Carla Beatriz Collares Buzato

Estudo sobre o efeito do estresse 1o esvaziamento géstrico
de liquidos em ratos: envolvimento do

nucleo paraventricular do hipotdlamo.

Eote o s conaghoncte n pple,, Jrd oo e
&f 5;@&@@ nga e d Sl L m/ Besloiz Lol

zebo b aprovack hol ool :;_ijwém

B

f/@/‘m«« g’f }/{gvﬁ ge_, %‘? /é ? rf

Dissertagio apresefitada ao Instituto de Biologia
idade Estadual de Campinas para ob-

tengao do grau de Mestre em Ciéncias, na 4rea

de Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Gilberto D’Assun¢do Fernandes -

;3’} Campinas - 1991




Aos meus pais Edgard e Marta

A minha vé Celina (in memorium)
Ao Eduardo

com imensa gratidao e admiracao,

DEDICO,



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Gilberto D’Assungio Fernandes, pela orientacao cientifica e convivio
amigo durante a execucao deste trabalho, meu especial agradecimento.

Ao Prof. Dr. Tabajara O. Martins, do Departamento de Biofisica da Escola Paulista
de Medicina, agradego em particular por me transmitir os principios basicos da estere-
otaxia.

A todos funciondrios do Niicleo de Medicina e Cirurgia Experimental (UNICAMP), em
especial ao Roberto César Stahl, & Tereza Carvalho Baptiston e ao William Adalberto
Silva pelo apoio técnico e grande amizade.

Ao funciondrio Antonio Carlos Galvan, do Laboratério de Patologia Clinica (UNI-
CAMP), pelo precioso auxilio técnico na coloracdo H.E. dos cortes histoldgicos.

A Ana Licia E. Catalan e ao David Antonio Oliveira, do Laboratério de Patologia
Clinica (UNICAMP), pela grande ajuda nas dosagens de radioimunoensaio.

A Profa. Dra. Liliana A. L. De Angelo Andrade e ao Marco A. Gongora, do De-
partamento de Anatomia Patolégica (UNICAMP), pela dedicagao na confeccao das
fotomicrografias.

Ao Prof. Dr. José Antonio R. Gontijo e ao Dr. Waldir Eduardo Garcia, do Nicleo
de Medicina e Cirurgia Experimental {UNICAMP), por me facultarem, gentilmente, a
utilizagdo do apareltho estereotdxico, bem como do laboratério.

Ao CNPq, FAPESP e CAPES, pelas bolsas de estudo concedidas.

A todos aqueles que direta e indiretamente contribuiram para o desenvolvimento dessa
tese.

Por fim, aos meus pais, pela sua participa¢io ativa na realizacao deste trabalho e, acima
de tudo, pelo apoio incondicional e sempre presente.



Indice

e IntroduGao. ... o 1
e Material & Métodos . ... ... . 9
1. Delineamento Experimental ... ... .. .. . .. .. . .. 10

2 ADIDAIS .. 13

3. Refeighes de Prova ... ... . 15

4. Avaliagdo do Esvaziamento GAstTico ... ...t irrri e 15

5. Modelo de Estresse . ... ... 22

6. Dosagem de Corticosterona.... ... ... . e 24

7. Pré-tratamento com Cimetidina........ ... .. ... .0 i 24

8. Cirurgias.......... e e e e e e e e e e 25

8.1. Seccao do Nervo Vago.........oooiiiiii i, e 25

8.2. Lesao do Nicleo Paraventricular............ ... .. ... ... ... ... ... ........ 26

9. Andlise Histolgica. ... . .. o i 26

10. Andlise Estatistica.. ... ... i i 27

e Resultados . . .. .. L 28
1 Etapa 1- Modelo experimental de estresse .. ...................oooviiei ... 29

2. Etapa 2 - Envolvimento da secregfo dcida na alteracioda . ......................
retengao gastrica mnduzida pelo estresse .. ... ... ... ... 34

3. Etapa 3 - Envolvimento do Sistema Nervoso na alteragioda.....................
retencao gastrica induzida peloestresse ............. .. ... ... ....coiiiiiin... 41

3.1, Vagotomia. ... ... . e s 41

3.2. Lesao do Nicleo Paraventricular...... ... .. ... ... ... . ... ... .. ........ 43

® DSCUSSaO. . 47
o ConclusBes . ... 64
® ResUmO .. 66
® SUMIMATY . . ottt e e et e e e e 69
» Referéncias Bibliograficas ... ... .. . . . 72

APBNAICE . . .. 1



Introducao




o

O trato gastrointestinal desempenha uma das fungbes mais essenciais do organismo
vivo que é a de processar e assimilar, de maneira adequada, todo o substrato nutricional
necessério para a sobrevivéncia. Nesse contexto, o estdmago exerce um papel impor-
tante cuja funcao é participar do processo da digestao, fragmentar os alimentos sélidos
ingeridos e liberar ordenadamente o seu contetido para o intestino delgado, onde se
processard praticamente todo o fendmeno de absorgao. Embora um comprometimento
da digestao géstrica nao resulte em grandes danos ao organismo, uma interferéncia na
transferéncia do conteddo alimentar do estémago para o intestino delgado pode cau-
sar desconforto, diarréia e mé-nutricho (HUNT & KNOX, 1968; HUNT, 1983). Esse
processo de transferéncia, denominado esvaziamento géstrico, é regulado de tal forma
a permitir uma perfeita adequagao da liberagao do quimo aos processos de absorcdo e
secregac que ocorrem no intestino delgado.

Com relagao a motilidade e esvaziamento géstrico, o estdbmago pode ser dividido em
duas regioes de propriedades anatdmicas e eletromotoras distintas: as por¢des proximal
e distal (HUNT, 1983; EHRLEIN & AKKERMANS, 1984: MINAMI & MCCALLUM,
1984; WEISBRODT, 1984; BURKS et.al., 1985; READ & HOUGHTON, 1989). A
regiao proximal, que inclui o fundo e parte do corpo géstrico, é caracterizada por uma
atividade motora tonica. Sua funcdo consiste em armazenar o alimento recém-ingerido
e promover sua transferéncia para a porgao mais distal do estdmago. A regiao distal,
por sua vez, que inclui a parte terminal do corpo e o antro, exibe atividade peristéltica
e é particularmente responsavel pela mistura e trituracio das particulas sélidas e pela
passagem do quimo para a regido duodenal. A contragio de ambas as dreas, que estd sob
o controle hormonal e nervoso, modula o processo de esvaziamento géstrico (EHRLEIN
& AKKERMANS, 1984; READ & HOUGHTON, 1989). As contragoes ténicas do

estdmago proximal desempenham um grande papel no controle do esvaziamento géstrico



de liquidos, enquanto que as contracdes peristalticas do antro sio fundamentais na
trituracao e posterior esvaziamento tanto de sélidos como de liquidos.

O ritmo de esvaziamento gistrico pode ser afetado por uma série de fa,tbres, sendo
a distensao gastrica, a qual é proporcional ao volume do contetido estomacal, o tnico
estimulo natural e facilitador do esvaziamento gastrico (HUNT & MACDONALD, 1954;
HUNT & KNOX, 1968). Por outro lado, a consisténcia da refeicdo, bem como sua
osmolaridade, proporgao de nutrientes {carboidratos, proteinas e gorduras) e quantidade
de dcidos, exercem efeitos inibitérios sobre o ritmo do esvaziamento (HUNT & KNOX,
1068; MINAMI & MCCALLUM, 1984; BURKS et.al.,, 1985). Receptores localizados
no intestino delgado, sensfveis a essas caracteristicas quantitativas e qualitativas dos
componentes da refeicdo, sdo os responséveis pelo desencadeamento dos estimulos que,
via neural e hormonal, diminuem a velocidade do esvaziamento géstrico (EHRLEIN &
AKKERMANS, 1984; HUNT, 1985).

Em adigdo a esses fatores, inlmeras desordens sistémicas podem afetar o esvazia-
mento gastrico (ROSE, 1979; READ & HOUGHTON, 1989). O estresse, caracterizado
pela ativagao dos sistemas endocrino e autondémico, envolvendo portanto uma reagéo
complexa por parte do organismo afetado, tem sido também implicado em algumas
patologias gastrointestinais {WOLF, 1981). Essa associagao entre distiirbios emocio-
nais resultantes de eventos estressantes e disfungao gastrica ja é amplamente conhe-
cida h& muitos séculos; contudo, foi somente descrita pela primeira vez em meados do
século XIX, por Beaumont, em sua cldssica monografia datada de 1833 {apud WOLF,
1981). Nessa publicacao, o autor relata, num adulto portador de uma fistula géstrica
permanente, significante supressao das secre¢oes no estémago e consideravel atraso da
digestao e esvaziamento gastrico quando este era submetido a experiéncias emocionais

desagraddveis.



Desde entao, tém-se avolumado investigagoes no sentido de se averiguar os distirbios
gastrointestinais induzidos por estimulo estressante e os possiveis mecanismos enddgenos
implicados. A fisiopatologia das tlceras géstricas, por exemplo, tem sido um tema
constante na maioria dos trabalhos conduzidos nessa linha de pesquisa. J4 estd ampla-
mente documentada a participacdo do estresse na formagao de tlceras gdstricas, tanto
no homem (WOLF, 1981; PETERS & RICHARDSON, 1983; ROBERT & KAUFF-
MAN, 1983) como em animais experimentais (MENGUY, 1960 ; KITAGAWA, FUJI-
WARA & OSUMLI, 1979; GARRICK, BUACK & BASS, 1986; GARRICK et. al., 1986;
HAYASE & TAKEUCH]I, 1986; GARRICK et. al., 1987). Tais estudos tém indicado a
existencia de pelo menos trés fatores determinantes da patogénese das lesdes gastricas
induzidas pelo estresse: hipersecre¢ao de dcido (BRODIE, MARSHALL & MORENO,
1962; KITAGAWA, FUJIWARA & OSUMI, 1979; PETERS & RICHARDSON, 1983;
MURAKAMI et. al., 1985); diminuicio do fluxo sanguineo na mucosa géastrica (KI-
TAGAWA, FUJIWARA & OSUMI, 1979; MURAKAMI et. al., 1985; HAYASE & TA-
KEUCHI, 1986): e alteracoes da motilidade do estomago como hipermotilidade {YANO,
AKAHANE & HARADA, 1978) e a presenca de contragbes musculares peculiares, ca-
racterizadas pela baixa frequéncia e alta amplitude e duracio (GARRICK, BUACK &
BASS, 1986; GARRICK et. al., 19886).

Todas essas alteragoes gistricas que se manifestam numa situacao de estresse, in-
dependente de sua importancia como determinantes da ulceracio, poderiam resultar
teoricamente em disttrbio do esvaziamento gastrico. Entretanto, trabalhos abordando
semelhante assunto, diferentemente do que ocorre com temas como tilcera géstrica, sao
escassos e muitas vezes contraditérios entre si. Viarios autores tém constatado aumento,
diminuigao, ou mesmo nenhum efeito significativo no esvaziamento gastrico sob estimulo

estressante. CANN et. al. (1983) e WILLIAMS et. al. (1987}, estudando diferentes
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modelos experimentais de estresse (psicolégico e de conteng¢io, respectivamente) em di-
ferentes espécies (homem e rato, respectivamente), nio observaram efeito significativo
sobre o esvaziamento géstrico de uma refeicio mista (sélido mais liquido) e de dgua, res-
pectivamente. Entretanto, BUENO & GUE (1988) constataram, em camundongos, que
a exposigao aguda a ambos estresses, acistico ou térmico (frio a 10°C), resultou em esva-
ziamento significantemente mais répido de uma solugio aquosa de leite. Por outro lado,
trabalhos recentes tém demonstrado também que certos tipos de estresse, em particular
a contencao fisica (LENZ et. al., 1988), estimulac¢do térmica do labirinto (THOMPSON,
RICHELSON & MALAGELADA, 1982}, e dor (fric) (THOMPSON, RICHELSON &
MALAGELADA, 1983), induzem intenso retarde do esvaziamento gastrico de refeigoes
de prova liquidas. Alguns desse autores {ém sugerido uma participacao fundamental do
peptidio hipotalamico denominado fator liberador de corticotrofina (CRF) como inici-
ador e coordenador dessa resposta gastrointestinal durante estimulo estressante (WIL-
LIAMS et. al., 1987; BUENO & GUE, 1988; LENZ et. al., 1988), indicando, portanto,
uin possivel envolvimento do sistema nervoso central nesse processo.

O nticleo hipotalamico paraventricular {(NPV), através de estudos imunocitoquimicos,
tem sido indicado como uma importante drea de concentragao de neurdnios secretores
do CRF (SILVERMAN, HOU-YU & CHEN, 1989). Este niicleo, localizado bilateral e
dorsalmente ao 3° ventriculo na porcio rostral do hipotalamo, foi originalmente desco-
berto por sua fungao secretora dos horménios ocitocina e vasopressina. Todavia, carac-
teristicas citoldgicas e neuroanatémicas tém evidenciado uma nova dimensao funcional
do nicieo paraventricular.

O NPV apresenta uma organizacao celular complexa, dotada de miltiplas interagoes
celulares e secrecao de uma infinidade de neurotransmissores. Histologicamente, o

nicleo consiste de uma regiac relativamente delimitada contendo células neurosecre-



toras do tipo magnocelular, inseridas numa matriz parvocelular. Os neurbnios mag-
nocelulares secretam essencialmente ocitocina e vasopressina, enquanto que a regiao
parvocelular pode produzir, além do CRF, uma variedade imensa de neuropeptidios
como: hormoénio liberador de tireotrofina, peptidio vasoative intestinal, colecistoqui-
nina, substancia P, neurotensina, atriopeptina, galanina, encefalina, fator liberador do
horménio de crescimento, angiotensina II, vasopressina, ocitocina, etc (KISS, 1988).
Adicionalmente, vemn sendo documentada a existéncia de inirincadas conexoes entre
NPV e outras reas hipotaldmicas e extra-hipotalimicas. Esse nicleo envia axénios
em direcio & neurohipdfise e adenohipéfise (via eminéncia média) (SWANSON & KUY-
PERS, 1980), bem como para grupos de neurdnios localizados no tronco cerebral e
medula espinhal, associados com fungoes autondmicas parassimpéticas e simpaticas res-
pectivamente (SAPER et. al., 1976; SWANSON & KUYPERS, 1980; ROGERS &
NELSON, 1984; LAWRENCE & PITTMAN, 1985; WILLET et. al., 1987). Quanto
ao conirole aferente, esta estrutura recebe terminais nervosos provenientes de corpos
celulares situados numa série de regioes cerebrais, tals como: tronco cerebral, sistema
limbico e 4reas hipotalamicas circunvizinhas (SWANSON & SAWCHENKO, 1980).
Em virtude dessa complexidade estrutural e multiplicidade de conexodes, o NPV
tem sido recentemente apontado como um importante centro integrador das fungoes
endécrinas, autondmicas e comportamentais (SWANSON & SAWCHENKO, 1980}.
Este nticleo parece estar implicado na génese de algumas respostas neuroendécrinas
frente ao estresse, sendo que o CRF constitui-se provavelmente no neuromediador desse
processo (MAYARA et. al., 1981; BRUHN, PLOTSKY & VALE, 1984; MEYERHOFF,
MOUGEY & KANT, 1987). MORTON et. al. (1989}, recentemente, demonstraram
que a lesao eletrolitica bilateral do NPV preveniu o aumento, provocado pelo estresse,

na concentracido plasmatica de renina e corticosterona em ratos. Outros autores, pa-



ralelamente, tém relatado um importante papel desse nicleo na mediacao da secregao,
induzida pelo estresse, de prolactina (MEYERHOFF, MOUGEY & KANT, 1987; MI-
NAMITANTI et. al., 1987}, do horménio adrenocorticotréfico (MAYARA et. al., 1981;
BRUHN, PLOTSKY & VALE, 1984; MEYERHOFF, MOUGEY & KANT, 1987), da
beta-endorfina, beta-lipotrofina e AMPe¢ da pituitaria (MEYERHOFF, MOUGEY &
KANT, 1987)}.

Por outro lado, outras investigacdes tém apoiado a existéncia de neurdnios loca-~
lizados no NPV, particularmente envolvidos no controle das fungoes gastrointestinais
(SHIRAISHI, 1987, 1988). As proje¢des neurais partindo desse niicleo para centros au-
tonémicos medulares, tais como o niicleo do trato solitdrio (NTS) e o nicleo motor dorsal
do vago (MDV), constituiriam as vias neurais eferentes pelas quais o NPV coordenaria
essas funcdes (ROGERS & HERMANN, 1985b; ROGERS & HERMANN, 1987). Esti-
mulagdo elétrica do NPV resulta em aumento da secrecao de acido pelo estdmago que é
abolido pela administracio prévia de um antagonista de ocitocina no MDYV (ROGERS
& HERMANN., 1986), enquanto que lestes daquele nicleo previnem a secregao de acido
induzida pela estimulagao aferente vagal (ROGERS & HERMANN, 1985a). Por outro
lado, estudos envolvendo injecdes intrahipotalamicas no NPV de varios peptidios, como
a bombesina (GUNION & TACHE, 1987b), neuropeptidio Y (HUMPHREYS, DAVI-
SON & VEALE, 1988) e CRF (GUNION & TACHE, 1987a}, tém indicado ;;ue esse
nticleo teria igualmente uma fungao inibitéria sobre a secrecao de dcido pela mucosa
géstrica. Além dessas acOes sobre a secregao, a estimulacao elétrica do NPV também
promove hipo (SAKAGUCHI & OHTAKE, 1985; ROGERS & HERMANN, 1987) e
hipermotilidade (ROGERS & HERMANN, 1987). Finalmente, FERGUSON et. al.
(1988) verificaram que a estimulagao elétrica do niicleo paraventricular causa necrose

da mucosa gastroduodenal em ratos, a qual € significantemente reduzida apds vagoto-



mia bilateral. Segundo os autores, provavelmente ambos os fenémenos de aumento de
secrecao de é,cido e alteracio da atividade motora do estébmago, mediados pelo NPV,
poderiam ser os responsdveis pela lesio necrética géstrica apresentada pelos animais
experimentais.

Pelo que foi exposto até o momento, fica claro que pouco se conhece a respeito
dos possiveis mecanismos envolvidos nas alteragbes do esvaziamento gastrico durante o
estresse, pois os poucos trabalhos existentes abordando o assunto objetivaram apenas
determinar quais seriam essas alteracées. Adicionalmente, apesar de varios autores
sugerirem uma participagao do sistema nervoso central como mediador das respostas
gastrointestinais frente a uma situac@o de estresse, nenhum estudo até o presente teve
como finalidade localizar uma estrutura nervosa particular, diretamente ligada a esse
processo.

O presente trabalho, portanto, tem como objetivos: 1) propor inicialmente um mo-
delo experimental adequado para o estudo do efeito do estresse sobre o esvaziamento
géstrico em ratos machos; 2) verificar os possivels componentes (secregao acida e/ou
motilidade géstrica) implicados na alteracao do esvaziamento gastrico induzido pelo
estresse; e 3) investigar provavel envolvimento vagai e do nicleo hipotalamico paraven-

tricular sobre o processo.
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1. Delineamento Experimental

Em concordincia com os objetivos do presente trabalho, os experimentos foram
conduzidos segundo as etapas que se seguem (Figura 1).

A Etapa 1 foi realizada com a finalidade de se estabelecer um modelo adequado
de estresse em ratos machos para ser adotado nas etapas subseqiientes desse estudo.
Os modelos experimentais testados com relacio ao esvaziamento gastrico (EG) de uma
solucio de glicose foram: contengdo & temperatura ambiente e contencao a frio. Nessa
fase. os animais foram distribuidos em dois grupos: Controle, no qual foi executado
apenas o teste do EG, determinando-se a retengao gastrica (RG) da refeicio de prova
glicose; e Estressado, submetido a estresse agudo durante esse processo. A RG foi
avaliada, apés administracio intragdstrica da refeicao de prova, aos 30 min no grupo
experimental sujeito & contenc¢ao e aos 10, 20 e 30 min no grupo submetido a estresse
de contencio a frio. Paralelamente, foi feita coleta de sangue por decapitacao em um
grupo de animais controles ou submetidos a estresse de contencao a {rio, para posterior
dosagem de corticosterona. A dosagem desse hormoénio foi feita com o objetivo de se
obter um pardmetro do grau de estresse.

Na Etapa 2, foi investigado se um possivel aumento da secre¢ao gastrica de dcido,
induzido pelo estresse, poderia constituir-se no fator responsavel pela alteracao do es-
vaziamento gastrico sob essa condicao. Primeiramente, avaliou-se a RG de uma solugao
de bicarbonato, para se obter um indice indireto do grau de secrecao gasirica de acido.
Fssa avaliacio foi feita em ambos os grupos: Controle, no qual fol executada apenas
a prova de EG; e Estressado, submetido a estresse agudo {contencdo a frio) durante
esse processo. Numa segunda fase, animais estressados, ou nao, foram pré-tratados com
cimetidina, droga bloqueadora de secrecao 4cida, e submetidos ao teste de EG com a

solucdo de glicose ou bicarbonato. Nessa fase, os animais foram distribuidos em trés
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grupos experimentais: Simulado, cujos animais receberam injecao intraperitoneal (ip)
de NaCl 0,9 % previamente 4 prova de EG; Controle, ao qual administrou-se cimeti-
dina ip antes do procedimento; e Estressado, cujos animais receberam cimetidina sob ¢
mesmo esquema que o grupo Controle e, adicionalmente, foram estressados (contengdo a
frio) durante a prova de EG. A retengao gastrica da solucdo de bicarbonato foi avaliada
aos 10 min, enquanto que a da solugdo de glicose, aos 30 min apds sua administracao
intragastrica.

Finalmente, o objetivo da Etapa 3 fol investigar o envolvimento do sistema nervoso
periférico e central sobre a alteragdo do EG induzida pelo estresse. Para isso, gru-
pos separados de animais foram submetidos a vagotomia sub-diafragmatica ou lesao
do niicleo paraventricular do hipotdlamo, previamente ao teste de EG com solugao de
glicose. Nessa etapa, os animais foram distribuidos em trés grupos: Simulado, cujos
animais sofreram apenas o procedimento cirdrgico sem a lesio do vago ou ntcleo para-
ventricular; Controle, onde os animais foram vagotomizados ou submetidos a lesao do
NPV: e Estressado, cujos animais foram sujeitos aos mesmos procedimentos praticados
no grupo Controle e, em adigdo, a um estresse de contencao a {rio durante a prova de
EG. Em todos os grupos experimentais, foi avaliada a retengdo gistrica da solugao de

glicose aos 30 min apés administragao intragastrica.
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FIGURA 1 - Diagrama explicativo sobre as diferentes etapas executadas no presente
estudo. Legendas: E.G. = esvaziamento géstrico; NPV = nicleo hipotalamico para-

ventricular; Grupos Experimentais - § = Simulado; A = Controle; E1 = Estressado

(contengéo) e E2 = Estressado (contengao a frio}.
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2. Animalis

Foram empregados ,ﬁeste estudo, ratos Wistar machos pesando 200 - 250 g, com
& a 10 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP, Campinas, S.P.). Antes de qualquer procedimento, os ani-
malis permaneceram no laboratério durante pelo menos 5 dias para a sua adaptagao as
condicdes locais. Os animais eram mantidos em gaiolas coletivas {10 animais) com ragao
(Labina, Purina) e dgua ad libifumn, num ambiente com temperatura variando entre 24
e 28 °C e iluminagdo natural. Os animalis eram manipulados por uma mesma pessoa,
evitando-se qualquer tipo de estimulo estressante {odor e som) dentro do laboratério,
antes e durante a experimentagao.

Na totalidade dos experimentos foram utilizados 322 animais, distribuidos entre as

diferentes etapas do estudo da seguinte forma:

¢ Etapa 1 - Modelo Experimental de Estresse. Utilizaram-se 108 animais dis-

tribuidos entre as 3 sub-etapas que se seguem:

- Sub-etapa 1.1 - Avaliagao do efeito do estresse de contencao sobre a RG (30
min} da solugdo de glicose. Foram empregados 22 animalis distribuidos em dois

grupos: Controle (K) e Estressado (E1), com 11 animais em cada grupo.

- Sub-etapa 1.2 - Avaliacéo do efeito do estresse de contencao a frio sobre a RG
da solucio de glicose avaliada aos 10, 20 e 30 min. Foram empregados 66 animais
distribuidos em dois grupos: Controle {K) e Estressado (E2), com 33 animals em

cada grupo, sendo 11 o niimero de animais em cada tempo avaliado.

- Sub-etapa 1.3 - Avaliacao do efeite do estresse de contencao sobre o nivel
sérico de corticosterona. Foram empregados 20 animais distribuidos em dois gru-

pos: Controle (K) e Estressado (E2}, com 10 animais em cada grupo.
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e Etapa 2 - Envolvimento da secregdo dcida na alteracao da RG induzida pelo es-

tresse. Utilizaram-se 151 animalis distribuidos entre as 3 sub-etapas que se seguem:

- Sub-etapa 2.1 - Avaliacdo do efeito do estresse de contengao sobre a RG (10
min) da solugdo de bicarbonato. Foram empregados 22 animais distribuidos em

dois grupos: Controle (K} e Estressado (E2), com 11 animais em cada grupo.

- Sub-etapa 2.2 - Pré-tratamento com cimetidina (10 e 50mg/kg) e efeito do
estresse de contencio sobre a RG (10 min) da solugdo de bicarbonato. Foram
empregados 63 animais distribuidos em trés grupos: Simulado (S), Controle (K}
e Estressado (E2), com 21 animais em cada grupo, sendo 10 e 11 os ndmeros de
animais por grupo para cada dose de cimetidina testada (10 e 50 mg /kg, respec-

tivamente).

- Sub-etapa 2.3 - Pré-tratamento com cimetidina (10 e 50mg/kg) e efeito
do estresse de contencido sobre a RG (30 min) da solugdo de glicose. Foram
empregados 66 animais distribuidos em trés grupos: Simulado (S), Controle (K)
e Estressado (E2), com 22 animais em cada grupo, sendo 11 o nimero de animals

por grupo para cada dose de cimetidina testada.

e Fitapa 3 - Envolvimento do sistema nervoso na alteracao da RG induzida pelo es-

iresse. Utilizaram-se 63 animais distribuidos entre as 2 sub-etapas que se seguerm:

- Sub-etapa 3.1 - Vagotomia e efeito do estresse de contengao sobre a RG (30
min) da solugdo de glicose. Foram empregados 33 animais distribuidos em trés
grupos: Simulado (§), Controle (K) e Estressado {E2), com 11 animais em cada

grupo.
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- Sub-etapa 3.2 - Leséo do niicleo paraventricular e efeito do esiresse de con-
tencao sobre a RG (30 min) da solugdo de glicose. Foram empregados 30 animais
distribuidos em trés grupos: Simulado (8), Controle (K) e Estressado {E2}, com

10 animais em cada grupo.

3. Refeicbes de Prova

A refeicio de prova bésica testada nesse estudo foi uma solucao aquosa de glicose
(Merck) 5 % (p/v), de osmolalidade 302,7 + 2,9 mOsm/kg. Na etapa 2, onde avaliou-se
o esvaziamento gastrico da solugio de bicarbonato, foi utilizada como refeigao de prova
uma solucio de bicarbonato de sédio (Merck) na concentracao de 0,25 M e osmolalidade
média de 447,7 + 4,2 mOsm/kg.

As refeigdes, foi acrescentado como marcador a fenolsulfonftaleina (Merck}, na con-
centracio de 6 mg/100ml (BELANGERO, 1989). Ambas as refei¢bes de prova foram
administradas por via orogastrica, no volume de 2 ml/100g peso corporal e na tempe-

ratura de aproximadamente 22°C.

4. Avaliacio do Esvaziamento Gastrico

Previamente & avaliacio do EG, os animais foram separados em gaiolas individuais
e colocados sob jejum alimentar (durante aproximadamente 20 h) recebendo 4gua ad
libitum. A partir do infcio do procedimento do EG foi suspensa também a ingestao
hidrica. Todos os experimentos de determinacdo do EG foram executados durante o
periodo compreendido entre 13:00 e 16:00 h.

O EG foi avaliado medindo-se a retencio gastrica da refeicao de prova. O método
descrito por BELANGERO (1989) foi utilizado para obtencdo do residuo gastrico. No

caso de qualquer dificuldade no processo de apreensao e intubagao para administragao
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orogéstrica da refeicio de prova, o animal era descartado, independente do grupo expe-
rimental a que pertencia.
Em seguida, tem-se a descri¢do detalhada da técnica utilizada para determinagao da

retengao gastrica.

4.1. Téenica de Tubagem

As solucbes foram infundidas através de sonda orogéstrica. A sonda utilizada consis-
tiu de uma haste de metal provida de luz central e uma oliva perfurada na extremidade
distal, acoplada a uma seringa através de um cateter de polietileno (n° 6)(Figura 2).
Apbs a imobiliza¢do do animal por um auxiliar, através da fixacio da regido interauri-
cular, das patas traseiras e da cauda, mantendo-se cabeca e corpo alinhados, a sonda
era introduzida até o estdmago, cuja localizagdo era indicada pela rapida queda de re-
sisténcia & passagem da céardia (Figura 3). O volume da solucdo era, entdo, infundido

por gravidade, em aproximadamente 10 s, com o animal em posicao vertical (Figura 4).

4.2. Prova de Esvaziamento Gastrico

Apés a administragio da refeicao de prova, era retirada a sonda e os animais perma-
neciam em gaiolas {Grupo Controle) ou sob estresse {Grupo Estressado), até 1 mine 30 s
antes de se completar o tempo total para avaliagio da retengao gastrica. Neste momento,
o animal era colocado numa campénula saturada com éter etilico (Rhodia), durante 1
min. Apds este periodo, era introduzida novamente a sonda metédlica, mantendo-se, se
necessario, o animal anestesiado com inalagao de éter através de um funil. O abdome
era aberto no sentido longitudinal e o piloro pingado 30 s apés, com pinga hemostatica

(Figura 5).
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O residuo gastrico era aspirado e, a seguir, faziam-se quatro lavagens de 1 ml com
dgua destilada, para retirada do marcador eventualmente remanescente. Por visua-
lizacho direta da viscera, confirmava-se seu total esvaziamento; a sonda era, entao,
retirada e o animal sacrificado.

Este volume (residuo mais lavagens) era transferido para uina proveta graduada e os
instrumentos de aspira¢o (sonda e seringa) eram lavados 3 vezes, com aproximadamente
1 m! de 4gua destilada por vez, € o volums também acrescentado & proveta. O volume
total obtido era anotado (volume B}.

A determinacio da retengio gastrica fol efetuada pela técnica descrita por GUPTA
& BRANS (1978). Foram tomados 2 ml do volume total recuperado e transferidos,
em duplicata, para baldes volumétricos de 10 ml, aos quais foram adicionados 5 ml de
solucio de fosfato trissédico (Merck) na concentragao de 27,5 g /1. O volume final de 10
ml foi completado com 4gua destilada. Para leitura padrao foi tomado 1ml de refeicao
de prova. As leituras foram feitas no fotocolorimetro Klett, utilizando- se filtro verde.

Para o célculo da retencao géstrica utilizou-se a seguinte férmula:

G = Bxbx100

Axax2
onde,

A = Volume de refeigio de prova infundido
B = Volume total recuperado
a = Leitura do padrao (refei¢io de prova)

$ = Leitura do residuo gastrico
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FIGURA 2 - Sondas utilizada—s no processo de infusdo orogéstrica da refeicao de

prova.
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FIGURA 2 - Imobilizacio do animal para tubagem, segundo BELANGERO (1989).
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FIGURA 4 - Infusio intragéstrica da refei¢ao de prova (animal em posicao vertical),

segundo BELANGERO (1989).



FIGURA 5 - Pincamento do piloro e aspira
LANGERO (1989).

¢ao do residuo gastrico,
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5. Modelo de Estresse

Como mencionado anteriormente, os animais pertencentes ao grupo Estressado fo-
ram submetidos a estresse agudo de contengdo ou contencéo a frio. O aparelho utilizado
para conter o rato consistiu de um tubo de PVC com as seguintes dimensoes: 20,5 cm
de comprimento e 5 cm de didmetro (Figura 6).

No procedimento experimental, o animal primeiramente recebia a refeicao de prova
via orogdstrica e, ento, era colocado imediatamente dentro do tubo de contengio (grupo
Estressado). No grupo Controle, aps o processo de intubagio, o animal retornava a sua
gaiola individual. Durante a experimentacdo, o animal sob estresse era transportado
para outro local, a fim de se evitar interferéncia do procedimento sobre os animais
controles. Os ratos do grupo Estressado, sujeitos a estresse de contengao, permaneceram
num ambiente iluminado e temperatura ambiente. Por outro lado, os animais colocados
em estresse de contencao a frio foram levados para um ambiente escuro com temperatura
de 4 £ 1°C.

Transcorrido o tempo previamente definido, anestesiava-se o animal e aspirava-se o
residuo géstrico para determina¢ao da retengao gastrica, como descrito no item 4.

No caso dos animais pertencentes ao grupo Estressado, eles eram retirados do tubo
de contencio e imediatamente colocados sob anestesia {1 min e 30 s antes do tempo

estabelecido para a avaliagdo da RG) a semelhanga dos animais Controle.



23

FIGURA 6 - Tubo de contencao utilizado pa

ra submeter os animais ao estresse.
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6. Dosagem de Corticosterona

Animais controles e os submetidos a estresse de contencao a frio por 28min e 30s, sob
jejum de & 20 h e sem intubagao prévia para administragao de refeicao de prova, foram
sacrificados por decapitacao em guilhotina, num tempo maximo de manuseio de 30s. As
amostras de sangue permaneceram a temperatura de 37°C durante aproximadamente
2 h e, entdo, foram centrifugadas a 2000 rpm, por 10 min. O soro obtido foi estocado
a -20°C até o momento da dosagem. Corticosterona circulante (ng/dl) foi determinada
por radioimunoensaio, utilizando-se kit comercial para horménio de rato e camundongo
(RSL - '*J Corticosterone kit - Radiossay System Laboratories, INC - Carson, CA,
USA). |

O estémago dos animais de ambos os grupos (Controle e Estressado) foi também
retirado e colocado em solucio de NaCl 0,9 %, para uma observacao imediata. Apos uma
incisao longitudinal na porgao da curvatura maior do estdmago, foi feita uma analise

macroscépica sob lupa (Carl Zeiss) da mucosa gastrica.

7 Pré-tratamento com Cimetidina.

Animais estressados e controles, recebendo refeicao de prova de glicose 5 % ou
bicarbonato 8,25 M, foram pré-tratados intraperitonealmente com cimetidina {Ulcedine
300, injetavel, FARMASA) nas doses de 10 e 50 mg /kg de peso corporal, 1 h antes da
administracio da refeicao de prova. A droga foi injetada num volume de 0,25 ml /100g de
peso corporal. Como mencionado anteriormente, 0 grupo Simulado recebeu previamente

apenas injecao do veiculo (NaCl 0,9 %), na mesma via e volume dos grupos anteriores.
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8. Cirurgias
8.1. Seccio do Nervo Vago.

O animal, sob anestesia com éter etilico (Rhodia), foi fixado a uma placa, em
dectibito dorsal, apés tricotomia e assepsia adequada da regido abdominal. Foi feita,
entdo, uma incisio longitudinal {cerca de 4 ¢m) no abdome, 1 cm abaixo do diafragma
e 4 direita da linha mediana. Com a cavidade abdominal exposta, 0 estomago e esbfago
eram localizados e, posteriormente, afastados dos outros orgios e tecidos circunvizinhos.
Adicionalmente, os vasos sanguineos calibrosos, adjacentes ao esbfago e estomago, fo-
ram cuidadosamente afastados a fim de se evitar ruptura e sangramento durante a
manipulagao do érgae. Em seguida, os ramos anterior e posterior do nervo vago, a
nivel de esdfago, eram localizados, devidamente isolados e seccionados. Com a finali-
dade de impedir possivel regeneragac do nervo durante o perfodo pés-operatério, foi
feita também a retirada de 3 - 5 mm de ambos 0s ramos do vago, nas proximidades da
porcao findica do estomago.

Finalizado o processo de vagotomia, fez-se separadamente a sutura do tecido mus-
cular e cutineo e, posteriormente, administrou-se intramuscularmente Pentabidtico Ve-
terinario (Fontoura-Wyeth; dose 0,2 ml/animal) na coxa do animal. Os ratos do grupoe
Simulado foram submetidos também & intervencao cirirgica, no entanto, 0 nervo vago
foi mantido intacto. Depois da cirurgia, os animalis eram colocados em gaiolas indivi-
duais, recebendo tratamento oral com Terramicina {Pfizer) durante 7 dias. ApOs esse
perfodo, os animais, vagotomizados ou nao, foram transportados para o laboratério e
colocados em gaiolas coletivas {10 animais}, permanecendo 14 até o momento do teste
de EG. O intervalo de tempo entre a intervencao cirdrgica e o teste de EG foi de 13 -

16 dias.
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8.2. Lesdo eletrolitica do Nicleo Paraventricular.

Sob anestesia com éter etilico {(Rhodia), o animal foi fixado ao aparelho estereotéxico
(modelo Kopf } e, apds tricotomia e assepsia adequada, fez-se uma incisio longitudinal
na pele, expondo a calota craniana. O Bregma, cruzamento entre as suturas coronal e
sagital, foi tomado como ponto de referéncia para a demarcagao das coordenadas esta-
belecidas pelo atlas estereotéxico de PAXINOS & WATSON (1986). As coordenadas
utilizadas para localizagdo do nicleo paraventricular do hipotilamo foram: Barra In-
cigéria 2,0 mm abaixo do plano interauricular; 1,3 mm posterior ao Bregma; 0.3 mm
lateral & linha mediana (bilateralmente) e 8,0 mm abaixo da superficie da dura-mater.
A lesdo bilateral do NPV foi obtida pela introducdo de um eletrodo de aco inoxidavel,
segundo a orienta¢do citada acima, e a passagem de uma corrente de 2 mA durante
10 5. Os ratos pertencentes ao grupo Simulado tiveram a introdugio estereotixica do
eletrodo a 2 mm acima do NPV, sem a passagem da corrente. Apés a retirada do ele-
trodo, a inciso foi suturada e o animal recebeu injecdo intramuscular de Pentabidtico
Veterinario {dose 0,2 ml/ animal}. A semelhanca daqueles submetidos a vagotomia, 08
animais foram tratades individualmente com Terramicina via oral durante 7 dias e, a
seguir, transportados para o laboratério onde permaneceram em gaiolas coletivas até o
momento do experimento. O intervalo de tempo enire a intervencao cirdrgica e o teste

do EG foi de 13 - 17 dias.

9. Anailise Histolégica.

Ao final dos experimentos com lesao do NPV, os cérebros dos animais simulados,
controles e estressados foram cuidadosamente retirados e colocados em solugdo de for-
malina (Merck) tamponada e sacarose (Merck) 10 % (p/v). Apés pelo menos 7 dias, com

auxilio de um criostato {Leitz - Histokryotom}, eram realizados os cortes histolégicos,
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com 50 p de espessura, posteriormente corados em Hematoxilina-Eosina. O local e
extensao da lesio foram meticulosamente determinados pelo exame das liminas ao mi-

croscépio 6ptico {Carl Zeiss).

10. Andslise Estatistica.

Os pares de dados foram analisados estatisticamente através da prova de “U” de Mann-
Whitney (SIEGEL, 1979). Na comparacio, entretanto, dos diferentes grupos experimen-
tais (Simulado, Controle e Estressado) apos pré-tratamento ou intervencao cirtargica foi
atilizado o teste de Kruskal-Wallis (SIEGEL, 1979). Constatada diferenca significante,
esta analise foi complementada pelo Teste de Comparagoes Miltiplas (LEACH, 1979).

O nivel de significancia foi fixado em 5 %, numa prova bilateral.
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1. Etapa 1 - Modelo Experimental de Estresse.

A Figura 7 e Tabela II {em apéndice) mostram o efeito do estresse de contengao
(A) e de contengao a frio {B) sobre a retencio gastrica de uma solucio de glicose 5 %
em ratos, avaliada aos 30 min. O estresse de contencdo nao induziu nenhuma alteracao
significativa da retengdo géstrica dessa refeicdo de prova; as medianas obtidas da RG do
grupo Controle e Estressado foram respectivamente 23,7 % e 22,7 %. Por outro lado,
os animais submetidos a estresse de contengao a frio (4°C) apresentaram um aumento
estatisticamente significante da RG em relagao ao seu grupo Controle (p < 0,05).

Quanto ao efeito do estresse sobre o nivel de corticosterona, o estresse de contengao
a frio, durante o mesmo periodo de tempo estabelecido para os animais acima citados,
provocou um aumento de aproximadamente 370 % no nivel sérico desse hormonio (p
< 0,05)(Tabela I). O grupo Controle apresentou um nivel médio de corticosterona de
24,9 pg/dl, enquanto que no grupo Estressado, a média dos valores foi de 117,1 pg/dl
A analise macroscépica da mucosa gastrica em ambos os grupos nao revelou qualquer
formacao ulcerativa nos animais submetidos a esse tipo de estresse.

Na Figura 8 e Tabelas IT e I {em apéndice), sao apresentados os valores individuais
de RG da solucao de glicose 5 % avaliada aos 10, 20 e 30 min, em ambos os grupos
Controle e Estressado {conten¢ao a frio). A semelhanca do gue ocorreu aos 30 min
de experimentagao, os animais estressados mostraram um aumento significante da RG
avaliada aos 20 min em relacio ao sen grupo Controle (p < 0,05). Entretanto, apesar de
préximo ao limite de significancia {0,05 < p < 0,10, prova bilateral}, o grupo Estressado
nao diferiu significantemente do grupo Controle quanto ao esvaziamento da refeigao de

prova de glicose no tempo de 10 min.
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A partir, entéo, dos resultados obtidos nessa fase do estudo, foi estabelecido o es-

tresse de contencao a frio (4°C) como modelo experimental a ser adotado nas etapas

posteriores.
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FIGURA 7 - Efeito do estresse de contencdo (A) e contengéo a frio (B) sobre a

retencio géstrica, aos 30 min, da solugao de Glicose 5 %. Os pontos correspondem

aos valores individuais de ambos os grupos Controle (K) e Estressado (E). As barras

horizontais indicam as medianas.

*p < 0,05
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TABELA I - Valores individuais dos niveis séricos de corticosterona de ambos 0s grupos
Controle e Estressado. Os animais do grupo Estressado foram submetidos ao estresse de cop-

tencao a frio (4° C) durante 28 min e 30s. Legenda: ¥ = média; DP = desvio padrao; Med =

mediana. *p < 0,05 Conirole x Estressado
Grupos
Controle Estressado

Animal Corticosterona Animal Corticosterona
(n%) (eg/dl) {n) (ng/dl)
1 7.5 i1 118,1
2 12,4 12 128,1
3 49,4 13 97,6
4 33,8 14 93.8
5 40,0 15 113.1
6 23.9 18 90.0
7 6.8 17 152.1
8 12,4 18 121.9
9 39,5 19 115,5
10 23,9 20 140,7
X 24,9 117,1
DP 15,1 20,0
Med 23,9 116,8
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FIGURA 8 - Retencao gastrica aos 10, 20 e 30 min apds administracao intragéstrica
da _soiugé,o de Glicose 5 %, sob estresse de contencio a frio {Grupo Estressado @ )
ou nao (Grupo Controle O ). Os pontos correspondem aos valores individuais; as
barras horizontais indicam as medianas.

*p < 0,05
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2. Etapa 2 - Envolvimento da secrecio dcida na alteragdo da

RG induzida pelo estresse.

Nessa etapa foram testados dois tipos diferentes de refeicio de prova: solugao de
glicose 5 % e bicarbonato de sédio 0,25 M, com ou sem administracao prévia de cime-
tidina.

Quanto ao efeito do estresse de contencio a frio sobre a retengao gastrica de uma
solucao de bicarbonato 0,25 M, a Figura 9 e Tabela IV (em apéndice) mostram que o0s
animais estressados exibiram uma diminuigao significativa {p < 0,05) da RG, avaliada
aos 10 min, em relaciao acs animais pertencentes ao grupo Controle.

Fsse esvaziamento gastrico mals répido da solucao de bicarbonato, observado nos
animais estressados, fol parcialmente inibido pelo pré-tratamento com cimetidina na
dose de 10 mg/kg (Figura 10 e Tabela V, colocada em apéndice). Embora exista uma
tendéncia de o grupo Estressado (Mediana 19,7 %) apresentar uma RG menor que a
do grupo Controle (Mediana 33,7 %), esta nao se mostrou significante apés aplicagao
do teste estatistico. Adicionalmente, o grupo Simulado, que recebeu injecao ip de soro
fisiolégico sob mesmo esquema que a cimetidina, nao diferiu estatisticamente quanto a
RG da refeicao de prova, aos 10 min, em relaciio ao grupo Controle pré-tratado {Figura
10} e aquele nao sujeito a qualquer pré-tratamento {Figura 9).

Por outro lado, cimetidina na dose de 50 mg /kg blogueou eficientemente a alteracao
do esvaziamento de bicarbonato indurida pelo estresse {Figura 11 e Tabela VI, colocada
emn apéndice}. Os animais sujeitos a estresse de contencdo a frio apresentaram RG dessa
refeicio de prova praticamente idéntica a dos animais nao estressados. Contudo, ambos
os grupos Controle e Estressado diferiram estatisticamente do grupo Simulado {p <

0,05) apresentando um aumento da RG em relagao ao dltimo grupo.
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Em adicio, nio houve diferenga significativa quanto 4 retengdo gastrica da solugao de
bicarbonato entre o grupo Simulado {Figura 11) e o grupo Controle sem pré-tratamento
(Figura 9).

O pré-tratamento com cimetidina na dose de 10 mg/kg ip, 1 h antes da adminis-
tragao intragastrica da solugdo de glicose 5 %, nao bloqueou o retarde do esvaziamento
géstrico provocado pelo estresse de contencdo a frio, no tempo de 30 min (Figura 12 e
Tabela VII, colocada em apéndice). O grupo Controle e Estressado, ambos recebendo
cimetidina, mostraram-se estatisticamente diferentes (p < 0,05}, sendo que os animais
estressados continuaram a apresentar um aumento da RG em relacdo aos animais con-
troles. Semelhantermnente aos dados anteriores, o grupo Simulado nao diferiu estatis-
ticamente quanto & avaliagdo da RG da refeicao de prova, aos 30 min, em relagao ao
grupo Controle pré-tratado {Figura 12) e Aquele nao sujeito a qualquer pré-tratamento
(Figura 8).

Por outro lado, nio foi constatada diferenca estatistica entre o grupo Controle e
Estressado no que se refere 3 RG, aos 30 min, da solucio de glicose apds pré-tratamento
com cimetidina na dose de 50 mg/kg (Figura 13 e Tabela VIIi, colocada em apéndice).
Entretanto, ambos os grupos experimentais apresentaram um aumento significativo da
retencio gastrica {p < 0,05) em relacdo aos animais do grupo Simulado, nos quais
injetou-se soro fisiolégico ac invés da droga. Nao houve diferenca estatisticamente s1g-
nificante entre o grupo Simulado {Figura 13) e o grupo Controle, cujos animais nao

receberam injecdo ip de qualquer solugao (Figura 8).
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FIGURA 9 - Efeito do estresse de contengdo a frio sobre a retengao gastrica, aos 10
min, da solugio de Bicarbonato 0,25 M. Os pontos correspondem aos valores individuais
de ambos os grupos Controle (K) e Estressado (E). As barras horizontais indicam as

medianas. -

*p < 0,05
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FIGURA 10 - Efeito do pré-tratamento com Cimetidina (10 mg/kg) sobre a agdo do
estresse (contengao a frio) na retencio gastrica da solu¢do de Bicarbonato 0,25 M, ava-
liada aos 10 min. Os pontos correspondeimn aos valores individuais dos grupos Simulado

(S), Controle (K) e Estressado (E). As barras horizontais indicam as medianas.
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FIGURA 11 - Efeito do pré-tratamento com Cimetidina (50 mg/kg) sobre a agio do
na RG da soluciao de Bicarbonato 0,25 M, avaliada aos 10
mulado (8), Controle

estresse (contengao a frio)

min. Os pontos corresponderm aos valores individuais dos grupos 5i
(K) e Estressado (E). As barras horizontais indicam as medianas.

*p < 0,05
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FIGURA 12 - Efeito do pré-tratamento com Cimetidina (10 mg/kg) sobre a agao
do estresse (contencao a frio) na retengao gastrica da solugao de Glicose 5 %, avaliada
a0s 30 min. Os pontos correspondem aos valores individuais dos grupo Simulado (S)
Controle (K) e Estressado (E). As barras horizontais indicam as medianas.

*p < 0,05
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FIGURA 13 - Efeito do pré-tratamento com Cimetidina (50 mg/kg) sobre a agao
do estresse (contencao a frio) na retengao géstrica da solugdo de Glicose 5 %, avaliada
aos 30 min. Os pontos correspondem aos valores individuais dos grupos Simulado (S)
Controle (K) e Estressado (E). As barras horizontais indicam as medianas.

*p < 0,05
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3. Etapa 3 - Envolvimento do Sistema Nervoso na alteragio da

RC induzida pelo estresse.

3.1. Vagoiomia

Em virtude de complicacbes surgidas apés cirurgia de seccao do nervo vago, apro-
ximadamente metade dos animais foram excluidos do experimento. Dos 52 animais
inicialmente vagotomizados, 28 animais apresentaram perda de peso no periodo pés-
operatério e, ao ser feita necrépsia, foi constatado intenso comprometimento do transito
gastrointestinal, com conseqiiente actimulo de alimento sélido no interior do estomago
(gastroparesia), mesmo apés jejum de 20 h. Esses animais foram desprezados, pela
impossibilidade de ser feita a prova de esvaziamento gastrico.

A Figura 14 e Tabela IX {em apéndice) mostram o efeito da secgao do nervo vago
sobre o esvaziamento gastrico da solucao de glicose 5 %. A vagotomia blogqueou total-
mente a acio do estresse de contengao a frio (4°C) sobre a RG, avaliada aos 30 min,
dessa refeicio de prova; nao foi constatada nenhuma diferenca significativa entre os
animais vagotomizados pertencentes ao grupe Controle e grupo Estressado. Quanto ao
grupo Simulado, cujos animais sofreram a intervencio cirtirgica sem a sec¢ao do nervo,
este nio se mostrou estatisticamente diferente dos dois filtimos grupos experimentais
citados.

Por outro lado, apesar de os valores de RG desses trés grupos apresentarem-se li-
geiramente abaixo dos obtidos no grupo Controle nao submetido 3 cirurgia {Figura 8},

essa diferenca nio foi estatisticamente significante.
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FIGURA 14 - Efeito da sec¢ao do nervo vago sobre a agao do estresse (contencao a
frio) na retengdo gastrica da solucdo de Glicose 5 %, avaliada aos 30 min. Os pontos
correspondem aos valores individuais dos grupos Simulado (S}, Controle (vagotomizado)

(K) e Estressado (vagotomizado) (E). As barras horizontais indicam as medianas.
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3.2. Lesdo do Ntcleo Paraventricular
3.2.1. Avaliacio Histoldgica das LesGes

A Figura 16 apresenta uma fotomicrografia da lesao padrio do NPV adotada no
presente trabalho, onde houve destruicio total de ambas as regioes magno e parvocelular
do nicleo (Figura 15). As lesdes que atingiram 100 % da regiao parvocelular mas
parcialmente a magnocelular do nicleo também foram consideradas.

Fm alguns casos houve também comprometimento parcial de regides circunvizinhas
ao NPV, como o niicleo reuniens do télamo, érea do hipotdlamo anterior e nicleo
periventricular (principalmente na regigo do nficleo paraventricular). Em trés animais

do grupo Controle e trés do grupo Estressado houve destruicao unilateral do férnix.

3.2.2. Efeito da Lesao

Como mostram a Figura 17 e Tabela X (em apéndice}, a lesao do niicleo para-
ventricular nio somente inibiu o retardamento do esvaziamento gastrico induzido pelo
estresse, mas observou-se também um comportamento inverso dos animais lesados es-
tressados em relacao aos do grupo Controle, também submetidos a lesdo do nicleo. O
grupo Estressado apresentou uma retengao gastrica da solugao de glicose {Mediana 24,4
%) relativamente menor que seu grupo Controle {(Mediana 29,2 %), porém nao estatis-
ticamente significante (0,05 < p < 0,10, prova bilateral). Por outro lado, os animais
Controle Taostraram um aumento significativo da RG (p < 0,05) em relagdo aos ani-
mais que sofreram cirurgia simulada, enquanto que nao foi observada diferenca entre 0
grupo Estressado e o grupo Simulado. Adicionalmente, os animais pertencentes a esse
grupo Simulado {Figura 17} nao diferiram estatisticamente, quanto 3 RG aos 30 min da
solucao de glicose, em relacao ao grupo Controle que nao sofreu intervengao cirdrgica

(Figura 8).
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FIGURA 15 - Fotomicrografia do nicleo hipotaldmico paraventricular nos aumentos
6x (A) e 41x (B). Coloragac H.E.. Legendas : M = regiao magnocelular; P = regiao

parvocelular; F = férnix; 3V = 3° ventriculo.



FIGURA 16 - Fotomicrografia de uma lesao padrao do nicleo hipotalamico para-

ventricular nos aumentos 6x (A) e 41x {B). Coloragio H.E.. Legendas : F = férnix; 3V

= 37 ventriculo.
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FIGURA 17 - Efeito da lesio do niicleo hipotalamico paraventricular sobre a agdo do
estresse (contencdo a frio) na retengao géstrica da solugio de Glicose 5 %, avaliada aos 30
min. Os pontos correspondem aos valores individuais dos grupos Simulado (8}, Controle
(lesado) (K) e Estressado (lesado) (E). As barras horizontais indicam as medianas.

*p < 0,05
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No presente estudo, o estresse de contencao a frio induziu um retarde significativo
do EG de uma solugao de glicose 5 % em ratos machos, sem causar, contudo, ulceragao
da mucosa gdstrica. Por outro lado, os valores de RG dos animais sujeitos somente a
contencio fisica foram praticamente idénticos aos obtidos no grupo Controle (Figura 7).

Segundo esses dados, o estresse de contencao, por si s6, parece néo se constituir num
fator importante para a indu¢éo das alteracoes do EG. Tal constatagao, entretanto, di-
verge consideravelmente das observagdes feitas por LENZ et. al. em 1988. Esses autores
mostraram que a contencio parcial (mobilizacio do tronco) produziu, em ratos machos,
significante decréscimo do EG de uma solugao de NaCl 0,15 M, além de reduzir ambos, a
secrecio de acido pelo estdmago e o transito do intestino delgado e, concomitaniemente,
provocar estimulacio da motilidade do intestino grosso.

Embora possa ser alegado que os resultados do presente estudo e os observados por
LENZ et. al. (1988) nao sio passiveis de comparagao em virtude das diferencas no tipo
de estresse de contencdo testado e na qualidade e volume da refeicao de prova empre-
gada, algumas consideracoes podem ser feitas com o intuito de se explicar a auséncia de
resposta observada em nossos animais frente a contencao. £ amplamente conhecido que
a simples manipulagio (WAKABAYASHI, ARIMURA & SCBALLY, 1971}, ou mesmo
a transferéncia ou transporte do animal de um lugar a outro, dentro do préprio labo-
ratério, {(KRULICH et. al,, 1974} pode constituir-se per se em situagoes estressanies
e resultar em respostas hormonais tipicas do estresse. Particularmente no trabalho de
LENZ et. al. {1988), em contraposicao ao presente estudo, a manipulagao dos animais
foi minima durante o teste de esvaziamento desde que a refeicao de prova foi infundida
através de um cateter intragdstrico, exteriorizado no dorso do animal e implantado pre-
viamente (7-11 dias antes do experimento). Portanto, é possivel sugerir que o proprio

manejo dos nossos animais, em especial durante o processo de intubacao, foi suficien-
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temente estressante ao ponto de ter mascarado o efeito do estresse experimental de
contengao sobre o EG.

Quanto & contengio a frio, este estresse, em adigao a seu efeito sobre o EG, mostrou-
se eficiente em promover aumento consideravel do nivel plasmatico de corticosterona,
horménio classicamente descrito como importante mediador das respostas fisiolégicas
a uma variedade de condicdes estressantes (AXELROD & REISINE, 1984) (Tabela I).
Contengio a frio (4°C) tem sido freqilentemente utilizada como modelo experimental
nas investigacbes sobre a fisiopatogenia da tlcera géstrica {(SENAY & LEVINE, 1967;
ROBERT & KAUFFMAN, 1983; MURAKAMI et. al., 1985}, sendo, no entanto, ra-
ros os trabalhos empregando semelhante modelo para o estudo de outras disfungoes
gastrointestinais induzidas pelo estresse.

KOO, OGLE & CHO (1985), recentemente, verificaram que ratos {émeas, subme-
tidos & contencdo a frio, mostravam altera¢des trifésicas no EG de uma suspensao de
resina. As fases inicial e final do esvaziamento foram significantemente diferentes em
relagiio aos animalis controles, sendo rdpida nos primeiros 30 min e mais lenta no periodo
de 2 a 3 h, respectivamente, enquanto que nenhuma alteragao significativa foi observada
no periodo intermediario. Entretanto, outros autores, empregando diversos modelos de
estresse, tém constatado distintas modificagbes do esvaziamento, que incluem aumento
{THOMPSON, RICHELSON & MALAGELADA, 1982 ; THOMPSON, RICHELSON
& MALAGELADA, 1983; LENZ et. al., 1988), diminuicio (BUENO & GUE, 1988) ou
até mesmo nenhuma alteracdo da retencao gastrica (CANN et. al., 1983; WILLIAMS
et. al., 1987), em intimeras espécies de animais. A utilizagao de tipos diferentes de
estresse, 0 que possivelmente resulta em diferentes respostas fisiolégicas por parte do
sistema gastrointestinal, envolvendo vias hormonais e/ou nervosas distintas, pode ex-

plicar as discrepancias observadas entre os resultados descritos em alguns dos trabalhos
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scima citados e os do presente estudo. Além do mais, diferengas quanto ao sexo, espécies
de animais, bem como a qualidade e volume das refeigdes de prova utilizadas e formas
de avaliagio do EG devem também ser consideradas na interpretagio desses resultados
divergentes.

Estabelecido um modelo adequado para a realizagao deste estudo, a etapa sub-
seqiiente objetivou determinar quais seriam os fatores responsaveis pela alteracao ob-
servada.

Um retarde do processo de EG retrata um comprometimento da atividade nor-
mal contréactil gastroduodenal (READ & HOUGHTON, 1989), que pode ter origem no
préprio estdmago ou a partir do conhecido controle intestinal existente sobre a motili-
dade gastrica. HUNT & KNOX, em 1969 e 1972, relataram a propriedade de diferen-
tes 4cidos em reduzir significantemente o esvaziamento, quando adicionados a refeicao
de prova. Segundo esses autores, este efeito seria mediado por receptores duodenais,
sensiveis & concentracio de acido, os quais desencadeariam uma resposta inibitéria blo-
queando a atividade peristiltica do estdmago e aumentando a resisténcia do duodeno
ao fluxo proveniente do estdbmago. Alguns trabalhos tém sugerido que eventos estres-
santes, quer sejam experimentais ou nao, resultam em hipersecrecao gistrica de acido
cloridrico (BRODIE, MARSHALL & MORENO, 1962; KITAGAWA, FUJIWARA &
OSUMI, 1979; PETERS & RICHARDSON, 1983;: MURAKAMI et. al 1985}, em-
bora a idéia seja refutada por varios autores (MENGUY, 1960; GARRICK, BUACK
& BASS, 1986; HAYASE & TAKEUCH]!, 1986). Seguindo essa linha de raciocinio, na
Ftapa 2 do presente trabalho, procuramos verificar se o0 aumento da RG, induzido pelo
estresse, era resultado de uma alteracdo motora secundéria a uma elevagao significativa
da secrecao de HCI pelo estdmago. Para tal, esta etapa foi subdividida em duas fases:

primeiramente foi realizado um teste de esvaziamento com uma solugao de bicarbonato
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0,25 M e, a seguir, pré-tratamento dos animais com cimetidina e posterior avaliagao da
retencio géstrica de ambas refeicdes, bicarbonato e glicose. O teste de esvaziamento
do bicarbonato 0,25 M foi avaliado somente aos 10 min, pois aos 30 min o processo de
esvaziamento desta solucio estd praticamente finalizado (BELANGERO, 1989).

BELANGERO (1989) demonstrou que o EG de uma solugao de bicarbonato de sédio,
na mesma concentracio que a utilizada neste estudo, é mais rdpida em situagoes onde
ocorre aumento da secrecdo géstrica de dcido, como na acidose metabdlica. Este mesmo
autor sugeriu que tal alteragdo do ritmo de esvaziamento deve-se, principalmente, &
reacao do sal com o acido cloridrico presente na luz do estémago, produzindo cloreto
de sédio, dgua e diéxido de carbono. A produgio deste gas (CO:), por sua vez, levaria
a um aumento da distensao géstrica e, desta forma, aceleraria o EG (BELANGERO,
1989). Portanto, a andlise da RG de bicarbonato pode constituir-se num indice indireto
da quantidade de HCI secretada pela mucosa géstrica. Os nossos dados a respeito do
efeito do estresse de contencio a frio sobre a RG da solu¢io de bicarbonato 0,25 M
demnonstram, indiretamente, que existe uma secrecao de 4cido aumentada nos animais
submetidos ao estresse, pois estes apresentaram menor Tetengao desta refeigao de prova
no estdmago em comparagao ao seu grupo Controle (Figura 9.

Estabelecida, embora de forma indireta, a existéncia de uma hipersecrecao acida
nos animais estressados, o passo seguinte foi verificar, nesse estudo, se o pré-tratamento
com cimetidina era capaz de amenizar, total ou parcialmente, o efeito do estresse sobre
o EG.

A cimetidina, uma potente droga blogueadora especifica de receptores histaminicos
H, (DOUGLAS, 1985}, foi administrada nas doses de 10 e 50 mg/kg de peso do animal,
que reconhecidamente inibem a secregao géstrica de HCI, estimulada ou nao, e prote-

gem a mucosa do estémago contra a ulceragao (GUTH, AURES & PAULSEN, 1979;
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HAYASE & TAKEUCHI, 1986; GARRICK et. al., 1987). Como foi demonstrado, a ad-
ministracio dessa droga, em ambas as doses, preveniu significantemente o aceleramento
do EG de bicarbonato 0.25 M provocado pelo estresse de contengao a frio, confirmando
sua eficacia no bloqueio da secregio dcida pelo estémago (Figuras 10 e 11). Porém, a
dose menor (10 mg/kg) apresentou-se menos efetiva quanto a esta acao inibidora.

Analisando-se os resultados da RG da solugao de bicarbonato do grupo Estressado,
apds a injecdo de cimetidina 10 mg/kg, verifica-se uma ampla dispersao dos dados, os
quais parecem estar agrupados em dois subgrupos distintos: um englobando valores de
RG bem inferiores, e outro {3 animais) contendo dados superiores & mediana detectada
no grupo Controle {Figura 10). Uma explicacao plausivel para tal observacao seria que
nos trés animais, cuja secrecao acida nao foi suficientemente estimulada pelo estresse,
a cimetidina foi capaz de bloquear esse aumento de HCI dentro do estémago. Nestes
casos, pela auséneia de um excesso de 4cido e, conseqilentemente, ndo transformacao
intragdstrica dessa refeicdo de prova, a RG de bicarbonato dos animais estressados
aproximou-se da do grupo Controle. Por outro lado, em ocasioes de hipersecregao acida,
o pré-tratamento com o bloqueador de receptor H, foi ineficaz, pelo menos parcialmente,
resultando em aceleramento do esvaziamento da solugao de bicarbonato, provocado pela
distensao gastrica induzida pela produgao de C'O,.

Por outro lado, quando investigamos o EG da solugao de glicose 5 %, em condigoes
idénticas de pré-iratamento, observamos um comportamento ligeiramente diferente ao
observado com a solugao de bicarbonato 0,25 M. A administracao prévia de cimetidina
na dose de 10 mg/kg foi totalmente ineficaz em prevenir o aumento, induzido pelo
estresse, da RG de glicose (Figura 12). No entanto, & semelhanca do ocorrido com a

refeicio de prova de bicarbonato, nao foi constatada diferenca entre os grupos Controle
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e Estressado quanto 3 RG dessa solu¢ao, apds pré-tratamento com a droga na malor
dose testada (50 mg/kg) (Figura 13).

Ainda, um outro dado interessante constatado nesses experimentos de pré-tratamento
foi a propriedade da cimetidina, na dose de 50 mg/kg, de induzir per se significante
aumento da RG, tanto de bicarbonato 0,25 M como de glicose 5 %, nos animais nao ex-
postos & contencéo a {rio (Figuras 11 e 13). Esta constatacao estd em concordéancia com
trabalhos da literatura, onde tem sido descrito que vérios blogqueadores f; provocam,
em altas dosagens, diminui¢io do EG em roedores (BERTACCINI & SCARPIGNATO,
1982) e primatas (DUBOIS & CASTELL, 1986). O mecanismo de agio da cimetidina
permanece presentemente desconhecido; entretanto, seu efeito anti-colinérgico (BER-
TACCINI & SCARPIGNATO, 1982) e anti-histaminico Hy (DUBOIS & CASTELL,
1986; DUBOIS, NOMPLEGGI! & CASTELL, 1988) tém sido apontados como possiveis
responsaveis pela sua agio sobre o esvaziamento.

Conquanto os dados paregam ser pouco conclusivos a respeito do envolvimento, ou
nio, da secrecio 4cida sobre o retarde do esvaziamento de glicose 5 % causado pela
contencao a {rio, algumas especulagdes sobre o assunto podem ser feitas. Caso uma
hipersecre¢ao &cida constituisse a causa priméria do fendmeno observado, a dose de 10
mg /kg de cimetidina. a qual demonstrou ser suficiente para bloquear o aceleramento
do EG de bicarbonato {tomado como indice de secrecao gastrica de cido) (Figura 10},
deveria também ter inibido a alteracao do esvaziamento da solugao de glicose induzido
pelo estresse, embora deva-se ressaltar que os tempos avaliados para a RG de bicarbo-
nato 0,25 M e EG de glicose 5 % foram diferentes. Por outro lado, a dose de 50 mg/kg
de cimetidina parece ter, aparentemente, bloqueado o efeito do estresse sobre a RG de
glicose (Figura 13), indicando um possivel envolvimento da secregao 4cida no processo.

No entanto, a analise desses dados é problemética principalmente em fungao de essa
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droga, por si s6, ter induzido nessa dosagem diminuigao do esvazimento de ambas as
refeicbes de prova testadas, nos animais controles. Em resumo, torna-se dificil, em vir-
tude dos resultados obtidos, apontar de modo afirmativo a real importancia da secregao
4cida na alteracio do EG constatada nesse estudo. No entanto, levando-se em consi-
deracao os dados de pré-tratamento com 10 mg/kg de cimetidina, pode-se sugerir que
esse componente secretor provavelmente nao desemnpenha um papel muito importante
como determinante do retarde do esvaziamento de glicose observado no estresse. Toda-
via, estudos especificos {como a dosagem direta do contetido de 4cido no estdmago) e
novos experimentos serao necessirios para investigar o grau de envolvimento da secregao
4cida nessa inibicao do EG.

Os mecanismos de controle da secrecao (JOHNSON, 1981) e da atividade mo-
tora (WEISBRODT, 1984) do estémago sao complexos e envolvem o sistema nervoso
auténomo (SNA), o sistemna nervoso mioentérico e o controle hormonal paracrino e
endderino. Dentre estes componentes, o SNA, representado no trato gastrointestinal
pelos nervos vago (controle parassimpditico) e esplancnico (controle simpéticoj, pode
ser considerado como mais relevante, desde que os demais tipos de controle estao total-
mente sujeitos & mediacdo dessa inervacao extrinseca.

Tem sido sugerido que uma hiperatividade vagal esta implicada na etiologia da ilcera
géstrica induzida pelo estresse, pois o pré-tratamento com drogas anti-colinérgicas e
a vagotomia parecem proteger os animais contra semelhante patologia (GOLDMAN
& ROSOFF, 1068). CHO, OGLE & DAI (1976) também demonstraram que a esti-
mulacio elétrica direta do nervo vago cervical, no rato, produz aumento (em 100 %)
da incidéncia de tlceras hemorragicas na mucosa gastrica € que a administracao prévia
de atropina assim como a vagotomia sub-diafragmatica previnem este efeito. Adicio-

nalmente, YANO, AKAHANE & HARADA (1977) observaram em ratos, submetidos a
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estresse de contengio e imersao em agua, hipermotilidade do estémago e sugeriram que
esse efeito resultou de uma ativacio vagal e concomitanie declinio da fungio simpatico-
adrenal. Assim sendo, numa outra etapa do presente estudo, procuramos verificar uma
possivel participagao do nervo vago na alteragao do EG da glicose 5 % provocada pelo
estresse de contengao a frio.

No perfodo pds-operatério, constatamos que aproximadamente 54 % dos animais
submetidos & vagotomia troncular apresentaram intensa gastroparesia seguida de pro-
gressiva perda de peso, inviabilizando a utilizacao desses animais no corrente experi-
mento. Varios autores tém descrito um significante atraso no esvaziamento de sélidos e
estase gastrica apds vagotomia troncular ou seletiva, especialmente quando nao seguida
de operagdes de drenagem, tanto no homem (DRAGSTEDT et. al., 1947} como em ani-
mais (SHIINA & GRIFFITH, 1969; WILBUR & KELLY, 1973). Acredita-se que essa
disfuncio géstrica pés-operatéria deva-se principalmente a desnervacao vagal do antro,
cuja motilidade parece ser fundamental para um adequado EG de sélidos (MROZ &
KELLY, 1977).

Por outro lado, no presente estudo, o restante dos animais vagotornizados mostrou
franca recuperacao das funcoes gastrointestinais durante o periodo pés-operatério esti-
pulado, comportando-se semelhantemente aos animals pertencentes ao grupo Simulado
quanto 3 ingestao de alimentos e defecagao. Esse reajustamento a longo prazo da motii-
lidade gastrointestinal, ap6s retirada da inervagao parassimpéatica, tem sido observado
também por outros autores (DRAGSTEDT et. al., 1947; SHIINA & GRIFFITH, 1969;
DONOVAN et. al., 1974) e deve-se provavelmente as mudangas adaptativas do sistema
nervoso mioentérico.

Nos experimentos de avaliacao do EG, a seccao de ambos ramos anterior e poste-

rior do nervo vago bloqueou significantemente o aumento da RG da solucao de glicose
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verificado em nossos animais durante estresse (Figura 14). LENZ (1989), entretanto,
constatou que esse mesmo procedimento cirtirgico foi ineficaz em inibir as alteragoes do
EG de ratos submetidos  contencio fisica parcial. Equivocadamente, neste dltimo tra-
balho, o teste de esvaziamento foi executado apenas 3-4 dias apés vagotomia (estando o
animal possivelmente sob estresse cirtirgico) e, ainda, nao foram realizados experimentos
controles em animais nao estressados vagotomizados, alegando para tal que esta cirur-
gia, por si s6, nao modifica o trinsito gastrointestinal. Além disso, o modelo de estresse
e refeicao de prova empregados diferem do utilizado no presente estudo, dificultando,
ainda mais, qualquer tentativa de comparacao entre os dois trabalhos.

Na vagotomia troncular, denominada também sub-diafragmatica, o nervo vago é sec-
cionado nas imediacdes de sua entrada na cavidade abdominal; portanto. o estomago,
bem como {odas as outras visceras abdominais que recebem também inervagao vagal,
sio totalmente desnervados (KELLY, 1984). Isto, por sua vez, pode resultar em uma
série de conseqiiéncias metabdlicas e enddcrinas para o organismo, tornando dificil a
interpretacio dos resultados obtidos com a vagotomia. Assim, a inibicao de um meca-
‘nismo pela retirada do vago, neste caso, nao significa necessariamente que o fendbmeno
em questdo é mediado por este nervo. Embora isto deva ser considerado, parece-nos
gue os nossos dados indicam fortemente que a inervagao vagal medeia o retarde do EG
da solucio de glicose, constatado nos animais estressados.

Em geral, a motilidade géstrica estd principalmente sob influéncia excitatéria das
fibras colinérgicas que compdem o nervo vago. No entanto, é conhecida a existéncia
de neurdnios vagais inibitérios, nao colinérgicos nem adrenérgicos, cuja ativacao induz
hiperpolarizagio do potencial de membrana das células musculares localizadas no fundo
e corpo do estdmago, levando a um relaxamento muscular dessa regiao (BEANI, BIl-

ANCHI & CREMA, 1971; ABRAHAMSSON, 1973). Essa via vagal inibitéria, cujo
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neurotransmissor permanece desconhecido, estd envolvida em alguns reflexos géastricos
como: no relaxamento receptivo, iniciado pela degluticao e distensao géstrica, que pre-
para o estébmago para receber grandes volumes, sem aumento drastico da pressao in-
tragastrica, e no relaxamento proximal géstrico que ocorre durante o processo do vomito
(ABRAHAMSSON, 1973). Sabendo-se que o tonus do estémago proximal (regioes do
fundo e corpo) constitui-se no principal determinante do EG de liquidos (DOOLEY,
REZNICK & VALENZUELA, 1984), uma ativacio especifica dessas fibras vagais rela-
xadoras, durante o estresse, pode explicar o retarde do EG da glicose 5 % observado no
presente estudo.

Entretanto, deve-se ressaltar que o nervo vago desempenha importante papel na
funcio sceretora do estémago. Tem sido relatado que, apés seccao vagal, ocorre sig-
nificante reducéo tanto da secrecio 4cida basal como da estimulada por histamina e
pentagastrina (BANK, MARKS & LOUW, 1967; JEPSON et. al., 1973); portanto, esta
acdo da vagotomia sobre a secrecdo pode ter também contribuido para o total blogueio
do retarde do EG de glicose, induzido pelo estresse, constatado apds essa intervencao
ciriirgica.

Ainda, um outro dado interessante a ser comentado foi a pequena alteracao do EG
constatado nos grupos Simulado, Controle e Estressado, apds a vagotomia; estes trés
grupos experimentais apresentaram uma diminuigao, contudo nao significante, da RG
da solucdo de glicose em relagao aos animais nao submetidos a cirurgia (Figuras 8 e
14). De acordo com a literatura, ap6s uma vagotomia troncular, em funcio do distarbio
provocado no processo de relaxamento receptivo e da motilidade antral, o esvaziamento
inicial de uma refeicio liquida é intensamente acelerado (WILBUR & KELLY, 1973),
enquanto que o tempo total para o EG € prolongado (DONOVAN et. al, 1974}. Assim

sendo, é provavel que, devido ao fato de o tempo considerado para avaliagao da RG em
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nosso estudo (30 min) encontrar-se numa etapa intermedidria do EG, essas modificagoes
gastrointestinais, conseqgiientes da vagotomia, nao puderam ser verificadas. Por outro
lado, é improvavel que o pequeno aceleramento do esvaziamento da solucao de glicose,
observado em ambos os grupos Controle e Estressado, tenha sido resultante do processo
de seccao do vago, ja que o grupo Simulado, onde o nervo foi mantido intacto, respondeu
de forma semelhante. Por conseguinte, é provavel que essa modificacédo da RG da solugao
de glicose, constatada nesses animais, scja resultante do procedimento cirtirgico em si e
nao da vagotomia.

O envolvimento vagal presentemente verificado pode indicar que o sistema nervoso
central (SNC) estd provavelmente implicado neste efeito do estresse sobre o esvazi-
amento. Varios trabathos, utilizando diferentes tipos de estresse experimental, tém
também sugerido uma importante participagiao do SNC no controle das funcoes gas-
trointestinais (THOMPSON, RICHELSON & MALAGELADA, 1982; WILLIAMS et.
al., 1987; BUENO & GUE, 1988; LENZ et. al., 1988). Com o intuito, entao, de se
identificar uma estrutura central particularmente envolvida no retarde, induzido pelo
estresse. do EG da glicose 5 %, partimos, numa ultima etapa do estudo, para a lesao
eletrolitica do nicleo paraventricular do hipotalamo.

No periodo pés-operatério, os animais com lesdo do NPV nao mostraram qualquer
modificacido comportamental aparente em relagao aos pertencentes ao grupo Simulado.
A lesio total desse niicleo tem sido associada com hiperfagia e desenvolvimento de
obesidade em ratos {COX & SIMS, 1988). Entretanto, o ganho de peso apds lesao
nao foi sisternaticamente monitorizado no presente estudo. Porém, 2 fim de se evitar
que diferencas no peso corporal interferissemn na interpretacio dos dados, procuramos

vtilizar ratos de peso inicial menor no grupo lesado. Assim, ao final do experimento,
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a média de peso dos animais submetidos & lesdo foi similar 4 observada mnos grupos
Controle e Estressado nao lesados (Tabelas 1I e X em apéndice).

A lesio do niicleo hipotalamico per se induziu aumento significativo da RG nos
animais controles em relacio ao grupo Simulado (Figura 17}). E sabido que aumento da
pressio intracranial, danificagio da calota cranianae /ou injiria cerebral podem resultar
em atraso do EG (apud Rose, 1979). Entretanto, é improvdvel que o trauma cirirgico,
decorrente da perfuracio do crinio e introdugao do eletrodo, tenha sido responsavel
pelo fenémeno observado, ji que os animais submetidos 3 cirurgia simulada de lesao
nao demonstraram qualquer alteragao da RG.

No entanto, algumas suposigdes podem ser aventadas para explicar semelhante re-
sultado.

Dados de literatura sobre lesao do NPV e efeitos gastrointestinais séo raros (RO-

'GERS & HERMANN, 1985a). Contudo, numa revisiao sobre o assunto, GRIJALVA,
LINDHOLM & NOVIN (1980) descreveram o envolvimento de outras areas hipotalamicas
em algumas alteragdes funcionais do trate gastrointestinal. De modo geral, a lesao

~{ou-estimulagao- elétrica}-das regioes anterior,.posterior, lateral e ventromedial do hi-
potalamo podem modificar a motilidade e secrecio do estémago, induzir patologias
gastricas como Glceras ou hemorragias, assim como, anormalidades morfolégicas da mu-
cosa gastrica. |
Tendo em vista isto e o fato da existéncia de conexdes entreo NPV e outras estruturas

hipotaldmicas e cerebrais (SWANSON & SAWCHENRKO, 1980; SHIRAISHI, 1988),
poder-se-ia supor que, devido & lesao desse nicleo, teria ocorrido liberacao de uma ou
mais areas hipotalamicas ou extra-hipotalamicas envolvidas na modulacao central da

funcio gastrica e intestinal, cuja acao resultou na reducio do esvaziamento da solugao

de glicose, observada nos animais controles.
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Uma segunda hipétese plausivel seria que esse retarde do EG da glicose 5 %, verifi-
cado com a lesao, constituir-se-ia num evento secundério a um quadro de hipotireoidismo
induzido pela destruigio macica do NPV, MARTIN, BOSHANS & REICHLIN (1970),
posteriormente confirmado por MINAMITANT et. al. (1987), observaram que ap0s lesao
desse niicleo ocorre uma queda persistente no nivel plasmético de tiroxina livre (T4) e
significante redugao da concentragao de horménio estimulador da tiredide no plasmae na
pituitaria, indicando diminuicio da fungao tireoidiana. O hipotireoidismo, por sua vez,
é conhecido por estar associado com comprometimento do processo de digestao géstrica
e constipagao (BROWN, 1936). Além disto, tirecidectomia induz, em cdes, decréscimo
na freqiiéncia da atividade elétrica basal e dos potenciais de agio de células musculares
do estémago, bem como, diminui¢do significativa da resposta mecénica gastrica frente
a alguns estimulantes como pentagastrina, betanecol e alimento (KOWALEWSKI &
KOLODEJ, 1977).

Quanto & resposta ao estresse, a lesdo do NPV promoveu bloqueio total do aumento
da RG da glicose induzido pela contencdo a frio dos animais (Figura 17). Foi observado

também uma RG menor {porém nao significativa) nos animais estressados emn relagao ao

grupo Controle, também sujeito & lesao. Esse EG mals rapido pode sugerir que outras
regides cerebrais (hipotaldmicas ou nao} que atuam também no trato gasirointestinal,
mas de modo distinto ao NPV, sdo ativadas durante situagbes estressantes. Na presenca
do NPV intacto, porém, a acao dessas outras areas cerebrais € mascarada pelo efeito
inibitério sobre o esvaziamento provocado por este niicleo durante o estresse.

Por outro lado, embora possa ser alegado para explicar o blogueio do efeito do es-
tresse o fato de a prépria lesio do NPV ter resultado em significante retardamento
do EG, esta hipbtese nos parece improvavel. Iniimeros trabalhos tém reportado a im-

plicagdo do NPV nas respostas orgdnicas ao estresse (MAYARA et. al,, 1981; BRURN,
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PLOTSKY & VALE, 1984; SWANSON, SAWCHENKO & LIND, 1986; MEYERHOFF,
MOUGEY & KANT, 1987) e em vérias funcdes gastrointestinais (SAKAGUCHI &
OHTAKE, 1985; ROGERS & HERMANN, 1986, 1987; SHIRAISHI, 1987). Adicio-
nalmente, INENAGA, OSAKE & YAMASHITA (1987) demonstraram a existéncia de
neurdnios termossensiveis (tanto ao calor como ao frio} no interior do NPV. Portanto,
esses dados da literatura reforcam a idéia de que este nicleo esteja diretamente envol-
vido na resposta gastrointestinal observada em nossos animais, quando submetidos a
contencao a frio.

Contudo, qualquer consideragio a respeito dos circuitos neurais envolvidos, as vias
eferentes e os neurotransmissores e/ou hormdnios implicados parece-nos ainda prema-
tura. De forma concreta, baseando-se nos dados por nés obtidos, é possivel apenas
sugerir que o NPV medeia a redugao do EG promovida pelo estresse, provavelmente
através de vias vagais eferentes. Virios estudos neurcanatdomicos e eletrofisiolégicos
reforcam tal suposicio, os quais tém identificado conexoes reciprocas entre a regiac par-
vocelular do NPV e o complexo motor do vago (CMV]}, localizado no tronco cerebral
e constituido pelos nicleos motor dorsal do vage (MDV) e do trato solitario {NTS)
(SAPER et. al., 1976; ROGERS & NELSON, 1984; LAWRENCE & PITTMAN, 1985;
WILLET et. al., 1987). A partir dessa via eferente do sistema nervoso parassimpatico,
o nicleo paraventricular influencia as atividades motora e secretora, sendo a ocitocina
um dos supostos neuroiransmissores.

Virias evidéncias experimentais tém sustentado o envolvimento do neurotransmis-
sor ocitocina {OT) neste circuito neural. A conexao NPV-CMV ¢ constituida pri-
mariamente de neurdnios ocitocinérgicos (SWANSON & SAWCHENKO, 1980; KISS,
1988) e ambos, a estimulagao do NPV (ROGERS & NELSON, 1984; LAWRENCE &
PITTMAN, 1985; ROGERS & HERMANN, 1985b) e injecoes de OT (MCCANN &
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ROGERS, 1990), elevam a atividade elétrica espontinea do NTS e MDV. Adicional-
mente, injecdes de OT reproduzem um conjunto de respostas gastricas causadas pela
estimulacdo do NPV, Especificamente, quantidades em picomolar de OT, administradas
dentro do MDV, aumentam a secrecao acida (via vagal colinérgica) (ROGERS & HER-
MANN, 1985¢) e inibem a motilidade e ténus do estdmago (via vagal ndo colinérgica nao
adrenérgica)(ROGERS & HERMANN, 1987). Também, antagonistas farmacoldgicos de
OT administradas no MDV bloqueiam a elevagao da secrecao de HCl e a reducio da
motilidade géstrica que sdo observadas quando o nicleo paraventricular é eletricamente
estimulado (ROGERS & HERMANN, 1986, 1987). Em todos os casos a integridade
da via vagal eferente fol necesséria para que a estimulacio do NPV e injecdes de OT
induzissem as respostas gasiricas.

Considerando-se as similaridades entre os dados do presente estudo, obtidos com
o estresse, e os efeitos géastricos evocados pela ocitocina {(como aumento da secrecao
4cida e diminuicao da motilidade), é plausivel sugerir que a OT pode se constituir num
possivel neurotransmissor diretamente envolvido na alteracio do esvaziamento induzida
~pelo-estresse de contengao a irio.. E ainda, o fato de neurbnios ocitocinérgicos centrais
serem ativados durante o estresse, resultando em aumento da secregao neuroenddcrina
de OT (CARTER & LIGHTMAN, 1987), reforca também tal hipotese.

O CRF poderia ser apontado como um outro potencial candidato ao lado do neuro-
transmissor OT. Essa suposicao estd baseada em algumas constatacoes experimentais
recentes como: 1) a existéncia de neurdnios contendo CRF na porcao dorsomedial parvo-
celular do NPV (SILVERMAN, HOU-YU & CHEN, 1989); 2) a ativacao especifica des-
ses neurdnios durante uma situacio de estresse (SWANSON, SAWCHENKO & LIND,
1986); 3) o envolvimento do CRF na modificacao do EG, bem como em outras res-

postas gastrointestinais provocadas pelo estresse (WILLIAMS et. al., 1987; BUENO
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& GUE, 1988; LENZ et. al., 1988) e, por fim, 4) a propriedade deste neuropeptidio,
quando administrado no ventriculo lateral do cérebro, ativar direta ou indiretamente
neurdnios ocitocinérgicos e aumentar, conseqiientemente, a secregao neurchipofiséria de
OT (BRUHN et. al., 1986).

Embora tenhamos enfatizado particularmente estes dois neurotransmissores, nao
deve ser esquecida a possibilidade de outros neuropeptidios estarem também implicados
na mediaciao nervosa das respostas gastrointestinais ao estresse. Isto porque, o NPV
dispde de uma grande complexidade de tipos neuronais secretores de uma infinidade de
neuromediadores (SWANSON & SAWCHENKO, 1980; KISS, 1988).

O NPV faz conexdes com o lobo anterior da pituitéria e com neurdnios pré-ganglionares
simpéticos situados na coluna intermediolateral da medula espinhal (SWANSON &
SAWCHENKO, 1980; KISS, 1088). Assim, é provavel também que este nicleo parti-
cipe como mediador dos distérbios gastricos e intestinais provocados por estresse, que
envolvam, ndo ativacio parassimpética, mas mecanismos hormonais (STANGHELLINI
et. al.. 1983) e nervoso simpético (LENZ, 1989).

- Finalmente, os nossos dados, apesar de preliminares, originaliente sugerem a me-
diacio de uma estrutura nervosa central especifica nos efeitos viscerais do estresse. O
presente trabalho, portanto, certamente abre novas frentes de investigacdo que poderao
objetivar, por exemplo, a identificagdo dos circuitos neurals e 0s neurotransmissores
envolvidos, bem como a localizacao de outras estruturas nervosas centrais também im-
plicadas no processo. Tais investigagoes, por sua vez, poderzo contribuir para o esclare-
cimento de algumas importantes questoes a respeito da complexa relagao SNC-sistema

digestivo, ainda tao pouco conhecida e explorada.



Conclusoes




Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que:

o O estresse de contencio a frio (4°C) induz aumento significativo da RG de uma
sohicio de glicose 5 % em ratos machos, constituindo-se num modelo adequado

para este tipo de estudo.

« Este estresse parece também provocar aumento da secregao de acido pelo estomago;
entretanto, os resultados ainda nao foram suficientes para se apontar conclusiva-
mente a real importincia da secrecao écida na determinacio do retarde do EG da

glicose observado nos animais submetidos a contengao a frio.

e O NPV, através de vias eferentes vagais medeia, possivelmente, o efeito do estresse

de contencéo a frio sobre a RG da solugao de glicose 5 %.



Resumo
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O presente trabalho teve como objetivos: 1) propor um modelo experimental ade-
quado para o estudo do efeito do estresse sobre o esvaziamento gastrico (EG); 2) veri-
ficar os possiveis componentes {secrecdo acida e /ou motilidade gastrica) implicados na
alteracio do EG induzida pelo estresse e 3) investigar o provavel envolvimento vagal e
do niicleo hipotimico paraventricular sobre o processo.

Para tal, este estudo foi conduzido em 3 etapas, utilizando-se um total de 322 ratos
Wistar machos. Na Etapa 1, os animais foram submetidos ao estresse de contengao ou
contencao a frio (4°C) durante o teste de EG de um soluciio de glicose 5 %. Foi feita
também a dosagem por radioimunoensaio de corticosterona sérica em um grupo paralelo
de animais sujeitos ou nio & contencio a frio. Na Etapa 2, executou-se em ambos
grupos, Controle e Estressado {contencao a frio), o teste de EG com uma solugao de
bicarbonato 0,25 M (aos 10 min) ou pré-tratamento com cimetidina (10 e 50 mg/kg/1h,
ip) e posterior avaliacdo do esvaziamento de glicose {aos 30 min) ou bicarbonato (10
min). Por fim, na Etapa 3, os ratos controles e estressados {contencgao a frio) foram
submetidos & cirurgia de vagotomia sub-diafragmaética ou lesao eletrolitica bilateral do
- NPV;-35 dias antes do teste do- EG com glicose 5.%.(aos 30 min).

O EG foi avaliado medindo-se a retencao gatrica (RG) da refeicio de prova. Para tal,
os animais receberam por via orogéstrica, airavés de uma sonda metélica, a solugao teste
(2 ml/100g de peso do animal), na qual foi adicionado o marcador fenolsulfonftaleina (6
mg,/100ml de solugdo). A RG foi determinada calculando-se a quantidade do marcador
retido no residuo gastrico, apés determinado tempo. Em todas as etapas executadas,
os animais pertencentes ac grupo Estressado foram sujeitos a0 estresse durante esse
PTOCESSO.

O estresse de contencio nao induziu alteragio da RG de glicose avaliada aos 30 min,

enquanto que os animais sob contengao a frio apresentaram um retarde do EG dessa
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solugao, nio significante aos 10 min, mas estatisticamente significativo aos 20 e 30 min
da avaliacio. O estresse de contengao a frio, durante 30 min, mostrou-se igualmente
efetivo em induzir aumento do nivel de corticosterona no soro.

Adicionalmente, sob contengao a frio, os animais mostraram EG malis rapido de
bicarbonato, que foi bloqueado por ambas as doses (10 e 50 mg/kg) de cimetidina.
Entretanto, o aumento da RG de glicose foi somente inibido pela maior dose testada
dessa droga (50 mg/kg). Ainda, na dose de 50 mg/kg, a cimetidina induziu per se
retarde do EG de ambas as refeicdes de prova nos animais controles.

O EC de bicarbonato constitui-se num indice indireto da secrecao de HCI pelo
estdrmago, pois encontra-se acelerado em situagoes de hipersecrecao dcida. Sendo assim,
nossos dados indicam um aumento de secrecao gastrica de dcido pelos animais estres-
sados. Entretanto, os resultados obtidos ainda nao foram suficientes para se apontar
conclusivamente a real importincia da secrecao 4cida na determinacao do retarde do
EG de glicose, provocada pelo estresse.

Finalmente, tanto a seccdo do nervo vago como a lesao do NPV bloguearam total-

mente o aumento da RG- de glicose observado nos animais estressados nao submetidosa

essas intervencoes cirlirgicas. Portanto, possivelmente, este nticleo hipotalimico, através

de vias eferentes vagais, medeia essa alteragao gastrointestinal resultante do estresse.



Summary
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The objects of the present study were: 1) to examine the effect of restraint and
cold-restraint stress on gastric emptying of a liquid test meal; 2) to establish the role of
gastric acid secretion in the genesis of the stress-induced alteration of gastric emptying
and 3) to verify the involvement of the vagal nerve and hypothalamic paraventricular
nucleus upon this alteration.

The gastric emptying was evaluated by measuring the gastric retention of a test
meal. Male Wistar rats received an orogasiric infusion, through a stainless steel tube,
of the test meal {2 ml/100 g body weight} containing phenol red {6 ml/100 ml) as a
marker. Gastric retention was determined by measuring the concentration of the marker
in the tesidual test meal recovered from the stomach after killing the animal.

In = first series of experiments, the animals were submitted to restraint or cold-
restraint (4°C) stress soon after the injection of a test mea} which consisted of a solu-
tion of 5 % glucose. The control group was replaced in the individual cages at room
temperature after administration of the test meal. The serum levels of corticosterone
were also determined in blood samples obtained by decapitation of other control and
~stressed-{cold-restraint} rats. -

In a second series of experiments, gastric retention of a solution of sodium bicarbo-
nate 0,25 M was evaluated in both control and stressed {cold-restraint) groups. Addi-
tionally, stressed and nonstressed animals were pretreated with cimetidine {10 and 50
mg/kg body weight); subsequently, gastric retention of 5 % glucose or 0,25 M bicarbo-
nate was determined.

Finally, in a third series of experiments, truncal vagotomy or bilateral electrolytic
lesion of the hypothalamic paraventricular nucleus {PVN) were performed previously
(15 days before), after which gastric retention of 5 % glucose was studied in control and

stressed {cold-restraint) groups.
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Restraint stress did not induce changes in gastric retention of glucose at 30 min;
however, cold-restraint stress significantly delayed gastric emptying of this solution at
20 and 30 min. The animals subjected to cold-restraint for 30 min also showed a rise in
serum corticosterone compared to the control animals.

In addition, under cold-restraint stress, the gastric emptying of bicarbonate was fas-
ter than in control conditions. This gastric alteration was significantly blocked by pre-
treatment with two doses (10 and 50 mg/kg) of cimetidine, a well-known antisecretory
agent. Meanwhile, the increase in the gastric retention of glucose after cold-restraint
exposure was only inhibited by 50 mg/kg dose of this drug. Cimetidine, in this dose
{50 mg/kg), also induced per se delay of the gastric emptying of both test meals in the
control rats.

As described in the literature, the gastric emptying of a bicarbonate solution is
accelerated when there is a rise in the acid secretion by the gastric mucosa. Thus, our
findings indicate that in stressed animals a gastric acid hypersecretion is found. On the
other hand, the results of pretreatment with cimetidine are insufficient to determine the
i:ﬁ?ortance of gastric acid as a factor in the stress-induced change on gastiric emptying
of glucose.

Finally, both truncal vagotomy and PVN lesion completely blocked the cold-restraint
-induced delay of gastric emptying of the glucose solution. These data, therefore, suggest
an important role for PVN efferents, probably influencing medullary vagal pregangiionic

neurons, in the development of this gastric alteration during stress condition.
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Apéndice




i

TABELA 1I - Valores individuais, Média (X), Desvio Padrio (DP) e Mediana {Med) do peso
(apds jejum) e da retengdo géstrica da solucio de Glicose 5 % dos grupos Controle e Estressado
(A - contengio; B - contengio a frio}, 30 min apds administra¢do intragistrica.

A) Grupo Controle { 30 min ) Grupo Estressado { 30 min )
Animal Peso Retengao Gastrica Animal Peso Retengdo Gastrica
n’ (g) (%) n’ (g) (%)
1 235 30,4 1 232 231
2 228 18,7 2 221 23.4
3 2292 29.7 3 221 19,8
4 210 26,5 4 207 219
5 231 295 5 218 204
6 220 23,7 6 218 28,6
7 200 28.6 7 210 27,6
8 206 22.6 8 208 9227
9 218 17,5 9 212 23,2
10 208 17 4 10 214 19,9
11 223 15,9 11 224 22,6
X 218,3 23,7 X 216,8 23,0
Dp 11,1 5,6 bp 7,6 2,8
Med 220 23,7 Med 218 227

B) Grupo Controle { 30 min } Grupo Estressado { 30 min )
Animal Peso Retengio Gastrica Animal Peso Retengio Gdstrica
n’ (g) (%) n’ () (%)
1 221 26,2 1 216 36 4
2 224 31,8 2 227 28.7
3 234 30,8 3 230 39.3
4 224 24,3 4 226 33,3
5 230 24,8 5 236 49,2
6 238 21,5 6 238 39,9
7 211 12,1 7 212 32,5
8 208 25,9 8 204 15,7
9 223 14,2 9 230 29,7
16 218 13,6 10 218 30,0
11 226 27,2 il 230 26,9
X 2234 22,9 X 2243 32,9
DP 8.9 6,8 DP 105 8.6

Med 224 24,8  Med 227 325
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TABELA 1lI - Valores individuais, Média (X), Desvio Padrio (DP) e Mediana {Med) do peso
(apds jejum) e da retengdo gastrica da solugio de Glicose 5 % dos grupos Controle e Estressado
(contengdo a frio), 10 e 20 min apés administragio intragéstrica.

Grupo Controle ( 10 min ) Grupo Estressado ( 10 min )
Animal Peso Retengiao Gastrica Animal Peso Retencio Géastrica
n (g) (%) n° (g) (%)
1 206 43,0 1 200 51,2
2 210 44,4 2 210 176
3 210 51,9 3 209 55,7
4 221 42,1 4 220 48,9
5 238 46,6 5 232 56,4
6 212 50,0 6 211 53,0
7 231 53,1 7 228 489
8 202 53,4 8 200 55,2
9 206 53,8 9 200 53,4
10 208 47,2 10 208 55,1
11 214 56,9 11 214 58,1
X 2144 49,3 X 212,0 53,0
DP 11,2 4.9 DP 10,9 3.5
Med 212 50,0 Med 210 53,4

Grupo Controle { 20 min ) Grupo Estressado { 20 min )
Animal Pese Retengao Gistrica Animal Peso Retencao Gastrica
n’ () (%) n’ (g) (%)
1 206 43,9 i 206 56,2
2 201 35,9 2 204 38,2
3 240 32,0 3 241 40.5
4 236 299 4 235 50,7
5 206 49,4 5 207 425
6 209 45,6 6 212 43,6
7 238 34,3 7 240 31,7
8 234 40,4 8 233 44,4
9 206 428 9 212 51,8
10 228 21,7 10 228 486
11 221 331 11 218 47.6
X 220 4 37,2 X 2213 45,1
DP 15,2 8,1 DP . 143 6,9

Med 221 359 Med 216 44,4




v

TABELA IV - Valores individuais, Média (X), Desvio Padrio (DP) e Mediana {Med) do
peso (apds jejum) e da retengio gastrica da solugdo de Bicarbonato 0,25 M do grupo Controle
e Estressado (contengdo a frio), 10 min apés administragdo intragdstrica.

Grupo Controle Grupo Estressado

Animal Peso Retencao Gastrica Animal Peso Retencao Gastrica
n’ () (%) n’ () (%)
1 207 31,8 1 206 15,1
2 207 33,2 2 208 12,4
3 222 36,4 3 234 4,8
4 210 44,2 4 214 134
5 209 26,7 b 214 7,3 .
6 220 33,2 6 218 13,3
7 212 15,9 7 212 21,8
8 224 23,9 8 222 2,7
9 223 29,9 9 6 19,2
10 230 328 10 224 245
11 210 25,5 11 211 22.0
X 215,8 30,3 X 2163 14,2
Dp 8,1 7,3 Dp 8.0 7.2

Med 212 31,8 Med 214 13,4




TABELA V - Valores individuais, Média (X), Desvio Padrio (DP) e Mediana (Med} do
peso (apés jejum) e da retencio gastrica da solugio de Bicarbonato 0,25 M, aos 10 min, do
grupo Simulado e do grupo Controle e Estressado (contengdo a frio), ambos pré-tratados com
Cimetiding 10 mg/kg.

Grupo Simnulado Grupo Controle
Animal Peso Retengao Gastrica Anmmal Peso Retengao Gastrica
n’ (g) (%) n’ (s) (%)
i 218 454 1 234 465
2 213 33,5 2 212 39 4
3 221 39,9 3 214 33,8
4 212 31,3 4 224 33,6
5 213 21,8 5 217 28,0
6 240 29,7 6 292 415
7 232 22,6 7 210 30,1
8 237 24,1 8 245 15,3
9 217 22,8 9 235 38.7
10 217 425 10 220 24,7
X 222,0 31,4 X 223.3 33,2
DP 10,4 8,8 DP 114 9.1
Med 2175 305 Med 221 33,7

Grupo Estressado

Animal Peso Retencao Gastrica

n’ (g) (%)
1 235 4,5
2 213 39,2
3 208 50,6
4 229 20,3
5 240 19,2
6 217 45
7 216 2,7
8 213 17,8
9 221 40,2
10 237 20,7
X 2229 21,9
Dp 11,4 16,5

Med 219 19,7




vi

TABELA VI - Valores individuais, Média (X), Desvio Padrio (DP) e Mediana {Med) do
peso (apds jejum) e da retengfio gastrica da solugdo de Bicarbonato 0,25 M, acs 10 min, do
grupo Simulado e do grupo Controle e Estressado (contengao a frio), ambos pré-tratados com
Cimetidina 50 mg/kg.

Grupo Simulado Grupo Controle
Animal Peso Retengio Géstrica Animal Peso Retengdo Gastrica
n’ (g) (%) n’ () . (%)
1 228 29,3 1 220 30,4
2 213 354 2 210 411
3 206 33,8 3 213 496
4 225 23,2 4 216 459
5 211 17,6 5 226 36,1
6 227 33,9 6 220 482
7 220 26,9 7 207 56,2
8 203 34,8 8 219 54.4
9 217 39,7 9 204 383
10 214 29,2 10 228 43,9
11 215 50,5 11 221 43,7
X 216,3 32,2 X 2167 44,3
DP 8,2 8,7 pDP 76 7,7
Med 215 33,8 Med 219 439

Grupo Estressado

Animal Peso Retengido Gastrica

n (s (%)
1 210 50,9
2 216 50,3
3 219 430
4 210 46,8
5 227 44,3
6 211 41,4
7 210 29,9
8 217 454
9 210 32,5
10 230 45,5
11 222 32,0
X 2165 42,8
DP 7,3 8,7

Med 216 44,3
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TABELA VII - Valores individuais, Média (X), Desvio Padrio (DP) e Mediana (Med) do
peso {apds jejum) e da retengio gastrica da solugio de Glicose 5 %, aos 30 min, do grupo Simu-
lado e do grupo Controle e Estressado (contengdo a frio), ambos pré-tratados com Cimetidine
10 mg/kg.

Grupo Simulado Grupo Controle

Animal Peso Retengio Gastrica Animal Peso Retengac Gastrica
n? (g) (%) n (g) (%)
1 216 25,1 1 233 24.0
2 194 25,2 2 215 298
3 229 28,2 3 194 19,8
4 208 21,6 4 226 248
5 235 17,0 b 209 31,3
6 235 30,7 6 232 25,1
7 196 19,8 7 205 29,0
8 224 23,3 8 211 27,9
9 224 22,1 9 222 25,9
10 200 22,0 10 205 31,1
11 223 19,9 11 228 17,9
X 216,7 23,2 X 216 .4 26,0
bp 15,0 3,9 DP 12,7 44
Med 223 22.1 Med 215 259

Grupo Estressado

Animal Peso Retengido Gastrica

n’ (g) (%)
1 234 43,7
2 214 40,7
3 200 34,4
4 209 45,0
5 210 28,6
6 229 15,9
7 207 52,0
8 227 242
9 210 457
10 209 42,4
11 232 39,7
X 216,4 37,5
pP 11,7 10,7

Med 210 407
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TABELA VIII - Valores individuais, Média (X), Desvio Padrao (DP) e Mediana (Med) do
peso (apds jejum) e da retengio gastrica da solugio de Glicose 5 %, aos 30 min, do grupo Simu-
lado e do grupo Controle e Estressado {contengio a frio), ambos pré-tratados com Cimetidina
50 mg/kg.

Grupo Simulado : Grupo Controle
Animal Peso Retengao Gastrica Animal Peso Retengao Gastrica
n’ () (%) n° (g) (%)
1 210 24,1 1 221 36 4
2 217 16,2 2 216 288
3 235 24,9 3 202 415
4 225 22,1 4 216 39,4
5 203 21,4 5 220 44,8
6 205 15,1 6 222 41,2
7 214 31,7 7 208 30,9
8 226 32,7 8 211 30,8
9 216 14,7 9 236 45,5
10 226 28,8 10 232 38,8
11 216 31,2 11 216 35,7
X 2175 23.9 X 2182 37,6
DP 9,7 6,7 DpP 9,8 5,7
Med 216 24,1 Med 216 38,8

Grupo Estressado

Animal Peso Retencao Gistrica

n° () (%)
1 211 26,9
2 223 38,7
3 209 35,0
4 214 45,7
5 216 43,0
6 225 47,0
7 211 25,8
8 236 42,1
9 217 47,2
10 235 45,9
11 209 54,2
X 218,7 41,0
DP 9,8 8,8

Med = 216 .. ... 430 . .. ... . ..
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TABELA IX - Valores individuais, Média (X), Desvio Padrao (DP) e Mediana (Med) do peso
(ap6s jejum) e da retengfio gastrica da solugao de Glicose 5%, aos 30 min, do grupo Simulado ¢
do grupo Controle e Estressado (conteng3o a Irio), ambos submetidos & vagoiomia.

Grupo Simulado Grupo Controle
Animal Peso Retencio Géstrica Animal Peso Retencao Gastrica
n’ (g) (%) n’ () (%)
1 231 24,7 1 23 27,3
2 243 25,4 2 236 262
3 221 17,7 3 222 14,7
4 206 17,9 4 191 220
5 186 15,1 5 202 14,8
6 202 11,2 6 228 22,3
7 230 18,1 7 202 14,1
8 229 19,4 8 220 14,5
9 208 24,2 9 203 12,1
10 198 29,6 . 10 242 22,5
11 228 22,1 11 193 17,6
X 216,5 20,5 X 215,4 18,9
DP 17,5 5.3 DP 17.9 53
Med 221 19,4 Med 220 17,6

Grupo Estressado

Animal Peso Retencdo Gastrica

n’ (s) (%)
1 236 21,4
2 209 4,5
3 216 27,5
4 183 20,8
5 232 19,6
6 228 20,2
7 201 11,8
8 226 19,2
9 213 20,5
10 211 23,6
11 207 17,1
X 214,7 18,7
DP 15,4 6,1

Med 213 20,2




TABELA. X - Valores individuais, Média (X), Desvio Padrdao (DP) e Mediana (Med) do
peso (apds jejum) e da retengio gastrica da solugio de Glicose 5 %, aos 30 min, do grupo
Simulado e do grupo Controle e Estressado (contengao a frio}, ambos submetidos a lesdo do

niclee paraventricular.

Grupo Simulado Grupo Controle
Animal  Peso Retengio Gastrica Animal Peso Retengio Gastrica
n’ (g) (%) n’ (8) (%)
1 223 17,0 1 201 29.1
2 216 23,4 2 188 33,3
3 196 34,6 3 238 294
4 181 25,3 4 180 31,3
5 212 19,9 b 206 269
6 206 '20,6 6 215 298
7 193 26,0 7 195 24,5
B 226 16,1 8 223 40,5
9 228 16,7 9 237 28,0
10 252 27,8 10 259 26,1
X 2133 22,7 X 214,2 29,2
DP 20,5 59 DP 25,0 4,5
Med 214 22,0 Med 2105 29,2

Grupo Estressado

Animal  Peso Retencio Géstrica

n° () (%)
1 209 294
2 180 37,8
3 185 28,6
4 211 26,3
5 191 22,5
6 234 22,5
7 191 20,5
8 226 26,8
9 223 21,8
10 250 19,1
X 210,0 25,5
DP 23,2 5,5

Med 210,0 24,4




