (RAS) participates in this 

regulation and is involved in the cardiovascular control and hydro electrolytic 

balance, in addition to being related to hypertension. The restraint stress (RS) 

model has been standardized in the literature as an aversive situation capable of 

promoting a sustained increase in blood pressure and heart rate and stimulation 

of the hypothalamic-pituitary adrenal axis (HPA). Studies have shown that 

aversive situations lead to an increase in circulation angiotensin, in addition to 

increase the central levels of this peptide and the expression of AT1 receptors in 

central nervous system structures related to stress. Stressful stimuli are 

associated with the modulation of the sympathetic and parasympathetic 

autonomic nervous system (ANS), and consequently, of the baroreflex and 

changes in this adjustment mechanism are directly related to the genesis and 

development of cardiovascular diseases. The analysis of heart rate variability 

(HRV) is another important toll to assess ANS activity. In addition, studies 

suggest that stressful stimuli cause cell injury and a consequent increase in the 

release of cytosolic enzymes into the circulation. Based on this information, the 

hypothesis of the present study is that the RAS plays an important role in the 

modulation of autonomic, neuroendocrine and functional alterations observed in 

response to stressful stimuli, in particular, the RS. The intravenous pre-treatment 

of rats with lisinopril, angiotensin converting enzyme inhibitor, reduced the 

pressor and tachycardic responses caused by RS, in contrast the dose of 1 mg/kg 

of lisinopril potentiated the tachycardic response evoked by RS. Additionally, the 

administration of losartan, a selective AT1 receptor antagonist, reduced the 



pressor and tachycardic responses caused by this aversive situation. The 

pretreatments with losartan (1 mg/kg) or lisinopril (0.3 mg/kg) did not affect the 

systolic blood pressure (SBP), SBP variability, pulse interval (PI) and PI 

variability. Only the pretreatment with lisinopril 0.3 mg/kg increased the power of 

the low frequencies (LF) band of the SBP spectrum after the treatment without 

affecting this parameter during RS. The pretreatment with losartan 1 mg/kg, in 

turn, increased the power of the HF band and reduced the LF (u.n) and the LF/HF 

ratio of the PI spectrum in the first hour of RS. With regard to baroreflex 

sensitiveness (SBR), pretreatments with losartan (1 mg/kg) or lisinopril (0.3 

mg/kg) did not affect the gain of the total, UP and DOWN baroreflex sequences. 

However, the pretreatment with losartan (1 mg/kg) reduced the baroreflex 

effectiveness index (BEI) of the total sequences in the third hour of the RS, 

without affecting the BEI of the UP and DOWN sequences. These results indicate 

that (1) Ang-II, via the AT1 receptor, plays a facilitating influence on the 

cardiovascular response caused by RS; (2) Ang-II facilitates sympathetic 

activation and reduces parasympathetic activity related to RS; (3) Ang-II favors 

the baroreflex activation during RS and (4) Ang-II via AT1 receptor favors the 

corticosterone release in front of this stress model. Thus, the impairment in the 

synthesis of Ang-II, as well as the antagonism of AT1 receptors, may constitute 

an important pharmacological strategy to improve the consequences caused by 

RS. 

 

Keywords: renin-angiotensin system, restraint stress, autonomic nervous 

system, cardiovascular system, heart rate variability, spontaneous baroreflex.   
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1. INTRODUÇÃO 

A regulação do sistema cardiovascular é de extrema importância para a 

manutenção da homeostase do organismo e depende da interação entre fatores 

hormonais, locais, bem como de mecanismos neurais que realizam o controle 

momento a momento da pressão arterial (PA) e frequência cardíaca (FC) 

(CHALMERS; PILOWSKY, 1991). O desequilíbrio desses mecanismos está 

diretamente relacionado ao desenvolvimento de diversas doenças 

cardiovasculares (FISHER; YOUNG; FADEL, 2009; GRASSI; MARK; ESLER, 

2015; HALL et al., 2010), as quais são consideradas a principal causa de morte 

em todo mundo (WHO, 2018). 

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um complexo sistema humoral 

diretamente envolvido no controle cardiovascular e no equilíbrio hidroeletrolítico 

(BRUNNER et al., 1972; PEACH, 1977). A geração dos componentes desse 

sistema inicia-se a partir da clivagem do angiotensinogênio, a qual é realizada 

pela enzima renina, liberando o decapeptídeo angiotensina I (Ang-I). Em 

seguida, a enzima conversora de angiotensina (ECA) cliva dois aminoácidos da 

porção carboxi-terminal da Ang-I, dando origem à angiotensina II (Ang-II) 

(URATA et al., 1990). 

Com relação aos receptores angiotensinérgicos, a Ang-II atua através de 

três subtipos: AT1, AT-2 e AT-3 (DE GASPARO et al., 2000; KASCHINA; 

UNGER, 2003; SANDBERG et al., 1992), porém a ligação ao receptor AT1 é 

responsável pelos seus principais efeitos cardiovasculares, tais como liberação 

de noradrenalina, vasoconstrição, secreção de aldosterona, reabsorção renal de 

sódio, estimulação simpática e hipertrofia celular vascular e cardíaca. 
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(NICKENIG  & HARRISON, D. G., 2002a, 2002b; STRAWN; FERRARIO; 

TALLANT, 1999).  

Neste sentido, os bloqueadores do SRA, tais como os antagonistas dos 

receptores AT1 e os inibidores da ECA, são amplamente utilizados na clínica 

para o tratamento da hipertensão, uma vez que sua utilização bloqueia ou reduz 

os principais efeitos cardiovasculares da Ang-II (TE RIET et al., 2015). 

Além de seu envolvimento na gênese de doenças cardiovasculares, 

vários trabalhos também indicam o envolvimento do SRA na modulação de 

respostas ocasionadas por situações aversivas, nas quais também ocorre 

ativação simpática (BUSNARDO; TAVARES; CORREA, 2014; MILIK; 

CUDNOCH-JEDRZEJEWSKA; SZCZEPANSKA-SADOWSKA, 2016; PORTER, 

2000; SAAVEDRA et al., 2006).  

A exposição ao estresse ocasiona uma perturbação do estado de 

homeostase, desencadeando um conjunto de respostas integradas dos sistemas 

fisiológicos, com o objetivo de preservar a integridade do organismo (ULRICH-

LAI; HERMAN, 2009). O estresse psicológico tem sido apontado pela literatura 

como um importante fator para o risco cardiovascular e essa relação tem sido 

amplamente investigada por pesquisas básicas e aplicadas (GINTY et al., 2017; 

NALIVAIKO, 2011; REICH et al., 1981; ROZANSKI; BLUMENTHAL; KAPLAN, 

1999; STEINBERG et al., 2004). Dentre os modelos de estresse animal, está o 

estresse por restrição (ER), o qual foi padronizado na literatura como um 

estímulo aversivo e inescapável capaz de ocasionar respostas autonômicas 

características em roedores, envolvendo aumento sustentado de PA e FC, e o 

redirecionamento do fluxo sanguíneo para órgãos importantes na resposta a um 

estressor, tais como músculos, cérebro e coração, bem como ativação do eixo 
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hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) (BARRON; VAN LOON, 1989; IRVINE; 

WHITE; CHAN, 1997; KRIEMAN et al., 1992; MCDOUGALL et al., 2000; 

TAVARES; CORRÊA, 2006). 

 A ativação do eixo HPA frente à percepção de um estímulo aversivo 

ocasiona liberação do hormônio liberador de corticotrofina pelo hipotálamo, o 

qual estimula a pituitária a liberar o hormônio adrenocorticotrófico na circulação 

sanguínea, e este por sua vez, estimula o córtex da glândula adrenal a liberar, 

de maneira sistêmica, os glicocorticóides (KOLBER; WIECZOREK; MUGLIA, 

2008; MYERS; MCKLVEEN; HERMAN, 2014). Em roedores, a ativação do eixo 

HPA frente à um estímulo estressor pode ser avaliada pela determinação da 

concentração plasmática de corticosterona (MAGARINOS; MCEWEN, 1995). 

Com relação à participação do SRA em respostas ocasionadas por 

situações aversivas, estudos evidenciaram ao utilizar diferentes modelos 

experimentais de estresse, o aumento da atividade do SRA, uma vez que a 

ativação simpática e, consequentemente, a ativação de receptores beta-

adrenérgicos, no aparelho justa glomerular, favorece a liberação e síntese de 

renina, enzima considerada fator limitante para a formação de Ang-II e, desta 

forma, ocorre aumento de Ang- II circulante, além da ativação de receptores AT1 

localizados em regiões do eixo HPA, favorecendo a liberação de catecolaminas 

e glicocorticóides (SAAVEDRA; BENICKY, 2007). Diferentes estruturas do SNC, 

diretamente associadas à resposta ao estresse, dentre estas a amígdala, 

hipocampo e estruturas do eixo HPA, expressam receptores  AT1 (AGUILERA, 

1998; CASTRÉN et al., 1987; TSUTSUMI; SAAVEDRA, 1991a).  Estudos 

demonstraram o aumento da formação de Ang-II em regiões do SNC e da 

expressão de receptores AT1 no núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) e 
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no órgão subfornical, ao se utilizar modelos de estresse de imobilização, 

isolamento, e em particular, de restrição (ARMANDO et al., 2001; CASTREN; 

SAAVEDRA, 1988; LEONG et al., 2002; SAAVEDRA et al., 2006). Sendo assim, 

pode-se hipotetizar que a utilização de fármacos que interferem com o SRA seja 

capaz de modificar as respostas desencadeadas pelo ER agudo. 

Dentre os mecanismos neurais de ajuste momento a momento da PA e FC, 

destaca-se o barorreflexo, o qual atua por meio da modulação dos sistemas 

nervosos simpático e parassimpático (HUANG et al., 2010). O mecanismo do 

barorreflexo é iniciado pelos barorreceptores localizados no arco-aórtico e no 

seio carotídeo, os quais são mecanossensíveis e respondem a oscilações na 

pressão arterial (PAPADEMETRIOU et al., 2011). Ao ocorrer aumento na PA 

ocorre estiramento nos vasos do seio carotídeo e arco aórtico, ativando os 

barorreceptores e gerando impulsos nervosos que são conduzidos pelos nervos 

sinusal e depressor aórtico até o núcleo do trato solitário (NTS), estrutura 

localizada no bulbo (DAMPNEY, 1994). 

O NTS, por sua vez, estimula os núcleos ambíguo e dorsal do vago, 

conhecidos por serem regiões com corpos celulares de neurônios pré-

ganglionares parassimpáticos. O NTS também envia projeções excitatórias para 

o bulbo ventrolateral caudal (CVLM) estimulando a liberação do 

neurotransmissor inibitório ácido gama-aminobutírico (GABA) no bulbo 

ventrolateral rostral (RVLM), o qual envia projeções para neurônios pré-

ganglionares simpáticos (AVERILL; DIZ, 2000). Dessa forma, ocorre redução da 

atividade simpática e aumento do tônus vagal, promovendo redução da 

frequência cardíaca e da resistência vascular periférica e resultando em 

diminuição da pressão arterial (LOHMEIER; ILIESCU, 2015). 
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Em contrapartida, ao ocorrer redução da pressão arterial, a frequência de 

disparo de potenciais de ação para o NTS diminui e portanto, a estimulação dos 

neurônios parassimpático nos núcleos ambíguo e dorsal do vago reduz, ao 

mesmo tempo que ocorre diminuição da liberação de GABA no RVLM 

(LOHMEIER; ILIESCU, 2015). Assim, ocorre aumento do tônus simpático e 

diminuição da ativação parassimpática, ocasionando aumento na FC e 

resistência vascular periférica com consequentemente aumento da PA 

(LOHMEIER; ILIESCU, 2015). 

A análise do barorreflexo é uma técnica que verifica a correlação entre 

oscilações consecutivas na PA que se refletem na FC, fornecendo informações 

importantes a respeito do controle cardiovascular em condições fisiológicas e 

patológicas (BERTINIERI et al., 1985). Sabe-se que o ER é capaz de influenciar 

o barorreflexo, uma vez que a exposição de ratos ao ER aumentou o ganho da 

resposta taquicárdica do barorreflexo e diminuiu a magnitude da resposta 

bradicárdica, sugerindo um aumento da atividade simpática em resposta à 

exposição a este modelo aversivo (CRESTANI et al., 2010). 

É bem estabelecido que alterações na atividade do barorreflexo contribuam 

para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares (ENGI et al., 2012); deste 

modo, fármacos que revertam a ineficiência do controle exercido pelo sistema 

nervoso autônomo tornam-se fundamentais para reduzir a chance de 

aparecimento ou progressão de doenças cardiovasculares. 

A determinação da sensibilidade do barorreflexo (SBR), por meio do 

método das sequências, envolve a detecção de sequências que correlacionam 

alterações consecutivas na PA e no intervalo de pulso (IP), sendo portanto, uma 

técnica não-invasiva que permite o estudo funcional do sistema nervoso 
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autônomo (SNA). Utilizando a SBR, foi demonstrado que o estresse crônico 

repetido é capaz de aumentar o número de sequências barorreflexas crescentes 

(UP) (DUARTE et al., 2015), demonstrando que o exposição à eventos 

estressores é capaz de interferir com a atividade do barorreflexo. 

Outra técnica que surgiu como importante ferramenta para análise da 

atividade do SNA é a análise da variabilidade da frequência cardíaca (HRV). 

Sabe-se que o fenômeno da variabilidade cardiovascular está associado à 

emoção e humor, e que essa associação é de extrema importância para o bem-

estar físico e mental (KEMPA A.H., 2013). Além disso, enquanto alta 

variabilidade está relacionada a uma boa adaptação, baixa variabilidade está 

associada à má adaptação do sistema cardiovascular (PUMPRLA et al., 2002); 

neste sentido, já está bem estabelecido que indivíduos com doença 

cardiovascular possuem menor variabilidade cardíaca quando comparados a 

normotensos (SINGH et al., 1998).  

Um dos métodos utilizados para estudar a HRV é a análise no domínio da 

frequência por meio de análise espectral (SILVA et al., 2017). A análise espectral 

da HRV quantifica a atividade do sistema nervoso autônomo através da detecção 

de oscilações rítmicas em diversas frequências nos parâmetros sucessivos de 

PA e IP, as quais podem refletir a modulação exercida pelo sistema simpático ou 

parassimpático sobre o sistema cardiovascular (AKSELROD et al., 1981). Ao 

identificar e desmembrar as diferentes frequências de oscilações existentes 

dentro dos sinais da PA e IP, identifica-se o componente de alta frequência (High 

Frequency – HF), o qual varia de 0,75 a 3,00 Hz, em roedores, sendo um 

indicador da atividade do nervo vago sobre o coração. Outro fator identificado é 

o componente de baixa frequência (Low Frequency – LF), que por sua vez varia 
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entre 0,20 e 0,75 Hz e representa a modulação vagal e simpática sobre o 

coração, com predomínio do simpático (SILVA et al., 2017). Esta técnica, ainda, 

identifica o componente de frequência muito baixa (Very Low Frequence- VLF), 

a qual, em roedores, varia entre 0 e 0,2 Hz e representa, por sua vez, a 

modulação exercida por fatores humorais, tais como o óxido nítrico, fator 

natriurético atrial, catecolaminas e, em particular, do SRA sobre a PA (FAZAN 

JR; SALGADO, 2017; SILVA et al., 2017). 

Recentemente, alguns trabalhos têm estudado a HRV em modelos animais 

de estresse crônico (DUARTE et al., 2015; FIRMINO et al., 2019; PARK et al., 

2017), contudo não está esclarecido na literatura se a exposição ao ER agudo 

de 180 min, associada ao tratamento com fármacos que interferem com o SRA 

são capazes de alterar a atividade no SNA, avaliada através da SBR e da HRV. 

Por conseguinte, existem evidências na literatura que o estresse emocional 

agudo, incluindo o ER, é capaz de ocasionar dano tecidual em diferentes órgãos, 

incluindo o coração (RAAB; CHAPLIN; BAJUSZ, 1964; SÁNCHEZ et al., 2002), 

e que a ativação simpática com a consequente ativação dos receptores beta-

adrenérgicos é importante para desencadear esse mecanismo de lesão celular 

(ARAKAWA et al., 1997). A lesão à órgãos específicos pode ser avaliada através 

da determinação da atividade de enzimas citosólicas no plasma sanguíneo, uma 

vez que a lesão celular ocasiona a liberação de enzimas marcadoras específicas 

do citosol para a circulação (ARAKAWA et al., 1997). Dada a importância do SRA 

na resposta ao estresse, pode-se levantar a hipótese que o ER de 180 min 

ocasiona aumento de enzimas marcadoras de lesão celular que o SRA está 

envolvido nessa resposta. 
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Considerando as informações apresentadas, a hipótese do presente 

estudo é que o SRA desempenha um importante papel na modulação das 

respostas autonômicas, neuroendócrina e funcionais frente ao ER agudo (180 

min).
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2. OBJETIVOS 

 

O presente trabalho teve por objetivo geral estudar o envolvimento do 

SRA nas respostas ocasionadas por exposição ao ER agudo de 180 min. Para 

isso, tivemos como objetivos específicos: 

 

2.1. Avaliar o envolvimento do SRA nas alterações autonômicas desencadeadas 

por exposição ao ER agudo (180 min), sendo elas: a resposta cardiovascular, 

HRV e SBR, por meio do pré-tratamento dos animais com diferentes doses de 

lisinopril (inibidor da ECA) ou losartan (antagonista seletivo dos receptores AT1).  

 

2.2. Estudar a influência do SRA na resposta hormonal ocasionada pela 

exposição ao ER agudo (180 min), por meio da dosagem plasmática do hormônio 

corticosterona frente ao pré-tratamento dos animais com diferentes doses de 

lisinopril (inibidor da ECA) ou losartan (antagonista seletivo dos receptores AT1).   

 

2.3. Analisar as alterações funcionais ocasionadas pela exposição ao ER agudo, 

por meio de dosagens plasmáticas das enzimas marcadoras de atividade 

cardíaca, hepática e renal, creatinoquinase fração MB (CK-MB), alanina 

aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia e creatinina, 

respectivamente, assim como o envolvimento do SRA nestas alterações, por 

meio do tratamento dos animais com diferentes doses de lisinopril (inibidor da 

ECA) ou losartan (antagonista seletivo dos receptores AT1).
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3. METODOLOGIA 

3.1. Animais: Os experimentos foram realizados em ratos Wistar com peso 

variando entre 240-260g. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da 

Universidade de São Paulo de Ribeirão Preto (USP) e foram mantidos agrupados 

(4 animais por caixa), com alimentação de ração e água ad libitum. Os animais 

foram aclimatados à temperatura controlada (23 ± 2ºC) e submetidos à 

alternância de luz (12 h claro/12 h escuro, com luz de 6 h às 18 h). Todos os 

experimentos foram realizados durante o ciclo claro. Todos os protocolos 

experimentais seguiram as normas da comissão de ética em experimentação 

animal (CETAE) e estiveram de acordo com os princípios éticos adotados pelo 

código brasileiro de experimentação animal (COBEA), nº 016/2017. 

 

3.2. Canulação da artéria femoral: Os animais foram anestesiados com 

ketamina-xilazina (solução de 5ml de ketamina a 10% e 1,6ml de xilazina a 2%), 

administrada 10 mg/kg por via intraperitoneal. Uma cânula de polietileno foi 

implantada na artéria femoral, até atingir a aorta abdominal inferior, e outra 

cânula foi implantada na veia femoral para posteriores tratamentos 

farmacológicos. As cânulas foram constituídas por segmentos de polietileno PE-

10 (4,5 cm) fundidos à segmentos de polietileno PE-50 (14,5 cm). Cada cânula 

foi preenchida com salina heparinizada (NaCl a 0,9% + heparina com solução a 

0,25%, 5 U/mL), a fim de evitar formação de coágulos e prejuízo do fluxo 

sanguíneo, e obstruída com um pino de metal. Ao final da cirurgia, os animais 

receberam 2,5 mg/kg do analgésico e antiinflamatório flunixina meglumina 

(Banamine, Schering-Plough, Brasil), por via subcutânea e foram alojados em 

caixas individuais para recuperação cirúrgica e posterior realização dos 
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protocolos experimentais. O registro dos parâmetros cardiovasculares foi 

realizado através da cânula femoral, 24h após a cirurgia com os animais 

acordados. 

 

3.3. Registro da PA e FC: No dia do experimento, os animais foram levados, 

em suas respectivas caixas, à sala de experimentação. Para aquisição dos 

parâmetros cardiovasculares, a cânula implantada na artéria femoral foi 

conectada a um transdutor de pressão arterial (Hewlett Packard, USA) por meio 

de um segmento de polietileno PE-50. A PA e a FC foram registradas por meio 

de um pré-amplificador de um polígrafo HP7754-A (Hewlett Packard, USA) 

conectado a um sistema de aquisição de dados computadorizado (MP-100, 

Biopac, USA). Cada animal foi conectado ao sistema de aquisição de dados, em 

sua caixa, para o registro contínuo da PA e FC basal por um período de 30 min. 

Em seguida, foi realizada uma injeção i.v. de droga ou veículo, seguida de 30 

min de registro da basal após o tratamento. Posteriormente, o animal ainda 

conectado ao sistema de aquisição de dados, foi transferido para o tubo de 

restrição, onde permaneceu por 180 min. A PA e a FC foram registradas durante 

todo o período em que o animal permaneceu no tubo de restrição. 

  

3.4. Protocolo de estresse agudo: O tubo de restrição é constituído por um 

tubo cilíndrico de plástico, medindo 15 cm de comprimento e 6,5 cm de diâmetro. 

O rato permaneceu em restrição no tubo por 180 min, sendo a PA e a FC 

registradas continuamente durante a sua permanência no tubo. 
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3.5. Variabilidade da frequência cardíaca: A análise da variabilidade do IP e 

PAS (pressão arterial sistólica) foi realizada por meio do programa 

computacional CardioSeries v2.7 (MARTINS DIAS, 2019). O programa foi 

projetado para realizar a análise da variabilidade cardiovascular nos domínios do 

tempo e da frequência, permitindo um ajuste preciso dos parâmetros 

relacionados com a análise no domínio da frequência. Foram utilizados trechos 

com 10 minutos de duração com valores de IP e PAS que mantiverem o máximo 

possível de estacionaridade, para serem utilizados na análise da variabilidade 

do IP e PAS. Posteriormente, para regularização do intervalo de tempo entre 

batimentos, os valores de IP e PAS foram reamostrados a 10Hz (1 valor a cada 

100 ms) por interpolação cúbica do tipo spline, e as séries com valores 

interpolados foram divididos em segmentos de 512 pontos , com sobreposição 

de 50 % (Protocolo de Welch).  

Em seguida, cada segmento foi visualmente examinado em busca de 

transientes que pudessem afetar o cálculo de densidade espectral de potência 

(PSD). Foi utilizado um janelamento do tipo Hanning e posteriormente cada 

segmento estacionário de IP e PAS foi submetido à análise espectral pela 

Transformada Rápida de Fourier (FFT). Os espectros de IP foram integrados em 

bandas de baixa (LF: 0,20 – 0,75 Hz) e alta (HF: 0,75 – 3,00 Hz) frequência, 

enquanto que os espectros de PAS foram integrados somente na banda de baixa 

frequência (LF: 0,20 – 0,75 Hz).  

A média das potências dos espectros do IP, nas bandas de frequência (LF 

e HF), foram utilizadas para expressar a potência do IP para cada rato. Já a 
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média dos valores das potências dos espectros da PAS na banda de LF, foi 

utilizada para expressar a potência da PAS para cada rato. 

3.6. Sensibilidade do barorreflexo espontâneo: A SBR foi calculada, no 

domínio do tempo, por meio do método da sequência. Séries temporais de PAS 

e IP foram processadas pelo programa computacional Cardio Series v2.7 

(MARTINS DIAS, 2019). O programa buscou por sequências de 4 ou mais 

batimentos que apresentassem aumentos progressivos na PAS acompanhados 

por aumentos, também progressivos, no IP (sequências UP), ou sequências de 

4 ou mais batimentos que apresentassem reduções progressivas na PAS 

acompanhadas por reduções, também progressivas, no IP (sequências DOWN). 

Diferenças foram consideradas somente quando mudanças maiores ou iguais a 

1 mmHg (PAS) e 1 ms (IP) foram observadas. A SBR foi determinada a partir da 

média do coeficiente angular da reta da regressão linear entre os valores de PAS 

e IP de cada sequência encontrada. O índice de efetividade do barorreflexo (BEI) 

foi definido pela razão entre o número de sequências barorreflexas e o número 

total de rampas de PAS (aumentos ou reduções progressivas, por 4 ou mais 

batimentos, na PAS independente de alterações concomitantes do IP). 

3.7. Coleta de sangue: Para os experimentos que investigaram a participação 

do SRA na modulação das respostas hormonais e funcionais ocasionadas pelo 

ER, o método de coleta utilizado foi a decapitação. Após a decapitação, o sangue 

foi coletado do tronco, em tubos de plástico contendo EDTA (1mg/20µL para 

cada mL de sangue total), mantidos em gelo. O plasma foi separado por 

centrifugação (20 min, 3000 rpm, 4º C) e armazenados à -20º C até a realização 

das dosagens. As amostras foram coletadas em ratos naïve (não submetidos à 
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cirurgia, não-tratados e não-estressados) e imediatamente após o término do ER 

(180 min). 

 

3.8. Dosagem de corticosterona: Para realizar a dosagem plasmática de 

corticosterona, 25 µL do plasma anteriormente obtido foi extraído com etanol. A 

concentração de corticosterona plasmática foi determinada por meio de 

radioimunoensaio específico conforme metodologia previamente descrita por 

(RUGINSK et al., 2013). A sensibilidade do ensaio de corticosterona foi de 

0,4µg/dL. Os anticorpos para corticosterona foram obtidos da Sigma, St. Louis, 

USA.  

 

3.9. Dosagem dos parâmetros funcionais (testes bioquímicos): Para 

realização da dosagem dos parâmetros funcionais foram utilizados 500 µL do 

plasma anteriormente obtido. Os parâmetros funcionais analisados foram: ALT 

e AST (marcadores da função hepática), ureia e creatinina (marcadores da 

função renal) e CK-MB (enzima marcadora da função cardíaca. A determinação 

destes parâmetros foi realizada por método cinético de maneira semi-

automatizada, utilizando-se o equipamento BIO-200 (Bioplus, Brasil). 

 

3.10. Drogas utilizadas: 

-Lisinopril (Gemini, Brasil), inibidor da ECA. 

-Losartan (Gemini, Brasil), antagonista seletivo do receptor AT1. 

-Cloridrato de ketamina (Dopalen, Brasil) e Xilazina (Dopaser, Brasil), anestésico 

utilizado para procedimentos cirúrgicos. 
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-Banamine (flunixina meglumina, Schering-Plough veterinária, Brasil), 

analgésico administrado como profilático. 

 

3.11. Análise estatística: Para a análise estatística dos dados foi utilizado o 

programa Prism (GraphPad, USA). As curvas temporais de Ang-I e Ang-II foram 

analisadas pelo teste de análise de variância de dois fatores (two-way ANOVA), 

seguido do pós-teste de Fisher, utilizando-se como variáveis os fatores do 

tratamento (controle ou droga) e o tempo como medida repetida. 

As basais da PA e FC antes e após os tratamentos, de cada grupo 

utilizado, foram comparadas pelo teste t de Student pareado. As basais foram, 

ainda, comparadas entre os grupos pelo teste de análise de variância de uma 

via (one-way ANOVA), utilizando como variável o tratamento (controle ou droga). 

As alterações cardiovasculares ocasionadas pelo ER (curvas temporais) 

foram analisadas pelo teste de análise de variância de dois fatores (two-way 

ANOVA), seguida do pós-teste de Fisher, utilizando-se como variáveis os fatores 

do tratamento (controle ou droga) e o tempo como medida repetida. Para 

representação gráfica e análise estatística, os dados foram transformados em 62 

pontos, sendo 2 pontos referentes ao período basal, e 20 pontos por hora de 

restrição, totalizando 60 pontos de ER. A média total de variação de PA e FC 

(∆PA e ∆FC) foram analisadas pelo teste de análise de variância de um fator 

(one-way ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni, utilizando como variável 

o tratamento (controle ou droga). Para a representação gráfica e análise 

estatística, o período de 180 min de ER foram transformados em uma média total 

de variação ± EPM.  

Os dados de variabilidade da frequência cardíaca e sensibilidade do 

barorreflexo espontâneo foram analisados pelo teste de análise de variância de 

duas vias (two-way ANOVA), seguida do pós-teste de Tukey, utilizando-se como 
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variáveis os fatores do tratamento (controle ou droga) e o tempo como medida 

repetida. Para representação gráfica, cada parâmetro foi analisado em um 

registro de 10 minutos estacionários contidos em cinco períodos distintos: 

período basal inicial, período basal após o tratamento, primeira hora de ER, 

segunda hora de ER e terceira hora de ER. 

Por fim, os dados funcionais e hormonais foram analisados pelo teste de 

análise de variância de uma via (one-way ANOVA), seguida do pós-teste de 

Tukey, utilizando como variável o tratamento (controle ou droga). Para 

representação gráfica, cada parâmetro analisado foi determinado em um grupo 

naive (controle sem cirurgias, sem tratamento e sem estresse) e imediatamente 

após o protocolo de ER de 180 min.
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4) PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS  

 Abaixo estão descritos os protocolos experimentais realizados nesse estudo. 

Conforme indicado na figura 1, os animais utilizados nesse estudo passaram por 

cirurgia para canulação da artéria e veia femoral (1d) para registro dos 

parâmetros cardiovasculares, e tratamentos, respectivamente. No dia do 

experimento (2d), os animais receberam uma única injeção (tratamento agudo) 

de veículo (NaCl 0,9%), lisinopril, inibidor da ECA, (0,1, 0,3 ou 1 mg/kg) ou 

losartan, antagonista seletivo do receptor AT1 (0,3, 1 ou 3 mg/kg), 

aproximadamente às 07:30h e 30 min após foram submetidos ao ER por 180 

min. Posteriormente, os animais foram devidamente eutanasiados e as amostras 

sanguíneas foram coletadas. 

 

 

Figura 1. Esquema temporal representativo do protocolo experimental 

realizado. 
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4.1. Efeito do ER agudo e influência do SRA sobre alterações autonômicas 

(PA, FC, HRV e SBR) ocasionadas em ratos: Este protocolo teve por objetivo 

estudar as alterações cardiovasculares ocasionadas pela exposição de ratos ao 

ER agudo (180 min), bem como a modulação exercida pela ECA e pelo receptor 

angiotensinérgico AT1 nestas alterações. Para isso, foram realizados registros 

da PA e FC de animais estressados tratados com veículo, lisinopril (0,1; 0,3 ou 

1 mg/kg) ou losartan (0,3; 1 e 3 mg/kg), de acordo com o organograma 

apresentado a seguir (Figura 2). Posteriormente, os registros obtidos dos 

animais tratados com veículo, lisinopril 0,3 ou losartan 1 mg/kg foram analisados 

no domínio da frequência para determinar a HRV, e no domínio da sequência 

para avaliação da SBR. 

 

Figura 2. Organograma representativo dos oito grupos utilizados nos protocolos 

experimentais. 
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4.2. Efeito do ER agudo e influência do SRA sobre as alterações funcionais 

ocasionadas em ratos normotensos: Este protocolo teve por objetivo estudar 

as alterações funcionais ocasionadas pela exposição de ratos ao ER agudo (180 

min), bem como a influência exercida pela ECA e pelo receptor angiotensinérgico 

AT1 nestas alterações. Foram determinados os teores de marcadores de função 

cardíaca (CK-MB), renal (ureia e creatinina) e hepática (ALT e AST), por meio 

de método cinético utilizando o plasma de animais naive ou estressados pré-

tratados com veículo, lisinopril (0,1, 0,3 ou 1 mg/kg) ou losartan (0,3, 1 e 3 

mg/kg), conforme representado no organograma experimental (Figura 2). 

 

4.3. Efeito do ER agudo e influência do SRA sobre a alteração hormonal 

ocasionadas em ratos normotensos: Este protocolo teve por objetivo analisar 

as respostas hormonais ocasionadas pela exposição de ratos ao ER agudo (180 

min), bem como a modulação exercida pela ECA e pelo receptor 

angiotensinérgico AT1 nestas alterações. Para atingir este objetivo, foram 

realizadas dosagens plasmáticas do hormônio corticosterona, através de 

radioimunoensaio, em animais naive ou estressados pré-tratados com veículo, 

lisinopril (0,1, 0,3 ou 1 mg/kg) ou losartan (0,3, 1 e 3 mg/kg), conforme 

representado no organograma experimental (Figura 2). 
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5. RESULTADOS  

5.1. Efeito da administração periférica (i.v) de diferentes doses de Ang-II na 

ausência e na presença de losartan (antagonista AT1) e Ang-I na presença 

e na ausência de lisinopril (inibidor da ECA) sobre os parâmetros 

cardiovasculares (PAM e FC) avaliados. 

A análise de duas vias (two-way ANOVA) indicou que o pré-tratamento 

periférico (i.v.) com lisinopril na dose de 0,3 mg/kg reduziu a resposta pressora 

ocasionada pelo tratamento com Ang-I nas doses de 50 e 250 ng/kg em função 

do tempo (tratamento: F2,6= 8,33, P=0,01; tempo: F2,12=115,8, P<0,0001; 

interação: F4,12= 3,352, P=0,04), sem afetar a resposta bradicárdica reflexa 

(tratamento: F2,6=1,30, P>0,05; tempo: F2,12= 12,32, P=0,001; interação: 

F4,12=0,73, P>0,05). O pós-teste de Fisher indicou que o pré-tratamento com 

lisinopril na dose de 0,3 mg/kg não afetou a resposta pressora discreta 

ocasionada pela dose de 10ng/kg de Ang-I (P>0,05) (Figura 3.A). 

Por sua vez, a análise de duas vias (two-way ANOVA) indicou que o pré-

tratamento periférico (i.v.) com losartan na dose de 1 mg/kg reduziu a resposta 

pressora ocasionada pelo tratamento com Ang-II nas doses de 25 e 125 ng/kg 

em função do tempo (tratamento: F2,6=8,33, P=0,01; tempo: F2,12=115,8, 

P<0,0001; interação: F4,12=3,35, P=0,04), sem afetar a resposta bradicárdica 

reflexa (tratamento: F2,6=0,84, P>0,05; tempo: F2,12=38,96, P<0,0001; interação: 

F4,12=0,97, P>0,05). O pós-teste de Fisher indicou que o pré-tratamento com 

losartan na dose de 1 mg/kg não afetou a resposta pressora discreta ocasionada 

pela dose de 5ng/kg de Ang-II (P>0,05) (Figura 3.B) 
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Figura 3. (A) Variação da pressão arterial (∆PAM) e da frequência cardíaca 

(∆FC) ocasionada pela injeção i.v. de diferentes doses de Ang-II (0, 25 e 125 

ng/kg, círculos abertos, n=3) antes e após o tratamento i.v. com veículo (NaCl 

0,9%, quadrados abertos, n=3) ou losartan (1 mg/kg, círculos fechados, n=3) em 

ratos. (B) Variação da pressão arterial (∆PAM) e da frequência cardíaca (∆FC) 

ocasionada por diferentes doses de Ang-I (0, 50 e 250 ng/kg, círculos abertos, 

n=3), antes e após o tratamento i.v. com veículo (NaCl, 0,9%, quadrados abertos, 

n=3) ou lisinopril (0,3 mg/kg, círculos fechados, n=3). Pontos indicam a média e 

as barras o EPM. * indica diferença significativa quando comparado ao grupo 

veículo, P<0.05. Two-way ANOVA, pós-teste de Fisher. 
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5.2. Efeito da administração periférica de diferentes doses de lisinopril 

(inibidor da ECA) sobre os parâmetros cardiovasculares (PAM e FC) 

ocasionados pelo ER. 

 O teste t de Student pareado indicou que os pré-tratamentos sistêmicos 

com lisinopril (1; 0,3 e 0,1 mg/kg) não alteraram os valores basais de PA e FC. 

A análise de uma via (one-way ANOVA) indicou que as basais de PA e FC não 

foram diferentes entre os grupos veículo e lisinopril 1; 0,3 ou 0,1 mg/kg. (Tabelas 

1 e 2). 

 A análise de duas vias (two-way ANOVA), seguida do pós-teste de Fisher, 

indicou que o pré-tratamento periférico (i.v.) com lisinopril nas doses de 1; 0,3 e 

0,1 mg/kg reduziu a resposta pressora, em função do tempo (tratamento: 

F3,20=4,40, P=0,01; tempo: F63,1260=13,36, P<0,0001; interação: F189,1260=1,27, 

P=0,01), sem afetar a resposta taquicárdica (tratamento: F3,20=1,85, P>0,05; 

tempo: F63,1260=7,31, P<0,0001; interação: F189,1260=0,76, P>0,05), induzidas 

pelo ER, quando comparado ao grupo veículo (Figura 4.A). 

 Entretanto, a análise de uma via (one-way ANOVA), seguida do pós-teste 

de Bonferroni, indicou que todas as doses de lisinopril utilizadas reduziram a 

média total de variação (média de 180 pontos) da resposta pressora (∆PAM) 

(F=32,72 P<0,0001) desencadeada pelo ER. O pós-teste de Bonferroni também 

indicou diferença significativa entre a redução da resposta pressora ocasionada 

pelas doses de 0,3 e 0,1 mg/kg de lisinopril, quando comparadas à maior dose 

utilizada (1 mg/kg) (P<0,05), e entre as doses de 0,3 e 0,1 mg/kg de lisinopril 

(P<0,05) (Figura 4.B). 
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Em adição, a análise de uma via (one-way ANOVA), seguida do pós-teste 

de Bonferroni, indicou que todas as doses de lisinopril utilizadas alteraram a 

média total de variação (média de 180 pontos) da resposta taquicárdica (∆FC) 

(F=123,6, P<0,0001) desencadeada pelo ER, quando comparada a ∆FC do 

grupo veículo. O pós-teste de Bonferroni também indicou diferença significativa 

entre as doses de 0,3 e 0,1 mg/kg de lisinopril, quando comparadas a maior dose 

utilizada (1 mg/kg) (P<0,05), uma vez que esta dose do inibidor da ECA 

potencializou a média total de variação (média de 180 pontos) da resposta 

taquicárdica (∆FC), enquanto as doses de 0,3 e 0,1 mg/kg reduziram a média 

total de variação da resposta taquicárdica desencadeadas pelo ER (Figura 4.B) 

 

Tabela 1. Valores de pressão arterial média (PAM) basais antes e após o pré-
tratamento com veículo ou diferentes doses de lisinopril (inibidor da ECA) via i.v. 
em ratos. 

  PAM 

±EPM (mmHg) 

  

Lisinopril 

(mg/kg) 

n= Antes  Após t P 

0 8 94,06 ± 2,98 95,09 ± 2,60 0,85 >0,05 

0,1 5 100,3 ± 4,37 101,5 ± 1,67 0,34 >0,05 

0,3 5 97,81 ± 2,43 99,83 ± 2,52 0,71 >0,05 

1 6 93,92 ± 4,02 91,45 ± 5,87 1,01 >0,05 

  F=0,75, P>0,05 F=0,23, p>0,05   
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Tabela 2. Valores de frequência cardíaca (FC) basais antes e após o pré-
tratamento com veículo ou diferentes doses de lisinopril (inibidor da ECA) via i.v. 
em ratos. 

  FC 

±EPM (bpm) 

  

Losartan 

(mg/kg) 

n= Antes  Após t P 

0 8 361,8 ± 10,58 372,7 ± 7,14 1,49 >0,05 

0,1 5 352,8 ± 12,48 370,3 ± 11,80 1,50 >0,05 

0,3 5 358,6 ± 8,66 361,1 ± 9,78 0,19 >0,05 

1 6 364,4 ± 10,82 370,5 ± 9,76 1,97 >0,05 

  F=0,18, P>0,05 F=0,83, P>0,05   
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Figura 4. (A) Variação da pressão arterial média (∆PAM) e frequência cardíaca 

(∆FC) de ratos submetidos ao ER (180 min) e pré-tratados i.v. com veículo (NaCl 

0,9% círculos abertos, n=8) ou lisinopril 1, 0,3 ou 0,1 mg/kg (quadrados, 

triângulos, círculos fechados n=6, 5, 5, respectivamente). No tempo 0min os 

animais foram submetidos ao ER. Pontos representam as médias e as barras o 

EPM, * indica diferença significativa entre o grupo tratado com lisinopril e o grupo 

tratado com veículo. Two-way ANOVA, pós-teste de Fisher. (B) Média da 

variação de PAM (∆PAM) e da frequência cardíaca (∆FC) do grupo tratado com 

veículo ou lisinopril 1, 0,3 ou 0,1 mg/kg durante à exposição ao ER. Colunas 

representam a média e as barras o EPM. * indica diferença significativa quando 

comparado ao grupo veículo, # indica diferença significativa quando comparado 

ao grupo lisinopril 1 mg/kg, + indica diferença significativa quando comparado ao 

grupo lisinopril 0,1 mg/kg, P<0,05. One-way ANOVA, pós-teste Bonferroni. 
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5.3. Efeito da administração periférica de diferentes doses de losartan 

(antagonista seletivo do receptor AT1) sobre os parâmetros 

cardiovasculares (PAM e FC) ocasionados pelo ER. 

O teste t de Student pareado indicou que os pré-tratamentos sistêmicos 

com losartan (3, 1 e 0,3 mg/kg) não alteraram os valores basais de PA e FC. A 

análise de uma via (one-way ANOVA) indicou que as basais de PA e FC não 

foram diferentes entre os grupos veículo e losartan (3, 1 ou 0,3 mg/kg) (Tabelas 

3 e 4).  

A análise de duas vias (two-way ANOVA), seguida do pós-teste de Fisher, 

indicou que o pré-tratamento periférico (i.v.) com losartan na doses de 3, 1 e 0,3 

mg/kg não afetou a resposta pressora (tratamento: F3,20=1,99 P>0,05; tempo 

F63,1260=9,14, P<0,0001; interação: F189,1260=1,35, P=0,020) nem a resposta 

taquicárdica (tratamento: F3,20=1,17 P>0,05; tempo: F63,1260=8,28, P<0,0001; 

interação: F189,1260=1,27, P=0,0104) ocasionadas pela exposição ao ER (Figura 

5.A) 

Entretanto, a análise de uma via (one-way ANOVA), seguida do pós-teste 

de Bonferroni, indicou que todas as doses de losartan utilizadas reduziram a 

média total de variação (média de 180 pontos) da resposta pressora (∆PAM) 

(F=67,50 P<0,0001) desencadeada pelo ER. O pós-teste de Bonferroni também 

indicou diferença significativa na redução da resposta pressora ocasionada pelas 

doses de 3 e 1 mg/kg de losartan, quando comparadas à menor dose utilizada 

(0,3 mg/kg) (Figura 5.B). 
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Além disso, a análise de uma via (one-way ANOVA), seguida do pós-teste 

de Bonferroni, indicou que todas as doses de losartan utilizadas alteraram a 

média total de variação (média de 180 pontos) da resposta taquicárdica (∆FC) 

(F=50,09, P<0,0001) desencadeada pelo ER, quando comparada a ∆FC do 

grupo veículo. O pós-teste de Bonferroni também indicou diferença significativa 

entre as doses de 1 e 0,3 mg/kg de losartan, quando comparadas a maior dose 

utilizada (3 mg/kg) (P<0,05), e entre as doses de 1 e 0,3 mg/kg de losartan 

(P<0,05) (Figura 5.B). 

 

Tabela 3. Valores de pressão arterial média (PAM) antes e após o pré-
tratamento com veículo ou diferentes doses de losartan (antagonista seletivo do 
receptor AT-1) via i.v. em ratos. 

  PAM 

±EPM (mmHg) 

  

Losartan 

(mg/kg) 

n= Antes  Após t P 

0 8 94,06 ± 2,98 95,09 ± 2,60 0,85 >0,05 

0,3 5 97,05 ± 5,46 98,25 ± 5,88 0,70 >0,05 

1 6 100,20 ± 3,85 101,9 ± 4,76 0,76 >0,05 

3 5 108,9 ± 5,24 109,6 ± 5,45 0,36 >0,05 

  F=3,27, P>0,05 F=1,94, P>0,05   

 

 

  



58 
Resultados 
_____________________________________________________________  
 
 

 

Tabela 4. Valores de frequência cardíaca (FC) antes e após o pré-tratamento 
com veículo ou diferentes doses de losartan (antagonista seletivo do receptor 
AT-1) via i.v. em ratos. 

  FC 

±EPM (bpm) 

  

Losartan 

(mg/kg) 

n= Antes  Após t P 

0 8 361,8 ± 10,58 372,7 ± 7,14 1,49 >0,05 

0,3 5 379,1 ± 4,80 387,4 ± 5,10 1,48 >0,05 

1 6 373,3 ± 12,02 393,8 ± 7,75 2,22 >0,05 

3 5 374,2 ± 14,54 389,8 ± 9,67 1,49 >0,05 

  F=0,47, P>0,05 F=1,71, P>0,05   
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Figura 5.(A) Variação da pressão arterial média (∆PAM) e frequência cardíaca 

(∆FC) de ratos submetidos ao ER (180 min) e pré-tratados i.v. com veículo (NaCl 

0,9%, círculos abertos, n=8) ou losartan 3, 1 ou 0,3 mg/kg (quadrados, triângulos, 

círculos fechados n=5, 6, 5, respectivamente). No tempo 0min os animais foram 

submetidos ao ER. Pontos representam as médias e as barras o EPM, * indica 

diferença significativa quando comparado ao grupo tratado com veículo. Two-

way ANOVA, pós-teste de Fisher. (B) Média da variação de PAM (∆PAM) e da 

frequência cardíaca (∆FC) dos grupos tratados com veículo ou losartan 3, 1 e 

0,3 mg/kg durante à exposição ao ER. Colunas representam a média e as barras 

o EPM. * indica diferença significativa quando comparado ao grupo veículo, # 

indica diferença significativa quando comparado ao grupo losartan 0,3 mg/kg, + 

indica diferença significativa quando comparado ao grupo losartan 3 mg/kg, 

P<0,05. One-way ANOVA, pós-teste Bonferroni. 
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5.4. Efeito da administração periférica de diferentes doses de lisinopril 

(inibidor da ECA) e losartan (antagonista seletivo do receptor AT1) sobre a 

variabilidade da frequência cardíaca (PAS e IP) de animais submetidos ao 

ER. 

 As figuras 6, 7 e 8 indicam, respectivamente, a PAS, variabilidade total e 

potência da banda LF da PAS em condições basais antes, após os tratamentos 

e durante as três horas de ER. A análise two-way ANOVA, seguida do pós-teste 

de Tukey, indicou que os tratamentos utilizados não afetaram a PAS (tratamento: 

F2,11=0,08, P>0,05; tempo: F4,44=4,74, P=0,0029; interação: F8,44=3,15, 

P>0,05), e variabilidade total da PAS (tratamento: F2,11=0,52, P>0,05; tempo: 

F4,44=2,83, P=0,03; interação: F8,44=1,49, P>0,05) (Figuras 6 e 7). Com relação 

a potência da banda de LF do espectro da pressão arterial sistólica (PAS), a 

análise two-way ANOVA não indicou diferença significativa entre os tratamentos 

(tratamento: F2,11=1,94, P>0,05; tempo: F4,44=3,67, P=0,01; interação: F8,44=1,18, 

P>0,05), entretanto a análise ponto-a-ponto realizada pelo pós-teste de Tukey 

indicou diferença significativa entre os grupos veículo e lisinopril 0,3 mg/kg no 

período basal pós-tratamento (Figura 8).  

 A análise two-way ANOVA indicou que o tratamento afetou de maneira 

significativa a potência da banda de VLF do espetro da PAS (tratamento: 

F2,11=13,72, P=0,001; tempo: F4,44=4,02, P=0,007; interação: F8,44=2,58, 

P>0,05). O pós-teste de Tukey indicou que o tratamento com losartan 1 mg/kg 

aumentou de maneira significativa a potência de banda de VLF na terceira hora 

de ER, quando comparada ao veículo no mesmo período de tempo (P<0,05). Em 
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adição, o tratamento com losartan 1 mg/kg diferiu do tratamento com lisinopril 

0,3 mg/kg nas três horas de ER (P<0,05), uma vez que este último ocasionou 

tendência de redução da potência de banda de VLF (Figura 9).   

 No que concerne ao IP, as figuras 10 e 11 representam o IP e a 

variabilidade total do IP em condições basais antes, após os tratamentos e 

durante as três horas de ER. A análise two-way ANOVA, seguida do pós-teste 

de Tukey indicou que os tratamentos utilizados não alteraram o IP (tratamento: 

F2,11=1,87, P>0,05; tempo: F4,44=28,89, P<0,0001; interação: F8,44=0,76, P>0,05) 

e a variabilidade total do IP (tratamento: F2,11=0,05, P>0,05; tempo: F4,44=0,51, 

P>0,05, interação: F8,44=3,22, P=0,0057) (Figuras 10 e 11).  

Com relação à potência das bandas de LF e HF do IP (Figura 12), a 

análise two-way ANOVA indicou que os pré-tratamentos realizados não 

alteraram de maneira significativa a potência da banda de LF (tratamento: 

F2,11=2,27, P>0,05; tempo: F4,44=7,53, P<0,0001; interação: F8,44=1,75, P>0,05). 

Entretanto, a análise ponto-a-ponto realizada pelo pós-teste de Tukey indicou 

que o pré-tratamento com lisinopril 0,3 mg/kg aumentou significativamente a 

potência da banda de LF na terceira hora de ER (P<0,05), quando comparada 

ao grupo veículo no mesmo período de tempo. Foi possível observar, ainda, 

diferença estatisticamente significativa na potência da banda de LF na terceira 

hora de ER entre os grupos lisinopril 0,3 mg/kg e losartan 1 mg/kg (P<0,05) 

(Figura 12.A). A análise de duas vias (two-way ANOVA) da potência da banda 

de HF, por sua vez, indicou aumento significativo de HF no grupo pré-tratado 

com losartan 1 mg/kg (tratamento: F2,11=4,29, P=0,04; tempo: F4,44=0,33, P>0,05; 
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interação: F8,44=1,59, P>0,05) na primeira hora do ER, quando comparada ao 

grupo veículo no mesmo período de tempo (Figura 12.B). 

A figura 13 mostra as potências das bandas de LF e HF do espectro do IP 

em unidades normalizadas (u.n). A análise two-way ANOVA indicou que os pré-

tratamentos realizados não alteraram a potência da banda de LF (u.n) 

(tratamento: F2,11=1,59, P>0,05; tempo: F4,44=11,93, P<0,0001; interação: F8,44= 

1,88, P>0,05). Entretanto, foi possível observar que o pré-tratamento com 

losartan 1 mg/kg reduziu de maneira significativa a potência da banda de LF (u.n) 

na primeira hora do ER, quando comparada ao grupo veículo no mesmo período 

de tempo na análise ponto-a-ponto realizada pelo pós-teste de Tukey (Figura 

13.A). Em adição, os pré-tratamentos realizados não afetaram de maneira 

significativa a potência da banda de HF (u.n) (tratamento: F2,11=0,02, P>0,05; 

tempo: F4,44=9,00, P<0,0001; interação: F8,44= 1,46, P>0,05, two-way ANOVA, 

pós-teste de Tukey) (Figura 13.B). 

 Por fim, a figura 14 representa a razão entre as potências de LF e HF 

(LF/HF). Apesar da análise de duas vias (two-way ANOVA) indicar que os pré-

tratamentos realizados não afetaram de maneira significativa a razão de LF/HF 

(tratamento: F2,11=1,93, P>0,05; tempo: F4,44=10,87, P<0,0001; interação: F8,44= 

2,48, P=0,02), a análise ponto-a-ponto realizada pelo pós-teste de Tukey indicou 

que o pré-tratamento com losartan 1 mg/kg reduziu a razão LF/HF na primeira 

hora de ER, quando comparada ao grupo veículo no mesmo período de tempo 

(P<0,05), além disso, foi possível observar diferença significativa entre a razão 



63 
Resultados 
_____________________________________________________________  
 
 

 

LF/HF dos grupos lisinopril 0,3 mg/kg e losartan 1 mg/kg na terceira hora do ER 

(P<0,05) (Figura 14). 
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Figura 6. Pressão arterial sistólica (PAS) de ratos submetidos ao ER (3h) e pré-

tratados i.v. com veículo (NaCL 0,9%, barras brancas, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg 

(barras cinza-claro, n=4) ou losartan 1 mg/kg (barras cinza-escuro, n=5). Colunas 

representam as médias e as barras o EPM. Two-way ANOVA, pós-teste de 

Tukey. 

 

 

 

Figura 7. Variabilidade total da pressão arterial sistólica (PAS) de ratos 

submetidos ao ER (3h) e pré-tratados i.v. com veículo (NaCL 0,9%, barras 

brancas, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg (barras cinza-claro, n=4) ou losartan 1 mg/kg 

(barras cinza-escuro, n=5). Colunas representam as médias e as barras o EPM. 

Two-way ANOVA, pós-teste de Tukey. 
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Figura 8. Potência da banda de baixa frequência (LF) do espectro da pressão 

arterial sistólica (PAS) de ratos submetidos ao ER (3h) e pré-tratados i.v. com 

veículo (NaCL 0,9%, barras brancas, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg (barras cinza-

claro, n=4) ou losartan 1 mg/kg (barras cinza-escuro, n=5). Colunas representam 

as médias e as barras o EPM. * indica diferença significativa quando comparado 

ao grupo veículo, no mesmo período de tempo, P<0,05. Two-way ANOVA, pós-

teste de Tukey. 

 

Figura 9. Potência da banda de muito baixa frequência (VLF) do espectro da 
pressão arterial sistólica (PAS) de ratos submetidos ao ER (3h) e pré-tratados 
i.v. com veículo (NaCL 0,9%, barras brancas, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg (barras 
cinza-claro, n=4) ou losartan 1 mg/kg (barras cinza-escuro, n=5). Colunas 
representam as médias e as barras o EPM. * indica diferença significativa 
quando comparado ao grupo veículo, no mesmo período de tempo, P<0,05. # 
indica diferença significativa quando comparado ao grupo lisinopril 0,3 mg/kg, no 
mesmo período de tempo.   Two-way ANOVA, pós-teste de Tukey. 
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Figura 10. Intervalo de pulso (IP) de ratos submetidos ao ER (3h) e pré-tratados 

i.v. com veículo (NaCL 0,9%, barras brancas, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg (barras 

cinza-claro, n=4) ou losartan 1 mg/kg (barras cinza-escuro, n=5). Colunas 

representam as médias e as barras o EPM. Two-way ANOVA, pós-teste de 

Tukey. 

 

 

Figura 11. Variabilidade total do intervalo de pulso (IP) de ratos submetidos ao 

ER (3h) e pré-tratados i.v. com veículo (NaCL 0,9%, barras brancas, n=5), 

lisinopril 0,3 mg/kg (barras cinza-claro, n=4) ou losartan 1 mg/kg (barras cinza-

escuro, n=5). Colunas representam as médias e as barras o EPM. Two-way 

ANOVA, pós-teste de Tukey. 
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Figura 12. (A) Potência da banda de baixa frequência (LF); (B) e alta frequência 

(HF) do espectro do intervalo de pulso de ratos submetidos ao ER (3h) e pré-

tratados i.v. com veículo (NaCL 0,9%, barras brancas, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg 

(barras cinza-claro, n=4) ou losartan 1 mg/kg (barras cinza-escuro, n=5). Colunas 

representam as médias e as barras o EPM. * indica diferença significativa 

quando comparado ao grupo veículo, no mesmo período de tempo, P<0,05. # 

indica diferença significativa quando comparado ao grupo lisinopril 0,3 mg/kg, no 

mesmo período de tempo. Two-way ANOVA, pós-teste de Tukey. 
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Figura 13. (A) Potência da banda de baixa frequência (LF) e (B) e alta frequência 

(HF) em unidades normalizadas (u.n.) do espectro do intervalo de pulso de ratos 

submetidos ao ER (3h) e pré-tratados i.v. com veículo (NaCL 0,9%, barras 

brancas, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg (barras cinza-claro, n=4) ou losartan 1 mg/kg 

(barras cinza-escuro, n=5). Colunas representam as médias e as barras o EPM. 

* indica diferença significativa quando comparado ao grupo veículo, no mesmo 

período de tempo, P<0,05. Two-way ANOVA, pós-teste de Tukey. 
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Figura 14. Razão entre as potências das bandas de LF/HF do espectro do 

intervalo de pulso de ratos submetidos ao ER (3h) e pré-tratados i.v. com veículo 

(NaCL 0,9%, barras brancas, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg (barras cinza-claro, n=4) 

ou losartan 1 mg/kg (barras cinza-escuro, n=5). Colunas representam as médias 

e as barras o EPM. * indica diferença significativa quando comparado ao grupo 

veículo, no mesmo período de tempo, P<0,05. # indica diferença significativa 

quando comparado ao grupo lisinopril 0,3 mg/kg, no mesmo período de tempo. 

Two-way ANOVA, pós-teste de Tukey. 
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5.5. Efeito da administração periférica de diferentes doses de lisinopril 

(inibidor da ECA) e losartan (antagonista seletivo do receptor AT1) sobre a 

sensibilidade do barorreflexo de animais submetidos ao ER. 

 A figura 15 representa o ganho das sequências barorreflexas. A análise 

de duas vias (two-way ANOVA), seguida do pós-teste de Tukey não indicou 

diferença significativa entre os pré-tratamentos realizados nos parâmetros ganho 

total das sequências barorreflexas (tratamento: F2,11=0,65, P>0,05; tempo: 

F4,44=0,99, P>0,05; interação: F8,44=1,96, P>0,05, figura 15.A), ganho das 

sequências UP (tratamento: F2,11=1,12, P>0,05; tempo: F4,44=0,97, P>0,05; 

interação: F8,44=2,11, P>0,05, figura 15.B) e ganho das sequências DOWN 

(tratamento: F2,11=0,009, P>0,05; tempo: F4,44=1,29, P>0,05; interação: 

F8,44=0,75, P>0,05, figura 15.C).  

 Com relação ao BEI, representado na figura 16, a análise two-way ANOVA 

não indicou diferença significativa dos pré-tratamentos no BEI de todas as 

sequências (tratamento: F2,11=0,65, P>0,05; tempo: F4,44=0,99, P>0,05; 

interação: F8,44=1,93, P>0,05). Entretanto, o pós-teste de Tukey indicou que o 

grupo pré-tratado com losartan 1 mg/kg apresentou redução do BEI das 

sequências totais, quando comparado ao grupo veículo na terceira hora do ER 

(P<0,05) (Figura 16.A). Não houve alteração dos pré-tratamentos realizados no 

BEI das sequências UP (tratamento: F2,11=1,24, P>0,05; tempo: F4,44=0,97, 

P>0,05; interação: F8,44=2,11, P>0,05), entretanto o pós-teste de Tukey indicou 

diferença significativa entre os grupos tratados com lisinopril 0,3 mg/kg e losartan 

1 mg/kg (P<0,05), quando comparados com o grupo veículo na terceira hora de 

ER (Figura 16.B). Por fim, não foram observadas alterações significativas dos 
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pré-tratamentos no BEI das sequências DOWN (tratamento: F2,11=0,009, P>0,05; 

tempo: F4,44=1,29, P>0,05; interação: F8,44=0,75, P>0,05) (Figura 16.C). 
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Figura 15. (A) Ganho de todas as sequências barorreflexas, (B) ganho das 

sequências UP, (C) Ganho das sequências DOWN de animais submetidos ao 

ER (3h) e pré-tratados i.v. com veículo (NaCl 0,9%, barras brancas, n=5), 

lisinopril 0,3 mg/kg (barras cinza-claro, n=4) ou losartan 1 mg/kg (barras cinza-

escuro, n=5). Colunas representam as médias e as barras o EPM. Two-way 

ANOVA, pós-teste de Tukey. 



73 
Resultados 
_____________________________________________________________  
 
 

 

 

Figura 16. (A) Índice de efetividade do barorreflexo total (BEI), (B) BEI das 

sequências barorreflexas UP e (C) BEI de sequências barorreflexa DOWN de 

animais submetidos ao ER (3h) e pré-tratados i.v. com veículo (NaCl 0,9%, 

barras brancas, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg (barras cinza-claro, n=4) ou losartan 1 

mg/kg (barras cinza-escuro, n=5). Colunas representam as médias e as barras 

o EPM. * indica diferença significativa quando comparado ao grupo veículo, no 

mesmo período de tempo, P<0,05. Two-way ANOVA, pós-teste de Tukey. 
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5.6. Efeito da administração periférica de diferentes doses de lisinopril 

(inibidor da ECA) e losartan (antagonista seletivo do receptor AT1) sobre 

os parâmetros funcionais de animais submetidos ao ER. 

A análise de uma via (one-way ANOVA), seguida do pós-teste de Tukey 

indicou aumento nos níveis plasmáticos da enzima aspartato aminotransferase 

(AST) (F=3,38, P=0,04) nos animais pré-tratados i.v. com lisinopril, na dose de 

0,3 mg/kg e submetidos ao ER, quando comparados aos animais naive (animais 

não-estressados e não submetidos à cirurgia (Figura 17.B). 

Entretanto, a análise de uma via (one-way ANOVA), seguida do pós-teste 

de Tukey, indicou que o pré-tratamento periférico (i.v) com losartan na dose de 

1 mg/kg ou com lisinopril na dose 0,3 mg/kg não afetou as concentrações 

plasmáticas da enzima alanina aminotransferase (ALT) (F=2,67, P>0,05), da 

ureia (F=0,87, P>0,05), da creatinina (F=2,17, P>0,05) e da enzima 

creatinoquinase fração MB (CK-MB) (F=0,77, P>0,05) em animais submetidos 

ao ER (180 min), quando comparados ao grupo veículo. Além disso, não houve 

diferença significante nos níveis desses marcadores funcionais nos os animais 

estressados, quando comparados ao grupo naive (animais não-estressados e 

não submetidos à cirurgia) (P>0,05) (Figuras 17.A, 18 e 19).  
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Figura 17. (A) Concentração plasmática da enzima alanina aminotransferase 

(ALT) e (B) aspartato aminotransferase (AST) em ratos naive (barra pontilhada, 

n=5) ou submetidos ao ER (180 min) e pré-tratados i.v. (30min antes) com 

veículo (NaCl 09%, barra branca, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg (barra cinza-claro, 

n=5) ou losartan 1 mg/kg (barra cinza-escuro, n=5). Colunas representam as 

médias e as barras o EPM. # indica diferença significativa quando comparado ao 

grupo naive, P<0,05. One-way ANOVA, pós-teste de Tukey.  
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Figura 18. (A) Concentração plasmática de ureia e (B) creatinina de ratos naive 

(barra pontilhada, n=5) ou submetidos ao ER (180 min) e pré-tratados i.v. (30min 

antes) com veículo (NaCl 09%, barra branca, n=5), lisinopril 0,3 mg/kg (barra 

cinza-claro, n=5) ou losartan 1 mg/kg (barra cinza-escuro, n=5). Colunas 

representam as médias e as barras o EPM. One-way ANOVA, pós-teste de 

Tukey.  
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Figura 19. Concentração plasmática da enzima creatinoquinase fração MB (CK-

MB) de ratos naive (barra pontilhada, n=5) ou submetidos ao ER (180 min) e pré-

tratados i.v. (30min antes) com veículo (NaCl 09%, barra branca, n=5), lisinopril 

0,3 mg/kg (barra cinza-claro, n=5) ou losartan 1 mg/kg (barra cinza-escuro, n=5). 

Colunas representam as médias e as barras o EPM. One-way ANOVA, pós-teste 

de Tukey.  
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5.7) Efeito da administração periférica de diferentes doses de lisinopril 

(inibidor da ECA) e losartan (antagonista seletivo do receptor AT1) sobre o 

parâmetro neuroendócrino de animais submetidos ao ER. 

 A análise de uma via (one-way ANOVA), seguida do pós-teste de Tukey, 

indicou que o ER aumentou a concentração plasmática de corticosterona 

(P<0,05). Por sua vez, os pré-tratamentos com lisinopril na dose de 0,3 mg/kg e 

com losartan na dose de 1 mg/kg reduziram a concentração plasmática de 

corticosterona (F=9,6, P=0,0009) quando comparada ao grupo pré-tratado com 

veículo (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Concentração plasmática de corticosterona de ratos naive (barra 

pontilhada, n=5) ou submetidos ao ER (180 min) e pré-tratados i.v. (30min antes) 

com veículo (NaCl 09%, barra branca, n=4), lisinopril 0,3 mg/kg (barra cinza-

claro, n=5) ou losartan 1 mg/kg (barra cinza-escuro, n=5). Colunas representam 

as médias e as barras o EPM. * indica diferença significante quando comparado 

ao grupo veículo. # indica diferença significante quando comparado ao grupo 

naive, P<0,05. One-way ANOVA, pós-teste de Tukey. 
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6. DISCUSSÃO 

 A hipótese levantada nesse estudo foi que SRA desempenha um 

importante papel na modulação das respostas autonômicas, neuroendócrina e 

funcionais frente ao ER agudo (180 min). 

O presente estudo demonstrou que o SRA é capaz de influenciar as 

respostas autonômicas ocasionadas pelo ER, uma vez que a administração 

intravenosa de diferentes doses de lisinopril, inibidor da ECA, reduziu a resposta 

pressora e reduziu a resposta taquicárdica evocadas pelo ER, nas doses de 0,3 

e 0,1 mg/kg, sendo a dose de 1 mg/kg de lisinopril capaz de potencializar a 

resposta taquicárdica frente à esta situação aversiva. O pré-tratamento 

intravenoso com diferentes doses de losartan, antagonista seletivo dos 

receptores AT1, reduziu a resposta pressora e a resposta taquicárdica 

desencadeadas pela exposição a este modelo de estresse inescapável. 

Além disso, os pré-tratamentos com losartan 1 mg/kg e lisinopril 0,3 mg/kg 

alteraram a atividade do SNA avaliada através da variabilidade do intervalo de 

pulso e a SBR. Nosso estudo também demonstrou que o SRA modula 

positivamente a atividade a do eixo HPA frente ao ER, uma vez que os fármacos 

que interferem com o SRA reduziram a liberação de corticosterona ocasionada 

por exposição a esse modelo aversivo. Observamos ainda que o ER (180min) 

parece não desencadear uma resposta de dano celular e que o SRA não 

influencia a liberação sistêmica de enzimas marcadoras de lesão celular do 

fígado, rim e coração. 
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A resposta autonômica ocasionada pela exposição ao ER agudo está bem 

estabelecida na literatura. Elevação de PA e FC ocorrem devido à ativação do 

sistema nervoso simpático, uma vez que o bloqueio dos receptores α e β-

adrenérgicos é capaz de abolir ambas as respostas (DOS REIS et al., 2014); 

adicionalmente, o bloqueio do sistema nervoso parassimpático ocasiona um 

aumento da resposta taquicárdica desencadeada por esse modelo de estresse 

inescapável, sugerindo, assim, que a resposta pressora seja mediada por via 

simpática, enquanto a resposta taquicárdica é mediada tanto por ativação 

simpática quanto por modulação parassimpática (BAUDRIE et al., 1997; 

CARRIVE, 2006).  

Adicionalmente, está bem estabelecido que a ativação simpática, via 

ativação de receptores β-adrenérgicos localizados no aparelho justaglomerular, 

favorece a ativação da enzima renina, culminando em aumento dos níveis 

circulantes de Ang-II (SAAVEDRA; BENICKY, 2007), contribuindo também para 

a resposta cardiovascular frente ao ER. 

Outro fator que contribui diretamente para a resposta cardiovascular 

ocasionada por exposição ao ER é o barorreflexo. Foi descrito por Crestani e 

colaboradores (2010) que o aumento sustentado de PA e FC ocorre devido à 

uma alteração do setpoint de ativação do barorreflexo para valores mais 

elevados de PA, facilitando a resposta taquicárdica e impedindo, dessa forma, a 

bradicardia reflexa. 

O primeiro passo no presente trabalho foi a validação da efetividade das 

doses de lisinopril (inibidor da ECA) e losartan (antagonista seletivo do receptor 
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AT1) utilizadas no protocolo de ER. Foi realizada a construção de curvas dose-

resposta para a Ang-I, seguida da administração de lisinopril na dose de 0,3 

mg/kg e reconstrução da curva após 2:30h do tratamento, permitindo a avaliação 

do tempo de duração do efeito da dose testada e sua aplicação no modelo de 

ER de três horas de duração. Foi possível observar que a administração dessa 

dose de lisinopril reduziu significativamente a resposta pressora, ocasionada 

pela conversão da Ang-I em Ang-II, mesmo após 2:30h, validando-a para 

utilização nos protocolos posteriores. Também realizamos a construção de 

curvas dose-resposta para a Ang-II seguida da administração de losartan na 

dose de 1 mg/kg e reconstrução da curva 2:30h após o tratamento. O tratamento 

com losartan reduziu significativamente a resposta pressora ocasionada pelas 

doses Ang-II, validando essa dose para os protocolos realizados posteriormente. 

Em seguida, o presente estudo avaliou a participação do SRA na 

modulação das respostas autonômicas ocasionadas pelo ER. Para isso, os 

animais foram primeiramente pré-tratados intravenosamente com lisinopril, 

inibidor da ECA, nas doses de 1, 0,3 e 0,1 mg/kg. A ECA é responsável pela 

clivagem de Ang-I em Ang-II (ROKS et al., 1999; URATA et al., 1990), ou seja, o 

bloqueio da enzima culminaria no prejuízo da formação de Ang-II. O pré-

tratamento intravenoso com lisinopril, causou redução da resposta pressora 

desencadeada pelo ER. Além disso, as doses de 0,3 e 0,1 mg/kg ocasionaram 

redução da resposta taquicárdica, sendo a dose de 1 mg/kg capaz de 

potencializar a resposta taquicárdica evocada pelo ER. Dessa forma, nossos 

dados sugerem que a Ang-II exerce uma influência facilitatória sobre a resposta 
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pressora desencadeada pela exposição a esta situação aversiva. Em adição, a 

Ang-II desempenharia papel modulador na resposta taquicárdica evocada pelo 

ER.  

Corroborando os nossos resultados, outros trabalhos demonstraram que 

o prejuízo na formação de Ang-II é capaz de alterar a resposta cardiovascular 

desencadeada por modelos de estresse. Foi demonstrado que a pré-

administração de captopril, inibidor da ECA, reduziu a resposta pressora 

desencadeada pelo estresse por novidade agudo (LEE; WEBB; BRANDS, 2004). 

Adicionalmente, ratos previamente estressados de maneira crônica e 

posteriormente tratados com captopril, apresentaram uma redução da resposta 

pressora máxima ocasionada por uma nova exposição ao air-jet stress, além 

disso, em ratos infartados cirurgicamente, o tratamento com captopril foi capaz 

de reduzir a resposta taquicárdica máxima ocasionada pelo air-jet stress, tanto 

no grupo previamente estressado de maneira crônica, quando no grupo não-

estressado (CUDNOCH-JEDRZEJEWSKA et al., 2014). Em conjunto, esses 

resultados sugerem que a inibição da ECA, e consequente diminuição da 

formação de Ang-II, pode ser importante na prevenção de alterações 

cardiovasculares desencadeadas por modelos de estresse.  

O próximo passo no presente estudo foi investigar qual receptor 

angiotensinérgico estaria envolvido no desencadeamento das respostas 

cardiovasculares ocasionadas pelo ER. Para avaliar a participação dos 

receptores AT1, os animais foram pré-tratados intravenosamente com losartan, 

um antagonista seletivo para os receptores AT1. Nossos resultados indicam que 
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a pré-administração de losartan reduziu as respostas pressora e taquicárdica 

desencadeadas pelo ER agudo, sugerindo que os receptores AT1 também 

desempenham influência facilitatória sobre a resposta cardiovascular 

ocasionada pelo ER. 

Corroborando os nossos achados, diferentes trabalhos têm ressaltado 

que o tratamento com antagonistas seletivos para os receptores AT1 ameniza 

diferentes alterações relacionadas à exposição a eventos estressores. Dessa 

forma, foi demonstrado que o pré-tratamento periférico de ratos com 

candersartan, antagonista seletivo de receptores AT1, reduziu a resposta 

simpatoadrenal, através da redução de noradrenalina, adrenalina, aldosterona e 

corticosterona sintetizadas pela adrenal frente ao estresse de isolamento agudo 

(ARMANDO et al., 2001). Além disso, o tratamento com telmisartan, outro 

antagonista seletivo AT1, foi capaz de atenuar o impacto negativo, sobre a 

memória, desencadeado tanto pela exposição crônica quanto aguda ao ER 

(WINCEWICZ; BRASZKO, 2015). O pré-tratamento com candesartan por 14 

dias, também foi capaz de reduzir em 80% a formação de úlceras gástricas em 

decorrência da exposição ao ER agudo em associação a baixa temperatura 

(BREGONZIO et al., 2004). Este conjunto de dados sugere que o antagonismo 

de receptores AT1 é de extrema relevância terapêutica, não somente frente à 

hipertensão, mas também frente a diferentes alterações desencadeadas por 

exposição ao estresse. 

Não se pode excluir a hipótese de que os benefícios promovidos por 

fármacos que interferem com o SRA, frente a estímulos aversivos, também 
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sejam mediados por vias angiotensinérgicas centrais. Há expressão de grande 

número de receptores angiotensinérgicos nos órgãos circunventriculares, 

estruturas centrais desprovidas de barreira hematoencefálica, incluindo o órgão 

subfornical e a eminência mediana (TSUTSUMI; SAAVEDRA, 1991a, 1991b), 

facilitando a comunicação entre o SRA da periferia e do SNC.  

Nesse sentido, já foi descrito na literatura que estímulos aversivos, tais 

como o estresse por isolamento e o ER associado a baixas temperaturas, 

aumentam a expressão de receptores AT1 em importantes áreas envolvidas na 

modulação de respostas ocasionadas pelo estresse (BREGONZIO et al., 2008; 

SAAVEDRA et al., 2006). Também foi previamente demonstrado por nosso 

grupo de estudo, que a administração de losartan, antagonista seletivo do 

receptor AT1, no PVN ocasiona redução da resposta pressora desencadeada 

pelo ER agudo, sendo a redução semelhante àquela observada após a 

administração de losartan i.v. na dose de 5mg/kg (BUSNARDO; TAVARES; 

CORREA, 2014). Em adição, a microinjeção de lisinopril, inibidor da ECA, no 

córtex pré-límbico foi capaz de reduzir tanto a resposta pressora, quanto a 

resposta taquicárdica desencadeadas pelo ER agudo, enquanto a microinjeção 

de candesartan, antagonista seletivo AT1, no PL ocasionou redução da resposta 

pressora, sem interferir com a resposta taquicárdica desencadeada por esse 

estímulo aversivo (BRASIL; FASSINI; CORRÊA, 2018), sugerindo que ocorra 

participação tanto do SRA periférico, quanto do SRA central, na modulação das 

diferentes respostas desencadeada pelo ER. 
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Após a obtenção dos registros cardiovasculares, o passo seguinte foi a 

avaliação da variabilidade da PAS, da HRV, e análise da SBR. Não houve 

aumento significativo de PAS e da variabilidade da PAS, apesar de haver 

tendência de aumento da PAS e redução da variabilidade da PAS durante o ER. 

Foi possível observar que o ER ocasionou tendência de aumento da potência da 

banda de LF no espectro da PAS, e que o tratamento com lisinopril 0,3 mg/kg 

aumentou significativamente esse parâmetro, quando comparado ao veículo. 

Entretanto, nenhuma alteração significativa de LF foi observada durante o ER. A 

literatura aponta que oscilações na potência de banda de LF refletem a 

modulação simpática (MALIK; CAMM, 1990). Com relação à potência de banda 

de VLF, a qual indica principalmente a modulação humoral da PAS, foi possível 

observar que o tratamento com losartan 1 mg/kg aumentou este parâmetro na 

terceira hora do ER quando comparado ao veículo, e ainda, que durante as três 

horas do ER, o pré-tratamento com losartan diferiu do pré-tratamento com 

lisinopril, visto que este último ocasionou tendência de redução de VLF durante 

o ER. Esses resultados sugerem que o prejuízo na formação de Ang-II é mais 

impactante sobre a potência de banda de VLF, do que o antagonismo do receptor 

AT1. 

Não houve alteração significativa do IP e da variabilidade total do IP, 

apesar de ser possível observar tendência à redução do IP durante o ER. O 

tratamento com lisinopril 0,3 mg/kg aumentou significativamente a potência da 

banda de LF do espectro do IP na terceira hora do ER, ao passo que o losartan 

1 mg/kg aumentou a potência de banda de HF na primeira hora do ER, quando 
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comparados ao veículo no mesmo período de tempo. A análise desses 

parâmetros em unidades normalizadas indicou que o tratamento com losartan 1 

mg/kg reduziu a potência de banda de LF na primeira hora do ER, quando 

comparado ao grupo veículo no mesmo período de tempo. Em adição, o 

tratamento com losartan 1 mg/kg reduziu significativamente a razão LF/HF na 

primeira hora do ER, quando comparado ao veículo, e na terceira hora quando 

comparado ao lisinopril 0,3 no mesmo tempo. As oscilações de LF do espectro 

do IP são mediadas por modulação simpática, ao passo que as alterações de 

alta frequência estão relacionadas ao sistema nervoso parassimpático (MALIK; 

CAMM, 1990). Os dados da HRV da PAS e do IP sugerem que a Ang-II facilita 

a ativação do sistema simpático e reduza a atividade do sistema parassimpático 

no modelo de ER agudo de 180min.  

Comparando nossos achados com os dados descritos na literatura, uma 

série de trabalhos têm estudado as alterações na variabilidade cardiovascular 

em decorrência do estresse. Duarte e colaboradores (2015) ao estudarem o 

estresse crônico (10 dias), em ratos adolescentes, demonstraram que o estresse 

crônico variado ocasiona aumento da potência da banda de LF do espectro do 

IP (aumento da modulação simpática cardíaca), enquanto o estresse crônico 

repetido ocasiona aumento das potências da banda de LF e HF (aumento das 

modulações simpática e parassimpática cardíacas), sem afetar a variabilidade 

da PAS. Em contrapartida, Firmino e colaboradores (2019), demonstraram que 

o estresse crônico variado e o repetido (14 dias), em ratos adultos, reduziram a 

potência da banda de LF e de HF, bem como a razão de LF/HF do espectro do 
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IP, ao passo que apenas o estresse crônico repetido aumentou a potência da 

banda de LF do espectro da PAS, indicando redução da modulação simpática e 

parassimpática cardíaca e aumento da modulação simpática vascular.  

Com relação ao estresse agudo, um recente trabalho clínico demonstrou 

que mulheres submetidas ao estresse psicológico agudo apresentaram aumento 

da potência de banda de LF e da razão LF/HF do intervalo RR durante o 

estresse, parâmetros indicativos do aumento da atividade simpática cardíaca 

(MOHAMMADI et al., 2019).  

Em relação à análise da SBR pelo método da sequência, não foi possível 

observar diferença estatisticamente significativa tanto no ganho total quanto no 

ganho das sequências UP e DOWN do barorreflexo. Entretanto, o tratamento 

com losartan 1 mg/kg reduziu o BEI das sequências totais e das sequências UP 

na terceira hora do ER, enquanto o tratamento com lisinopril 0,3 mg/kg reduziu 

o BEI das sequências UP na terceira hora do ER, quando comparados ao veículo 

na terceira hora de ER. Os dados da SBR sugerem que a Ang-II facilita a ativação 

do barorreflexo durante o ER, nesse sentido, a reversão da ineficiência do desse 

mecanismo de controle da PA, utilizando fármacos que interferem com o SRA, 

pode constituir uma estratégia para o tratamento das alterações ocasionadas 

pelo estresse. Ao estudar a SBR em modelos de estresse crônico, Duarte e 

colaboradores (2015) demonstraram que o estresse crônico variado causou 

aumento no ganho das sequências barorreflexas totais, sugerindo aumento da 

SBR. Firmino e colaboradores (2019), por sua vez, demonstraram que o estresse 

crônico, repetido e variado, reduziu o ganho total das sequências barorreflexas, 

indicando que o estresse ocasiona redução da SBR. 
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Os achados da variabilidade cardiovascular e da SBR permanecem 

contraditórios na literatura e podem ser devido às diferenças de idade dos 

animais, do protocolo de estresse e da intensidade do estressor utilizado. O 

presente trabalho foi o primeiro a investigar o papel do SRA na modulação 

desses parâmetros frente ao ER. 

O presente estudo também avaliou as possíveis alterações funcionais 

ocasionadas por exposição ao ER. Para isso, avaliamos a atividade de enzimas 

marcadoras de lesões celulares específicas para as funções hepática, renal e 

cardíaca. O ER não causou alterações nas concentrações plasmáticas das 

enzimas ALT, AST, ureia, creatinina e CK-MB, quando comparado com o grupo 

naïve. Além disso, o bloqueio da ECA ou de receptores AT1 pelo pré-tratamento 

com lisinopril 0,3 mg/kg ou losartan 1 mg/kg não afetou os níveis plasmáticos 

dessas enzimas, indicando o não envolvimento do SRA na sua modulação. Por 

outro lado, foi observada diferença estatisticamente significativa nos níveis 

plasmáticos da enzima marcadora da função hepática AST, após o tratamento 

com lisinopril 0,3 mg/kg, assim como uma tendência de aumento nessa enzima 

após o tratamento com losartan 1 mg/kg. Também foi observado uma tendência 

de aumento, não significativa, da enzima hepática ALT após os tratamentos 

realizados (lisinopril 0,3 ou losartan 1 mg/kg). Esse resultado, possivelmente, 

deve-se ao metabolismo hepático dos fármacos administrados, e não seja 

decorrência do estímulo estressor, uma vez que não observamos diferença entre 

o grupo estressado e tratado com veículo e o grupo naïve (não estressado).  
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Em adição, Sánchez e colaboradores (2002) reportaram que o ER de 1h 

foi capaz de ocasionar o aumento da atividade enzimática de LDH, CK-MB, ALT 

e AST em camundongos; entretanto, esse aumento foi menor quando 

comparada à liberação dessas enzimas marcadoras de lesão celular em 

resposta à estímulos estressores mais intensos, tais como o estresse de 

imobilização e o ER em associação com o frio (4ºC). Essa divergência entre os 

resultados funcionais pode ser explicada por dois fatores: a diferença entre a 

espécie utilizada e a diferença de intensidade do estímulo estressor estudado. 

Outra resposta bem consolidada frente à exposição ao ER é a ativação 

do eixo HPA com consequente liberação de corticosterona (BRASIL et al., 2020; 

BUSNARDO et al., 2019; LOPES-AZEVEDO et al., 2019). Assim sendo, 

avaliamos a participação do SRA na resposta neuroendócrina ocasionada pelo 

ER agudo de 180 min, através da determinação das concentrações plasmáticas 

de corticosterona em animais pré-tratados com veículo, losartan (1 mg/kg) ou 

lisinopril (0,3 mg/kg), imediatamente após o término do ER. A exposição ao ER 

aumentou, de maneira estatisticamente significativa, a liberação de 

corticosterona quando comparado ao grupo naïve (não-estressado). Além disso, 

o pré-tratamento com lisinopril 0,3 mg/kg ou losartan 1 mg/kg reduziu 

significativamente a liberação de corticosterona ocasionada por esse modelo 

aversivo, sugerindo que a Ang-II, via receptor AT1, desempenha uma influência 

facilitatória sobre a liberação de corticosterona em decorrência da ativação do 

eixo HPA causada pelo ER.  
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Já foi demonstrado que os receptores AT1 estão expressos ao longo das 

estruturas do eixo HPA, sendo elas: o PVN, cujos receptores estão localizados 

em neurônios produtores de CRH (AGUILERA et al., 1995), a pituitária anterior 

(SAAVEDRA, 1992)  e o córtex da adrenal (AGUILERA, 1993) e que o estresse 

aumenta a expressão desses receptores (ARMANDO et al., 2001; CASTREN; 

SAAVEDRA, 1988; LEONG et al., 2002), sugerindo que o SRA modula 

diretamente a atividade do eixo HPA. Em concordância com os nossos achados, 

Armando e colaboradores (2001, 2007) demonstraram que a administração do 

antagonista seletivo do receptor AT1 candesartan impediu o aumento de ACTH 

na pituitária e o aumento da secreção urinária de corticosterona causados pelo 

estresse de isolamento. Em adição, o tratamento oral com losartan, reduziu 

significativamente a liberação de corticosterona ocasionada pelo estresse de 

imobilização crônico de 10 dias (URESIN et al., 2004). Também foi demonstrado 

que o tratamento oral com telmisartan, outro antagonista seletivo do receptor 

AT1, ocasionou redução significativa da liberação plasmática de corticosterona 

ocasionada pelo estresse de restrição crônico de 21 dias (WINCEWICZ; 

BRASZKO, 2015). Esses dados, em conjunto, sugerem que o SRA e o eixo HPA 

trabalhem em estreita colaboração frente ao estresse psicológico e que os 

fármacos que interferem com o SRA, periférica e centralmente, podem constituir 

uma importante estratégia terapêutica no controle da resposta ao estresse. 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÃO  



93 
Conclusão 
_____________________________________________________________ 
 
 
 

 

7.CONCLUSÃO 

Em conclusão, os presentes resultados sugerem que a Ang-II, via receptor 

AT1 desempenha influência facilitatória sobre a resposta cardiovascular 

desencadeada pelo ER. Os dados da variabilidade da PAS e do IP sugerem que 

a Ang-II facilite a ativação do sistema nervoso simpático e reduza a atividade do 

sistema nervoso parassimpático, no modelo de ER.  Em adição, a análise da 

SBR sugere que a Ang-II favoreça a ativação do barorreflexo durante o ER, além 

de favorecer a liberação de corticosterona frente a esse modelo de estresse.  

Este conjunto de achados sugere que o prejuízo na síntese de Ang-II, bem 

como o antagonismo de receptores AT1 possam constituir uma estratégia 

farmacológica importante para melhorar as consequências desencadeadas pelo 

ER.
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