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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar as alteracdes fisioldgicas e somaticas, com énfase
na analise dos efeitos sobre a funcdo cardiovascular, induzidas pela exposi¢do ao estresse crénico em ratos
adolescentes e adultos. Nds também investigamos as consequéncias a longo prazo da exposicdo ao estresse
durante a adolescéncia, além de analisar uma possivel vulnerabilidade para os efeitos do estresse durante a
vida adulta em animais pré-expostos a protocolos de estresse cronico durante a adolescéncia. Ratos machos
foram expostos aos protocolos de estresse por restricdo repetido (ERR) ou estresse cronico variavel (ECV)
durante a adolescéncia (28 dias) e/ou a idade adulta (60 dias). Hipertrofia da adrenal, involugéo do timo e
elevacdo nos niveis basais de corticosterona plasmética foram observados somente nos animais adolescentes.
Por outro lado, reducdo do peso corporal foi causada por ambos os protocolos de estresse nos animais
adultos. O ECV aumentou a pressdo arterial e frequéncia cardiaca independentemente da idade, enquanto o
ERR aumentou a pressao arterial seletivamente nos animais adultos. A taquicardia de repouso induzida pelo
ECV foi associado com aumento da atividade simpatica cardiaca nos animais adultos, ao passo que
diminuicdo da atividade parassimpatica cardiaca foi observada nos animais adolescentes. O ECV e 0 ERR
alteraram a atividade do barorreflexo, porém esse efeito foi dependente da idade e do tipo de estresse. A
resposta pressora decorrente da administracdo sistémica de fenilefrina (agonista asi-adrenoceptor) foi
aumentada por ambos os protocolos de estresse na adolescéncia. A resposta depressora da acetilcolina e do
doador de éxido nitrico nitroprussiato de sddio foi alterada pelo ERR em ambas as idades. Exceto pelo
aumento nos niveis de glicocorticoide circulante, todas as alteracdes causadas pelo estresse durante a
adolescéncia foram revertidas na fase adulta. Entretanto, a exposi¢do ao ERR ou ao ECV em animais adultos
pré-expostos aos respectivos protocolos de estresse crénico durante a adolescéncia causaram efeitos nao
observados nos animais estressados somente na idade adulta, que incluiram: elevacdo da corticosterona pelo
ECV, hipertrofia da adrenal, elevacdo da frequéncia cardiaca e da atividade simpatica cardiaca pelo ERR,
reducdo da frequéncia cardiaca intrinseca pelo ECV e alteracfes nas respostas do barorreflexo por ambos os
estressores crénicos. Em suma, os resultados do presente estudo indicam uma vulnerabilidade ao estresse
durante adolescéncia para os efeitos somaticos e neuroenddcrinos. Os achados indicam que os efeitos sobre a
funcdo cardiovascular e atividade autbnoma séo dependentes do tipo de estresse e da idade. Por fim, os
resultados indicam consequéncias minimas na vida adulta da exposicdo ao estresse crénico durante a
adolescéncia, porém sugerem que a exposicdo ao estresse durante a adolescéncia acarreta uma
vulnerabilidade aos efeitos neuroenddcrinos e cardiovasculares desencadeados pela exposi¢do a estressores

cronicos na vida adulta.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the physiological and somatic changes evoked by chronic
stress regimens in adolescent and adult rats, with a focus on cardiovascular function. Additionally, we
evaluated the long-term changes induced by stress exposure during adolescence, as well as a possible
vulnerability to effects of stress in adult animals exposure to chronic stress during adolescence. Male rats
were exposed to repeated restraint stress (RRS) or chronic variable stress (CVS) during adolescence (28
days) and/or adulthood (60 days). Adrenal hypertrophy, thymus involution, and elevated plasma
glucocorticoid were observed only in adolescent rats, whereas reduction in body weight was caused by
both stress regimens in adults. CVS increased blood pressure and heart rate regardless of the age, whereas
RRS increased blood pressure selectively in adults. Resting tachycardia evoked by CVS was associated
with increased cardiac sympathetic tone in adults while a decreased cardiac parasympathetic activity was
observed in adolescents. Changes in baroreflex function were evoked by both RRS and CVS, but this effect
was age- and type-stress specific. The pressor response to systemic administration of a az-adrenoceptor
agonist was increased by both stress regimens in adolescents. Depressor responses to acetylcholine and the
nitric oxide donor sodium nitroprusside were affected by RRS in both ages. Except for the circulating
glucocorticoid change, all alterations observed during adolescence were reversed in adulthood. However,
the RRS or CVS in adult animals subjected to the respective chronic stressor during adolescence evoked
responses that was not identified in animals exposure to the stressors only in adulthood, including: CVS-
evoked increase in circulating corticosterone, adrenal hypertrophy, RRS-evoked increase in heart rate and
cardiac sympathetic activity, reduction of intrinsic heart rate by CVS, and baroreflex changes evoked by
both stressors. These findings suggest a stress vulnerability of adolescents to somatic and neuroendocrine
effects regardless of stress regimen. Our results indicate an age- and stress type-specific influence in stress-
evoked cardiovascular/autonomic changes. Data suggest minimal consequences in adulthood of stress
during adolescence, but indicate that stress experience during adolescence causes a vulnerability to

neuroendocrine and cardiovascular effects of stress in adulthood.
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1. INTRODUCAO

Um coordenado e complexo conjunto de respostas fisioldgicas e comportamentais
séo gerados durante situacOes aversivas (DAMPNEY et al., 2008; STERLING, 2012; ULRICH-
LAl e HERMAN, 2009). A a¢do conjunta de varios circuitos neuronais fornecem a capacidade
de gerar alteracbes comportamentais e fisioldgicas precisas ao estimulo ameagador (JOELS e
BARAM, 2009; ULRICH-LAI e HERMAN, 2009), garantindo assim a manutencdo do meio
interno. No entanto, a ativacao cronica ou repetida dessas respostas pode levar a desequilibrios
do meio interno, resultando no desenvolvimento de patologias (MCEWAN, 2006). Neste
sentido, vérias evidéncias correlacionam a exposicdo prolongada a eventos aversivos com a
patogénese de problemas cardiovasculares (KNOX e UVNAS-MOBERG, 1998; ROZANSKI et
al, 1999). De fato, estudos epidemiologicos tém apontado correlacdo positiva entre o nivel de
estresse e a incidéncia de patologias cardiovasculares (HAINES et al, 1987; KAWACHI et al,
1994; FORD et al, 1998; KNOX e UVNAS-MOBERG, 1998). Além disso, estudos em humanos
e animais demonstram associacdo entre estresse e arritmias cardiacas, isquemia do miocéardio e
hipertensdo (PICKERING, 1990; ROZANSKI et al, 1999; GRIPPO e JOHNSON, 2002). Apesar
da relevancia do tema, os mecanismos envolvidos com as patologias cardiovasculares associadas
ao estresse ainda séo pouco compreendidos.

Tem sido proposto que as alteraces fisioldgicas causadas pela exposicdo ao
estresse dependem do tipo, da duracdo, da frequéncia e da intensidade do estimulo aversivo
utilizado (NATELSON et al, 1988; MAGARINOS e MCEWEN, 1995; AGUILERA, 1998;
JANKORD e HERMAN, 2008). Estudos em roedores tem utilizado protocolos de estresse
cronico psicoldgico que envolvem a exposicdo diaria a0 mesmo tipo de estressor (estresse
cronico repetido ou previsivel) ou a diferentes estressores (estresse cronico variavel-ECV ou
imprevisivel) (CHEN e HERBERT, 1994; MAGARINOS e MCEWEN, 1995; GRIPPO et al,
2002; ULRICH-LAI e HERMAN, 2009). Estudos em roedores reportaram que alteracdes em
parametros como o0 ganho de peso corporal, a atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) e a atividade comportamental foram mais pronunciadas apds a exposicdo a protocolos de
ECV do que ap6s a exposicdo a modelos envolvendo a exposicao repetida ao mesmo estressor
(ORTIZ et al, 1996; MARIN et al, 2007; CRUZ et al, 2012), possivelmente devido a um
processo de habituacdo durante a exposicdo repetida ao mesmo estressor (HERMAN, 2013).

Apesar das evidéncias acima, em uma ampla busca na literatura nés ndo encontramos nenhum
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estudo que tenha comparado, de maneira direta, os efeitos de diferentes protocolos de estresse
cronico sobre a funcdo cardiovascular.

A ontogenia é outro fator que pode influenciar as respostas comportamentais e
fisiologicas ao estresse (SPEAR, 2000; ROMEO, 2010). A adolescéncia € um periodo de
continuo desenvolvimento de circuitos neurais envolvidos nas respostas ao estresse (CASEY et
al, 2008), o que pode afetar como adolescentes reagem a estimulos aversivos. De fato, estudos
em animais sugerem que adolescentes sdo mais vulnerdveis as consequéncias negativas do
estresse (DAHL, 2004; ROMEO, 2010). Uma vulnerabilidade de animais adolescentes a
estimulos aversivos foi evidenciada por uma resposta exacerbada de reducdo da ingestdo
alimentar, aumento na atividade do eixo HPA, alteracbes comportamentais e reducdo do timo
induzidas pelo estresse em animais adolescentes, quando comparada com seus pares adultos
(STONE e QUARTERMAIN, 1997; DOREMUS-FITZWATER et al, 2009; JANKORD et al,
2011). Apesar dessas evidéncias, ndo existem estudos na literatura que tenham comparado os
efeitos de protocolos de estresse cronico sobre a fungdo cardiovascular em animais adolescentes
e adultos. Além disso, 0s poucos estudos que investigaram os efeitos de protocolos de estresse
cronico sobre a fungdo cardiovascular de animais adolescentes sdo controversos. Por exemplo,
foi demonstrado que o isolamento social de ratos adolescentes aumentou os valores basais de
pressdo arterial (SHEN e INGENITO, 1999; MASLOVA et al, 2010). Entretanto, a exposicao de
animais adolescentes a um protocolo de estresse cronico variavel (ECV) ndo causou alteracbes
nos parametros basais de presséo arterial (MASLOVA et al, 2002). Um outro aspecto importante
€ que apesar de estudos anteriores em roedores evidenciarem que a exposicdo a estimulos
aversivos durante a adolescéncia causam numerosas alteracGes comportamentais e
neuroplaticidade no sistema nervoso central que persistem até a vida adulta (BUWALDA et al,
2011), ndo existem dados das consequéncias a longo prazo da exposicdo a estimulos aversivos
durante a adolescéncia sobre os parametros cardiovasculares.

Em ratos, a adolescéncia tem sido definida como o periodo ontogenético entre 0s
dias pos-natal 28 e 42 (SPEAR e BRAKE, 1983; SPEAR, 2000). Neste periodo, os animais
apresentam caracteristicas neuro-comportamentais tipicas da adolescéncia (SPEAR e BRAKE,
1983; SPEAR, 2000; MCCORMICK et al, 2010). Este modelo animal de adolescéncia tem sido
utilizado como uma ferramenta valida como proposta de comparacdo e extrapolacdo para a
adolescéncia em humanos (LAVIOLA et al, 1999; SPEAR, 2000; MCCORMICK et al, 2010).
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Os mecanismos fisiopatologicos envolvidos nas complicacdes cardiovasculares
associadas ao estresse sao pouco compreendidos. Estudos pre-clinicos tem sugerido que as
alteraces cardiovasculares desencadeadas pelo estresse podem estar associadas a disfuncdes
autdbnomas e comprometimento na fungdo vascular (CORDELLINI e VASSILIEFF, 1998;
GRIPPO et al, 2002, 2008; ISINGRINI et al, 2011). A avaliacdo da atividade do barorreflexo e
do balanco autdnomo cardiaco sdo medidas importantes empregadas na literatura para o estudo
da funcio autbnoma (NEGRAO et al, 1992; GRIPPO et al, 2008; SANCHEZ et al, 2009; FLUES
et al, 2010; CRESTANI et al, 2011).

Alteracbes no balangco autdbnomo cardiaco como reducdo da atividade
parassimpatica e/ou aumento atividade simpatica tem sido apontados como um fator de risco
para 0 surgimento de patologias cardiovasculares como insuficiéncia cardiaca, isquemia do
miocérdio e hipertensdo (DYER et al, 1980; CARNEY et al, 1993; PALATINI e JULIUS, 1997;
PALATINI et al, 1997). Nesse sentido, foi relatado que ratos expostos ao protocolo de ECV
apresentaram taquicardia de repouso, a qual foi associada a um aumento no ténus simpatico
cardiaco (GRIPPO et al, 2002, 2003). Deste modo, alteracGes autbnomas cardiacas parecem estar
associadas as complicagdes cardiovasculares do estresse.

O barorreflexo € um mecanismo neural de controle momento a momento da
pressdo arterial (DAMPNEY, 1994). Barorreceptores sdo terminac6es nervosas localizadas nas
paredes das artérias aorta e carotida, que respondem a alteracdo na pressao arterial (SVED e
GORDON, 1994). Alteraces na atividade dos barorreceptores fornecem informagdes ao sistema
nervoso central acerca dos niveis sistémicos de pressdo arterial, o qual leva a respostas reflexas
de frequéncia cardiaca e resisténcia periférica, com o objetivo de manutencao da pressao arterial
em uma estreita faixa de variacdo (SVED e GORDON, 1994). Estudos demonstram que reducgéo
na atividade deste mecanismo reflexo é comum em individuos com hipertensdo essencial, e
também em modelos experimentais de hipertensdo (BRISTOW et al, 1969; IRIGOYEN e
KRIEGER, 1998). Além disso, diminui¢do na atividade do barorreflexo tem sido apontada como
um fator de risco para o desenvolvimento de arritmias e morte subita em diversas patologias
cardiovasculares (FARRELL et al, 1991; TAKASE et al, 1992).

GRIPPO et al (2008) demonstraram que em ratos adultos expostos ao ECV
ocorreu reducéo na resposta do barorreflexo induzida por diminuicdo da presséo arterial. Estudos
indicam que a exposicao repetida a0 mesmo estressor também afeta a atividade barorreflexa em
animais adultos (CONTI et al, 2001; PORTER et al, 2004). Entretanto, em uma ampla revisao da
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literatura, nds ndo encontramos nenhum estudo que tenha investigado o efeito do estresse crénico
sobre a atividade barorreflexa em animais adolescentes. Além disso, nenhum estudo comparou o
efeito de diferentes paradigmas de estresse cronico sobre este mecanismo reflexo cardiovascular.

Comprometimento na resposta vascular a agentes vasodilatadores e
vasoconstritores representa um indicador e um marcador de aterosclerose e de alteracdes na
capacidade de contracdo e relaxamento da musculatura lisa vascular (HARRISON et al, 1987;
RESSTEL et al, 2006). Além disso, alteracdo na reatividade vascular tem sido proposta como um
dos mecanismos fisiopatolégicos da hipertensdo (CONWAY, 1958; RESSTEL et al, 2006;
CRESTANI et al, 2011). Estudos in vitro demonstraram que o ECV reduziu a resposta de
relaxamento vascular de agonistas colinérgicos em segmentos de aorta de camundongos, sem
alterar a resposta contratil da fenilefrina (agonista seletivo de adrenoceptores al)
(D'AUDIFFRET et al, 2010; ISINGRINI et al, 2011). Por outro lado, a exposi¢do repetida ao
mesmo estressor (ERR) reduziu a resposta contratil da noradrenalina e aumentou a resposta
vasodilatadora da acetilcolina em anéis de aorta isoladas de ratos (CORDELLINI e
VASSILIEFF, 1998). Esses dados in vitro sugerem que a resposta vascular ao estresse depende
do protocolo de estresse cronico ao qual os animais foram submetidos. Entretanto, ndo existem
dados in vivo relatando o efeito do estresse crénico sobre a reatividade vascular. A reatividade
vascular pode ser testada experimentalmente in vivo através da analise das alteracGes na pressdo
arterial decorrente da infusdo intravenosa de agentes vasoconstritores e vasodilatadores
(RESSTEL et al, 2006; CRESTANI et al, 2011; ENGI et al, 2012). Além disso, ndo existem
evidéncias na literatura do efeito do estresse cronico sobre a reatividade vascular em animais
adolescentes.

Assim, apesar de estudos epidemiologicos e evidéncias experimentais em
humanos e animais fundamentar a hip6tese de uma relacdo entre patologias cardiovasculares e
estresse, 0s mecanismos fisiopatolégicos e a influéncia de fatores como o tipo de estresse e
ontogenia ainda precisam ser esclarecidos. Diante disso, nossa proposta no presente estudo foli
testar as seguintes hipdteses: 1) os efeitos cardiovasculares desencadeados pela exposicdo a
protocolos de estresse cronico estdo relacionados com o paradigma de estresse, de modo que o
ECV e a exposigdo repetida ao mesmo estressor influenciam de maneira diferente a fungéo
cardiovascular; 2) ratos adolescentes, quando comparados com ratos adultos, s&o mais

vulneraveis aos efeitos do estresse cronico sobre a atividade cardiovascular, e as consequéncias
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cardiovasculares do estresse durante a adolescéncia sdo de longa duracéo e perduram até a fase

adulta.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

1) Comparar em ratos adultos e adolescentes os efeitos do ERR e do ECV.

2) Investigar se as alteracOes induzidas pela exposicdo ao ERR ou ao ECV durante
a adolescéncia sdo duradouras e persistem até a fase adulta.

3) Avaliar os efeitos do ERR ou do ECV em animais adultos que foram expostos

aos respectivos protocolos de estresse durante a adolescéncia.

2.2. Objetivos especificos

O objetivo especifico do presente estudo foi investigar os efeitos do estresse por
restricdo repetido (ERR) e do estresse cronico varidvel (ECV) sobre o peso corporal e parametros
somaticos como peso do coracdo, adrenais e timo; sobre os valores basais de corticosterona
plasmatica, pressdo arterial, frequéncia cardiaca (FC); a atividade simpatica e parassimpatica
cardiaca; a atividade cardiaca do barorreflexo; e a reatividade vascular em animais adultos e

adolescentes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar com 28 dias (adolescentes) e 60 dias (adultos).
Todos os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(Botucatu/SP). Os animais foram transferidos para o biotério do laboratério de farmacologia do
Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia, Faculdade de Ciéncias
Farmacétucias (FCFAr/UNESP) no minimo sete dias antes do inicio dos experimentos. Os
animais foram mantidos em condicGes controladas de temperatura (23 + 2°C) e luz (ciclo 12/12
horas, luzes acesas as 7h), com livre acesso a alimento e agua. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FCFAr/UNESP (protocolo: 02/2012).

3.2. Protocolos de estresse cronico

No presente estudo, grupos independentes de animais foram submetidos a dois
protocolos de estresse cronico: o estresse por restricdo repetido (ERR) e o estresse crénico
variavel (ECV). Ambos os protocolos tiveram inicio simultdneo. Os animais controle ndo foram
manipulados, exceto no periodo de limpeza das caixas, sendo mantidos no biotério do laboratério
de farmacologia da FCFAr/UNESP pelo mesmo periodo que os animais submetidos aos
protocolos de estresse cronico. Todas as sessfes de estresse foram realizadas em uma sala
separada do biotério. Os animais foram acomodados em caixas coletivas, sendo 3 animais por

caixa.

3.2.1. Estresse por restricao repetido - ERR

O estresse por restricdo consistiu na introducdo dos animais em tubos cilindricos
plasticos (diametro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados por buracos de % polegada que
preencham aproximadamente 20% do tubo para os animais adultos e diametro=4,5 cm,
comprimento=15 cm, ventilados por buracos de %2 polegada que preencham aproximadamente
20% do tubo para os animais adolescentes) (BARRON e VAN LOON, 1989; MCDOUGALL et
al, 2005; CRESTANI et al, 2009, 2010?% CRUZ et al, 2012). Cada animal foi submetido a sess6es
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diarias com duracdo de uma hora por 10 dias consecutivos (MARIN et al, 2007; CRUZ et al,

2012). Em todas as sessdes o estresse foi iniciado as 9:00 horas.

3.2.2. Estresse cronico variavel - ECV

O ECV, modificado de Ortiz e colaboradores (1996), foi realizado mediante a
exposicdo diaria a diferentes estressores durante 10 dias consecutivos (MARIN et al, 2007;
CRUZ et al, 2012). A Tabela 1 apresenta o protocolo completo do ECV.

Tabela 1 - Protocolo de estresse cronico variavel (ECV).

Dia Tipo de estresse e cronograma

10:00h, restricdo 60 min; 19:00h serragem Umida durante a noite

15:00h, frio (4 ° C) e isolamento por 60 min; 19:00h, as luzes acesas durante a noite

12:00h, luzes apagadas por 180 min; 15:00h, nado forgcado por 4min

07:30h, serragem Umida durante todo o dia; 19:00h, privacéo de alimento/agua durante a noite
13:00h, nado forgado por 3 min; 19:00h, isolamento durante a noite

14:00h, frio (4 ° C) e isolamento por 15 min; 15:00h, luzes apagadas por 120min

19:00h, serragem Umida e luz acesa durante a noite

19:00h, isolamento e privagédo de alimentos/agua durante a noite

© 00 N O o A W DN P

16:00h, estresse por restrigdo por 60min; 19:00h, as luzes acesas durante a noite

10 09:00h, nado forgado por 4 min; 10:00h, estresse por restricdo por 60min

3.3. Canulacdo da artéria e veia femorais

Vinte e quatro horas antes do inicio dos experimentos, os animais foram
anestesiados com tribomoetanol na dose de 250 mg/Kg (i.p.) e um cateter foi implantado na
artéria femoral para registro dos parametros cardiovasculares. Outro cateter foi implantado na
veia femoral para infusdo de farmacos. Apos a implantacdo, os cateteres foram exteriorizados na
regido dorsal do animal e fixados a pele por sutura cirdrgica. ApGs a cirurgia, 0os animais foram
mantidos em camara aquecida dentro de caixas individuais para prevenir hipotermia. Como

medida profilatica, os animais receberam 80.000 Ul de Pentabidtico Veterinario (Fontoura-
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Wyeth, Brasil) aplicados em 0,2 mL (i.m.) e 2,5 mg/kg (s.c.) do analgésico nédo-esteroidal

flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil)

3.4. Registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressao.
A pressdo arterial pulsatil (PAP) foi registrada utilizando um amplificador (Bridge Amp, ML221,
ADInstruments, Australia), conectado a um sistema de aquisicdo de dados computadorizado
(PowerLab 4/30, ML866, ADInstruments, Australia), usando um programa apropriado (Lab
Chart PRO, ADInstruments, Australia). Os valores de pressdo arterial média (PAM), sistolica
(PAS) e diastdlica (PAD), bem como a FC, foram obtidos a partir dos sinais da PAP.

3.5. Avaliacéo da atividade autdmoma cardiaca e da frequéncia cardiaca intrinseca.

A atividade parassimpética e simpatica cardiaca, bem como a frequéncia cardiaca
intrinseca, foram avaliadas através da analise do efeito sobre a frequéncia cardiaca da
administracao intravenosa de metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos)
(3 mg/mi/kg) e propranolol (antagonista de adrenoceptores p) (4 mg/ml/kg) (NEGRAO et al,
1992; SOUZA et al, 2001; SANCHES et al, 2009). O protocolo foi realizado em dois dias,
conforme descrito previamente (NEGRAO et al, 1992; GRIPPO et al, 2002). No dia 1, metade
dos animais em cada grupo experimental recebeu propranolol e 10 minutos ap6s metilatropina. A
outra metade dos animais recebeu o mesmo tratamento em ordem invertida (metilatropina depois
propranolol). Vinte quatro horas ap6s (dia 2), 0s animais receberam novamente o tratamento
combinado com os blogueadores autondmicos cardiacos, mas na ordem oposta ao tratamento
recebido no dia 1.

A atividade simpética cardiaca foi determinada através da andlise da diferenca
entre os valores de frequéncia cardiaca antes e apds o tratamento com propranolol. A atividade
parassimpatica cardiaca foi determinada atraves da analise da diferenca dos valores de frequéncia
cardiaca antes e ap6s o tratamento com metilatropina. A frequéncia cardiaca intrinseca foi
mensurada nos dois dias do protocolo apds o tratamento combinado com propranolol e

metilatropina, e a média das duas medidas foi calculada para cada animal.
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3.6. Infusdo intravenosa de agentes vasoativos

Infusdo intravenosa de fenilefrina (70pg/mL/kg a 0.4 mL/min) (agonista seletivo
dos adrenoceptores al), de nitroprussiato de sédio (NPS) (100ug/mL/kg a 0.8 mL/min) (doador
de dxido nitrico) e de acetilcolina (10 pg/mL/kg a 1.2 mL/min) foi realizado utilizando uma
bomba de infusdo (K.D. Scientific, EUA) (CRESTANI et al, 2006). Fenilefrina e NPS causaram

aumento e reducdo na pressao arterial, respectivamente.

3.7. Avaliacdo da atividade barorreflexa

A andlise foi feita relacionando a variagdo da pressdo arterial média (PAM) com a
variacdo reflexa correspondente da frequéncia cardiaca (FC) utilizando os pontos obtidos da
correlacdo na variacdo da PAM e FC durante as infusbes de fenilefrina e NPS foram tracadas
curvas sigmdides, como descritas na literatura (KORNER et al, 1972; HEAD & MCCARTY,
1987; CRESTANI et al, 2010). A avaliacdo da curva sigmdide foi feita com base em cinco
parametros: 1- platd minimo da frequéncia cardiaca (P1, BPM); 2- platd maximo da frequéncia
cardiaca (P2, BPM); 3- variagdo da FC (AP, BPM, diferenca e P2); 4- pressdo arterial média
(PA50, mmHg, valor de PAM que promove 50% de variagdo na FC) E 5- ganho (G,
BPM/mmHg, inclinac¢&o da porcéo linear da curva) HEAD & MCCARTY, 1987; CRESTANI et
al, 2010). Além disso, partindo dos mesmos pontos obtidos da correlacdo dos valores de PAM e
FC correspondente, foram tracadas curvas de regressdo linear para analise individual da
atividade barorreflexa durante o efeito pressor e depressor da pressao arterial (CRESTANI et al,
2006, 2010).

3.8. Andlise da reatividade vascular

As alteragcdes na PAM causada pelas concentracGes crescentes de fenilefrina (70
pg/mL/kg a 0.4 mL/min), NPS (100 pug/mL/kg a 0.8 mL/min) e acetilcolina (10 pg/mL/kg a 1.2
mL/min) produzida pela infusdo intravenosa destes agentes foram utilizadas para gerar curvas
dose-resposta (RESSTEL et al, 2006; CRESTANI et al, 2011; ENGI et al, 2012). As curvas
dose-resposta foram geradas para cada agente vasoativo usando valores de PAM correspondente
ao tempo de registro cumulativo apés o inicio da infusdo (a cada 2 s). Curvas de regressdo nédo-

linear foram utilizadas para analise das variagdes da PAM. A avaliacdo das curvas foram
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realizada com base em dois parametros: 1- resposta maxima da PAM (Emax); 2- dose que
promove 50% da resposta maxima (ED50) (RESSTEL et al, 2006; CRESTANI et al, 2011,
ENGI et al, 2012).

3.9. Medida de corticosterona plasmatica

A andlise das concentracGes plasmaticas de corticosterona foi realizada utilizando
a técnica de radioimunoensaio, de acordo com protocolo descrito em CRUZ e colaboradores
(2005). Brevemente, o sangue (200uL) foi colhido pela artéria femoral e armazenado em tubos
plasticos com 5uL de heparina. As amostras foram centrifugadas a 2.000 x g durante 15 min a
4°C e o plasma foi separado para dosagem de corticosterona.

Para 0 ensaio de radioimunoensaio, 0 anticorpo para corticosterona liofilizado
(Sigma®) foi ressuspenso em 5mL de Tampao Tris pH 8,0 (0,05M Tris-HCI; 0,1M NacCl; 0,1%
de Azida Sddica) e separado em aliquotas (solucdo estoque) e conservado a —20° C. Durante a
realizacdo do ensaio a solucédo estoque foi diluida em tampdo Tris na proporg¢do de 1:2. Aliquotas
de 20 pl de plasma foram adicionadas em 980 pl de tampao fosfofato e incubadas em banho de
agua a 700C durante 1 hora para deslocamento da corticosterona ligada a globulina plasmatica.
Apos a incubacdo, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e aliquotas de 100 pl
foram transferidas para tubos ependorff contendo 100 pl da solugdo 1:2 do anticorpo para
corticosterona e 3H-corticosterona (10.000 — 20.000 cpm por tubo de ensaio). As amostras foram
incubadas por 12-18 horas a 400C. ApOs a incubacdo, a 3H-corticosterona ndo ligada foi
removida adicionando-se 500 pl de solugdo de carvido ativado seguido de centrifugagao, a 10 rpm
por 10 minutos a 4°C. Apo6s a centrifugacdo, a radioatividade no sobrenadante foi determinada
em espectrofotdmetro de cintilagdo liquida.

3.10. Solugdes e drogas

Tribroetanol, (SIGMA, EUA), fenilefrina (SIGMA), nitroprussiato de sédio
(SIGMA), acetilcolina (SIGMA), uretana (SIGMA, EUA), propranolol (SIGMA) e metilatropina
(SIGMA) foram dissolvidas em salina (NaCl 0,9%). O pentabidtico (Fontoura-Wyeth, Brasil) e o
anti-inflamatorio n&o-esteroidal flunexina meglumine (Banamine®, Schering Plough, Brazil)

foram utilizados como fornecido pelos fabricantes.
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3.11. Andlise estatistica

Os dados foram expressos com média =+ EPM. As medidas de peso corporal no
protocolo 1 foram analisadas usando ANOVA trifatorial considerando os fatores tempo, idade e
estresse. Os demais parametros foram analisados usando a ANOVA bifatorial, considerando os
fatores estresse (controle, ERR e ECV) e idade (adolescentes e adultos) como fatores
independentes. Os protocolos 2 e 3 foram analisados usando ANOVA monofatorial. Para todas
as andlises, foi utilizado o pds-teste de Bonferroni para identificacdo das diferencas entre os
grupos experimentais. Os resultados do teste estatistico com P<0.05 foram considerados

significantes. Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 5 para realizacéo das analises.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Grupos independente de animais foram submetidos aos protocolos de 10 dias de
ERR ou ECV. Os animais controle ficaram em repouso no biotério. Todos os animais foram
submetidos ao procedimento cirdrgico para implantacdo de cateter na artéria e veia femoral no
ultimo dia dos protocolos de estresse cronico, apds a Ultima sessdo de estresse. Os testes
cardiovasculares foram realizados em dois dias, 24 h e 48 h ap06s a cirurgia. Nos dias de
avaliacdo cardiovascular, todos os animais foram levados em suas respectivas caixas para a sala
de experimentacdo e mantidos por 60 minutos, para habituacdo as condi¢cdes de som e
iluminacdo da sala, antes do inicio dos experimentos. No primeiro dia de teste, apds o periodo de
habituacdo, amostras de sangue (200 pL) foram obtidas da canula implantada na artéria femoral
para dosagem dos niveis plasmaticas de corticosterona. Em seguida, cada animal foi conectado
ao sistema de registro cardiovascular em sua respectiva caixa, e foi realizado um registro de pelo
menos 30 minutos para determinacdo dos parametros cardiovasculares basais. Em seguida, 0s
animais receberam infusdes intravenosas de fenilefrina, NPS e acetilcolina de maneira
randomizada. ApoOs as avaliacbes das respostas aos agentes vasoativos, os animais foram
submetidos ao tratamento randomizado com propranolol e metilatropina para analise da
atividade simpética e parassimpatica cardiaca. Vinte quatro horas ap6s, os animais foram
submetidos novamente ao tratamento com os bloqueadores autbnomos na ordem inversa ao
realizado no primeiro dia de experimento. Apos o término dos experimentos, os animais foram
sacrificados com overdose de anestésico (uretana, 1,2 mg/kg, i.p.) e o coracdo, adrenais e timo

foram removidos e pesados.

4.1. Experimento 1: Efeito do estresse cronico sobre a funcédo cardiovascular de ratos

adolescentes e adultos.

Os animais adolescentes iniciaram o protocolo de estresse no dia pds-natal 28 (ver
Fig. 1) e os animais adultos no dia pés-natal 60 (ver Fig. 2). Animais de ambas as idades foram
divididos em trés grupos experimentais:

1) controle

2) estresse por restricdo repetido — ERR

3) estresse cronico variavel — ECV
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Desse modo, como representado nas Figuras 1 e 2, os animais adolescentes foram
submetidos aos protocolos de estresse entre o dia pos-natal 28 e 37, e os testes cardiovasculares
foram realizados nos dias pds-natal 38 e 39; ao passo que os animais adultos foram expostos aos
protocolos de estresse entre o dia pos-natal 60 e 69, e os testes cardiovasculares foram realizados
nos dias pos-natal 70 e 71.

Experimentos

Estresse cronico

(todos oi grupos) :
Dia | 1| l_\

pos-natal

(_-_--

Procedimento cirurgico

Figura 1 - Protocolo experimental para estudo do efeito da exposicdo ao estresse por restricdo repetida e ao

estresse cronico varidvel sobre a fungdo cardiovascular em ratos adolescentes.
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Figura 2 - Protocolo experimental para estudo do efeito da exposi¢do ao estresse por restricdo repetida e ao

estresse cronico varidvel sobre a fungéo cardiovascular em ratos adultos.
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4.2. Experimento 2: Efeitos a longo prazo do estresse crénico durante a adolescéncia.

O objetivo deste protocolo foi investigar as consequéncias na vida adulta da
exposicdo ao estresse cronico na adolescéncia. Para tanto, animais no dia pods-natal 28
(adolescéncia) foram divididos em 3 grupos.

1) controle

2) estresse por restricdo repetido — ERR

3) estresse cronico variavel — ECV

Como representado na Figura 3, os animais foram expostos aos protocolos de
estresse cronico entre o dia pds-natal 28 e 37. Apos esse periodo, os animais foram mantidos em
repouso no biotério por 3 semanas. No dia pos-natal 69, todos os animais foram submetidos ao

procedimento cirdrgico, e os testes cardiovasculares foram realizados nos dias pos-natal 70 e 71.

| Experimentos l

A
1
Estresse cronico §
(todos os grupos) H
i [ |
o gy 37 69 70 71
pos-natal )' |- + + _l

‘ Procedimento cirurgico |

Figura 3 - Protocolo experimental para estudo do efeito a longo prazo da exposi¢do ao estresse por restricdo

repetida e ao estresse cronico variavel sobre a funcao cardiovascular em ratos adultos.
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4.3. Experimento 3: Efeitos do estresse cronico em ratos adultos pré-expostos ao

estresse durante a adolescéncia.

Este protocolo objetivou investigar uma possivel vulnerabilidade ao estresse
durante a fase adulta em animais com historico de exposicao ao estresse durante a adolescéncia.

Para tanto, os animais foram divididos em sete grupos experimentais:

1) Controle + controle (C+C): os animais foram mantidos no Biotério da

adolescéncia até a fase adulta;

— 2) Estresse por restricdo repetido + controle (R+C): os animais foram submetidos ao

protocolo de ERR por 10 dias durante a adolescéncia (iniciado no dia pds-natal 28), e
em seguida foram mantidos sem perturbacdo no Biotério por 31 dias (3 semanas sem
perturbacdo de todos o0s grupos até atingirem a fase adulta, mais 10 dias

correspondente ao periodo de estresse cronico dos animais submetidos ao estresse

Estresse = cronico na fase adulta).
Adolescéncia

3) Estresse crénico variavel + controle (V+C): os animais foram submetidos ao

protocolo de ECV durante a adolescéncia (iniciado no dia pés-natal 28), e em seguida
foram mantidos sem perturbacdo no biotério por 31 dias (3 semanas sem perturbacao
de todos os grupos até atingirem a fase adulta, mais 10 dias correspondente ao periodo

de estresse cronico nos animais submetidos ao estresse crénico na fase adulta);

4) Controle + estresse por restricdo repetido (C+R): os animais foram mantidos
sem perturbacdo no Biotério da adolescéncia até a fase adulta, e no dia pds-natal

59 foi iniciado o protocolo de ERR;

Estresse
Adulto

5) Controle + estresse cronico variavel (C+V): os animais foram mantidos sem

perturbacdo no Biotério da adolescéncia até a fase adulta, e no dia pds-natal 59

foi iniciado o protocolo de ECV.
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6) Estresse por restricdo repetido + estresse por restricdo repetido (R+R): 0s

animais foram submetidos ao protocolo de ERR durante a adolescéncia (iniciado no
dia pos-natal 28), e em seguida foram mantidos por trés semanas sem perturbacéo
no Biotério. Apos esse periodo, foram novamente submetidos ao ERR durante a fase

Adolescéncia adulta (iniciado no dia pos-natal 60);

+ -

Adulto 7) Estresse cronico variavel + estresse cronico variavel (V+V): animais foram

submetidos ao protocolo de estresse cronico varidvel durante a adolescéncia
(iniciado no dia pds-natal 28); e ap0Os trés semanas sem perturbacdo no Biotério
foram novamente submetidos ao estresse cronico variavel durante a fase adulta

(iniciado no dia pos-natal 60).

Como representado na Figura 4, todos os animais foram submetidos ao procedimento
cirurgico no dia po6s-natal 68, e os testes cardiovasculares foram realizados nos dias pés-natal 69

e 70 em todos o0s animais.

Experimentos
todos os grupos

A
1
1
Estressecronico Estressecronico i
ou ou i
Repouso (controle) Repouso (controle) i
]
I \ |
i | |

g T A

Procedimento cirurgico
todos 0s grupos experimentais

Figura 4 - Protocolo experimental para estudo do efeito da exposicdo ao estresse por restricdo repetida e ao
estresse cronico variavel sobre a funcdo cardiovascular em animais adultos que foram expostos ao estresse cronico

durante a adolescéncia e fase adulta.
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5. RESULTADOS

5.1. Experimento 1: Efeito do estresse crénico sobre a funcéo cardiovascular de ratos

adolescentes e adultos.

5.1.1. Efeito do estrese crbnico sobre os parametros somaticos e niveis basais de

corticosterona plasmatica em animais adolescentes e adultos.

Peso Corporal — Animais adultos apresentaram peso corporal maior, em todos os tempos,
quando comparados com adolescentes (P<0.05) (Figura 5). Além disso, 0 ERR (P<0.002) e o
ECV (P<0.001) reduziram o ganho de peso corporal dos animais adultos nos dias 5 e 10 do
protocolo de estresse. No entanto, nem o ERR (P>0.05) nem o CVS (P>0.05) alteraram 0 peso
corporal dos animais adolescentes. N&o houve diferenca entre ERR e ECV em nenhum ponto em
ambos animais, adolescentes (P>0.05) (Figura 5) e adultos (P>0.05) (Figura 5). A analise
estatistica do peso corporal indicou efeito da idade (F(1,105=580, P<0.0001), estresse (F(,105=8,
P<0.003), e tempo (F(2,100=359, P<0.0001) (Figura 5). Além disso, houve interacdo entre 0s
fatores estresse e idade (F(,105=7, P<0.003) e estresse e tempo (Fu,102=9, P<0.001), sem

interacdo dos fatores idade e tempo (F,105=1, P>0.05).
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Figura 5 - Variacdo do peso corporal durante os protocolos de estresse crénico em animais adolescentes e
adultos submetidos aos protocolos de estresse por restrigdo repetida (ERR) e ao estresse cronico variavel (ECV)
Circulos representam a média e as barras o erro padrdo da média (EPM) (n= 5-6 animais por grupo). * P<0.05
quando comparado com o grupo controle na mesma idade; # P<0.05, quando comparado com o respectivo grupo
adolescente. ANOVA acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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Peso do Coracdo - Animais adultos apresentaram peso do coracdo maior (P<0.05), quando
comparados com grupos adolescentes (Tabela 2). Os protocolos de estresse crénico ndo afetaram
0 coragdo em nenhum grupo experimental (P>0.05). A andlise indicou significante efeito da
idade (F(1,30=130, P<0.0001), mas sem efeito do estresse (F,30= 0,7, P>0.5) e interacdo entre
estresse e idade (F30)=0,1, P>0.05) (Tabela 2). A analise do peso relativo do coragdo indicou
um aumento dos valores nos animais expostos tanto ao ERR (P<0.05) quanto ao ECV (P<0.05).
A analise indicou efeito da idade (F(1,30=59, P<0.0001), porém sem efeito do estresse (F,30)= 1,
P>0.05) e interagao entre estresse e idade (F(2,30= 5, P<0.01). (Tabela 2).

Peso das adrenais - Animais adultos apresentaram maior peso das adrenais (P<0.05), quando
comparados com animais adolescentes (Tabela 2). O ECV aumentou o peso da adrenal em
animais adolescentes (P<0.02), quando comparados com o respectivo grupo controle. A andlise
indicou efeito significante da idade (F(1,30=24, P<0.0001) e do estresse (F(,30)= 5, P<0.01), bem
como interacdo entre estresse e idade (F2,30=9, P<0.001) (Tabela 2). O ECV também aumentou
0 peso relativo das adrenais nos animais adolescentes (P<0.0003). A anélise indicou efeito
significante da idade (F(1,30=35, P<0.0001) e do estresse (F@30= 37, P<0.0001), bem como
interacdo entre estresse e idade (F(2,30=68, P<0.0001) (Tabela 2).

Peso do Timo - Animais adultos apresentaram maior peso do timo (P<0.05), quando comparados
com animais adolescentes, porém nenhum dos protocolos afetaram os valores absolutos do timo
nos animais adolescentes e adultos (Tabela 2). A analise do peso absoluto do timo indicou efeito
da idade (F,30=18 P<0.0002), porém sem efeito do estresse (F(,30= 3, P>0.05) e interacdo entre
os fatores estresse e idade (F(2,30=0,2, P>0.05) (Tabela 2). A andlise do peso relativo do timo
indicou que os animais adultos controle tiveram valores menores quando comparados com o
respectivo grupo adolescente. Além disso, a exposi¢cdo ao ERR durante a adolescéncia reduziu o
peso do timo (P<0.05) (Tabela 2). A andlise do peso relativo indicou efeito da idade (F(1,30=20,
P<0.0001), porém sem efeito do estresse (Fp,30= 3, P>0.05) e interagdo entre estresse e idade
(F2,30=1, P>0.05) (Tabela 2).

Corticosterona plasmatica - O protocolo de ERR aumentou os niveis de corticosterona
plasmatica nos animais adolescentes (P<0.001) (Figura 6). A analise indicou diferenca entre
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adolescentes e adultos somente entre os grupos ERR (P<0.05) (Figura 6). A analise estatistica do
nivel de corticosterona plasmatica indicou efeito significante da idade (F(1,30=8, P<0.008) e do
estresse (F,30=9, P<0.001), bem como interacdo entre estresse e idade (F30=15, P<0.0001)
(Figura 6).
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Tabela 2 — Peso do coracdo, da adrenal e do timo em animais adolescentes e adultos apés 10 dias dos protocolos de

estresse por restricdo repetida (ERR) e estresse crénico variavel (ECV).
Coracao Adrenal Timo
Grupos
n Peso Peso Peso Peso Peso Peso
Absoluto  Relativo?  Absoluto Relativo @ Absoluto Relativo @
(mg) (mg) (mg)

Adolescentes

controle 6 730+40 5.1+0.2 50+0.1 0.35+0.01 300+39 2.2+0.2
ERR 7 686+18 4.7+0.1 50+0.1 0.34+0.01 236118 1.6+0.1*
ECV 7 686+36 5.1+0.1 86+9* 0.65+0.03* 243120 1.8+0.1

Adultos

controle 6 1120+84%  3.6+0.2* 88+7* 0.29+0.03 416+30% 1.4+0.2%
ERR 6 1098+38%  4.2+0.1* 85+5* 0.32+0.01 353+47# 1.3+0.2
ECV 6 1060+31% 4.1+0.1* 82+4# 0.31+0.02 328+28* 1.2+0.1%

Os dados sdo apresentados com média £ EPM (N= 5-6 animais por grupo)
@ Peso do 6rgdo (mg) / peso corporal (g).

* P<0.05, quando comparado com o grupo controle na mesma idade.

# P<0.05 quando comparado com o respectivo grupo adolescente.
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Figura 6 - Valores basais de corticosterona plasméatica em animais adolescentes e adultos apds os 10 dias de
exposicao aos protocolos de estresse por restri¢do repetida (ERR) e ao protocolo de estresse crénico variavel (ECV).
Os dados sdo apresentados com média £ EPM (N= 5-6 animais por grupo) * P<0.05, quando comparado com 0
grupo controle na mesma idade; # P<0.05, quando comparado com o respectivo grupo adolescente. ANOVA

acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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5.1.2. Efeito do estresse crdonico sobre os niveis basais de pressdo arterial e FC em

animais adolescentes e adultos.

O protocolo de ECV aumentou a pressao arterial média (PAM), pressao arterial
diastdlica (PAD) e pressédo arterial sistélica (PAS) nos animais adolescentes (PAM: P<0.001,
PAD: P<0.05, PAS: P<0.01) e adultos (PAM: P<0.001, PAD: P<0.05, PAS: P<0.05); ao passo
que o ERR aumentou essas medidas somente nos animais adultos (PAM: P<0.001, PAD:
P<0.001, PAS: P<0.01) (Figura 7). A analise estatistica da PAM e PAD indicou efeito
significante do estresse (PAM: F(32=20, P<0.0001; PAD: F(32=6, P<0.006) e idade (PAM:
F32=21, P<0.0001; PAD: F@,32=11, P<0.002), bem como interacdo entre estresse e idade
(PAM: F232=11, P<0.0003; PAD: F(32=9, P<0.0009) (Figura 7). A andlise estatistica da PAS
indicou efeito significante do estresse (F@32=10, P<0.0006), porém sem efeito da idade
(Fa32=3, P>0.05) e interacdo entre estresse e idade (F2,32=3, P>0.05) (Figura 7).

Animais adultos apresentaram valores da FC basal menores quando comparados
com respectivos grupos adolescentes (controle: P<0.05, ERR: P<0.05, ECV: P<0.05) (Figura 7).
Além disso, ECV aumentou a FC basal nos animais adolescentes (P<0.05) e adultos (P<0.05)
(Figura 7). A anédlise estatistica da FC indicou efeito significante do estresse (Fe32=11,
P<0.0002) e idade (F1,32=64, P<0.001) sem interacdo entre estresse e idade (F(,32=0,01,
P>0.05) (Figura 7).
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Parametros cardiovasculares basais
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Figura 7 - Valores basais de pressdo arterial média (PAM), sistolica (PAS), diastdlica (PAD) e frequéncia
cardiaca (FC) em animais adolescentes e adultos estressados ap6s 10 dias de exposi¢do aos protocolos de estresse
por restrigdo repetida (ERR) e estresse cronico variavel (ECV). Os dados sdo apresentados com média + EPM (N=

5-6 animais por grupo) * P<0.05, quando comparado com o grupo controle na mesma idade; # P<0.05, quando

comparado com o respectivo grupo adolescente. ANOVA acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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5.1.3 Efeito do estresse cronico sobre a atividade autbnoma cardiaca e frequéncia

cardiaca intrinseca (FCi) em animais adolescentes e adultos.

O efeito do tratamento intravenoso (i.v.) com propranolol (antagonista de
adrenoceptores ) e/ou metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos) sobre

a FC é mostrado na Figura 8.

Atividade simpética- A varia¢do da FC (AFC) induzida pela administrac¢do i.v de propranolol foi
menor em animais adultos do grupos controle (P<0.05) e ERR (P<0.05) quando comparados
com 0s respectivos animais adolescentes. Além disso, o ECV aumentou a AFC induzida pela
administragdo i.v propranolol em animais adultos (P<0.01). A analise estatistica indicou efeito
significante da idade (F(1,30=5, P<0.03) e interagdo entre estresse e idade (F30=5, P<0.01),

porém sem efeito do estresse (F,30)=3, P>0.05).

Atividade Parassimpética- A variagdo da FC (AFC) induzida pela administragdo i.v de
metilatropina foi menor no grupo ERR (P<0.05) e ECV (P<0.05) adolescente quando comparado
com o respectivo grupo controle. A analise estatistica ndo indicou efeito do estresse (F(2,30)=3,
P>0.05) e idade (F,30=0.04, P>0.05), nem interacdo entre estresse e idade (F2,30=2, P>0.05).

FC intrinseca- A analise dos valores de FC ap6s o tratamento combinado de metilatropina e
proparanolol indicou reducdo da FCi nos animais adultos do grupo controle (P<0.05), quando
comparados com o respectivo grupo adolescente. Além disso, 0 ERR reduziu a FCi em animais
adolescentes (P<0.05). A andlise estatistica indicou efeito significante da idade(F(1,30=26,
P<0.0001), sem efeito do estresse (F30=2, P>0.05) e interacdo entre estresse e idade
(F2,30=0.8, P>0.05).
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Figura 8 - Variagdo da frequéncia cardiaca (AFC) induzida pela administragdo intravenosa de propranolol
(antagonista de adrenoceptores B) ou metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos) e
frequéncia cardiaca intrinseca (FC intrinseca) observada ap0s a administracdo combinada de metilatropina e
propranolol em animais adolescentes e adultos submetidos aos protocolos de estresse por restricdo repetida (ERR)
ou estresse cronico variavel (ECV). Os dados sdo apresentados com media + EPM (N= 5-6 animais por grupo)
*P<0.05 quando comparado o grupo controle na mesma idade; # P<0.05 quando comparado com o respectivo grupo

adolescente. ANOVA acompanhado do pés-teste de Bonferroni.
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5.1.4. Efeito do estresse cronico sobre a atividade do barorreflexo em ratos adolescentes e

adultos.

A Figura 9 e a Tabela 3 apresentam os resultados das analises de regressdo néo-
linear e linear do barorreflexo. A anélise de regressdo ndo-linear indicou que o ERR aumentou o
P1 (P<0.001), a variagdo da FC (P<0.05) e a PAso (P<0.05) em animais adolescentes, ao passo
que um aumento no P> (P<0.01) e na variacdo da FC (P<0.05) acompanhado por diminui¢do da
PAso (P<0.05) foi observado em animais adultos. O ECV aumentou o P; (P<0.001) e reduziu o
P, (P<0.01) em animais adolescentes, ao passo que reducdo no P; (P<0.05) e na PAso (P<0.001)
e aumento no P2 (P<0.01) foi observado em animais adultos. Animais adultos submetidos ao
ERR apresentaram redugéo do P1 (P<0.05) e da PAso (P<0.05), quando comparados com o seu
respectivo grupo adolescente. Animais adultos sujeitos ao ECV tiveram reducdo no ganho
(P<0.05), P1 (P<0.05) e PAsy (P<0.05), quando comparados com seus pares adolescentes.
Nenhum diferenca foi identifica entre adolescentes e adultos dos grupos controle (P>0.05).

A anélise de regressdo linear foi utilizada para analise individual da atividade
barorreflexa durante o efeito pressor e depressor da pressao arterial. Esta analise indicou que 0s
animais adolescentes submetidos ao ERR apresentaram aumento no ganho da resposta reflexa de
bradicardia (P<0.05), ao passo que um aumentou da resposta de taquicardia reflexa (P<0.05) foi
observada em animais adultos. O ECV aumentou a resposta de bradicardia reflexa em
adolescentes (P<0.05), ao passo que esta resposta foi reduzida (P<0.05) e a resposta taquicardica
do barorreflexo foi aumentada (P<0.01) em animais adultos. Quando comparado com o
respectivo grupo adolescente, os animais adultos submetidos ao ECV apresentaram reducdo da
resposta de bradicardia (P<0.05) e aumento da resposta taquicardica (P<0.05). A resposta de
bradicardia mostrou-se reduzida (P<0.05) em animais adultos sujeitos ao ERR, quando
comparados com seu respectivo grupo adolescente. Nenhum diferenca foi identifica entre

adolescentes e adultos dos grupos controle (P>0.05).
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Figura 9 - Analise de regressdo ndo-linear (graficos superiores) e linear (graficos inferiores) do barorreflexo
correlacionando variagdes de pressdo arterial média (A PAM) e a resposta reflexa de frequéncia cardiaca (A FC) em
animais adultos e adolescentes submetidos ao estresse de restricdo repetido (ERR) ou estresse cronico varidvel
(ECV). Simbolos nas curvas sigmoides indicam a PAse. Circulos representam a média e as barras o erro padrdo da

média na curvas de regressdo linear.
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Tabela 3 — Parametros derivados da analise de regressao nao-linear (Ganho, P, P2, variagdo da FC e PAsg) e linear
(ganho bradicardia e ganho taquicardia) do barorreflexo em ratos adultos e adolescentes submetidos ao protocolo de
estresse por restricao repetido (ERR) ou estresse cronico variavel (ECV) por 10 dias consecutivos.

— Ganho Ganho
Grupo n Ganho P1 P2 Vg;lla:gcao PAso bradicardia  taquicardia
(bpm/mmHg) (bpm) (bpm) (bpm) (mmHg) (bpm/;ang (bpm/mmHg)
Adolescente
Controle 6 -2.4+0.2 -64+4 116+4 18146 442 -1.840.2 -2.610.2
ERR 6 -2.3+0.2 -90+6* 115+7 205+5* 2+2* -2.3£0.1* -3.210.3
ECV 5 -2.240.2 -9145* 85+4* 17745 -4%1 -2.4+0.2* -1.8+0.3
Adulto
Controle 6 -1.9+0.1 -58+2 98+6 155+8 -4+1 -1.7£0.1 -2.2£0.2
ERR 6 -2.1+0.1 -55+4%  129+6*  184+10* S1142%# -1.5+0.1% -3.5+0.2*
ECV 6 -1.5+0.08* 41435 124+6% 1657 -15+1*# -1.120.1% -3.420.2%*
Interacéo Few=1 Fea=12 Fra=12 Fa=6. Fe2=9 Fea=2 Fes=9
P>0.05 P<0.0001 P<0.0001 P<0.007 P<0.0005 P>0.05 P<0.001
Etresse Fea=2 Fea=3 Fea2=6 F(2.3=6 Fea=11 F3,=0.2 Fra)=8
P>0.05 P<0.05 P<0.009 P<0.005 P<0.0003 P>0.05 P<0.001
Idade Fus=12 Fua=71 Fa,32=6 F132=65 Faa=41 Fu22=8 Fu3=6
P<0.001 P<0.0001 P<0.02 P<0.0001 P<0.0001 P<0.005 P<0.01

Valores expressos como média + EPM
* P<0.05 vs grupo controle na mesma idade. # P<0.05 vs respectivo grupo adolescente.
ANOVA bifatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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5.1.5 Efeito do estresse crénico sobre a reatividade vascular a agentes vasoativos em

animais adolescentes e adultos.

Os resultados de reatividade vascular a fenilefrina, acetilcolina e nitroprussiato de

sodio sdo apresentados na Figura 10 e na Tabela 4.

Fenilefrina — A andlise da resposta pressora causada pela infusdo intravenosa de fenilefrina
(agonista seletivo de adrenoceptores a1) indicou que o ERR (P<0.01) e o ECV (P<0.001)
causaram aumento do Emax da curva dose-resposta em animais adolescentes, porém sem afetar a
EDso (P>0.05). Os protocolos de estresse crénico ndo afetaram a resposta da fenilefrina em
animais adultos (P>0.05). Animais adultos do grupo CVS apresentaram resposta reduzida
quando comparados com o seu respectivo grupo adolescente (P<0.05), porém a analise ndo

identificou diferencas entre os animais adolescentes e adultos dos grupos controle (P>0.05).

Acetilcolina — A andlise da resposta depressora causada pela infusdo intravenosa de acetilcolina
indicou que o ERR diminuiu 0 Emax (P<0.05) da curva dose-resposta em animais adolescentes,
porém sem afetar a EDsg (P>0.05). Além disso, 0 ERR aumentou a EDso (P<0.01), sem afetar o
Emax (P>0.05), em animais adultos. O ECV ndo afetou a resposta da acetilcolina tanto em
animais adolescentes (P>0.05) quanto em adultos (P>0.05). A analise ndo identificou diferencas
entre adolescentes e adultos dos grupos controle (P>0.05).

Nitroprussiato de sodio — A andlise da resposta depressora induzida pela infusdo intravenosa de
NPS (doador de 6xido nitrico) indicou que 0 ERR diminuiu 0 Emax (P<0.001) e a EDso (P<0.05)
da curva dose-resposta em animais adultos. O ECV ndo afetou a resposta do NPS tanto em
animais adultos (P>0.05) quanto em adolescentes (P>0.05). Animais adultos do grupo ERR
apresentaram reducdo do Emax (P<0.05) e da EDsp (P<0.05) quando comparados com o
respectivo grupo adolescente, porem comparagfes entre adolescentes e adultos dos grupos
controle ndo indicou diferengas (P>0.05).
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Figura 10 - Variagdes da pressdo arterial média (A PAM) causada pela infusdo intravenosa de doses

crescentes de fenilefrina (Fenil, agonista seletivo de adrenoceptores as), acetilcolina (Ach) e nitroprussiato de sédio

(NPS, doador de 6xido nitrico) animais adolescentes e adultos submetidos ao estresse de restricdo repetido (ERR) ou

ao estresse cronico variavel (ECV). Circulos representam a média e as barras o erro padrdo da média.
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Tabela 4 — Resposta maxima da PAM (Emax) € dose que promove 50% da resposta maxima (EDso) das curvas dose-
resposta para fenilefrina (Fenil), acetilcolina (Ach) e nitroprussiato de sddio (NPS) em ratos adultos e adolescentes
submetidos ao protocolo de estresse por restricdo repetida (ERR) e estresse cronico variavel (ECV) por 10 dias

consecutivos.

Grupo n Fenil Ach NPS
EDSO Emax EDSO Emax EDSO Emax
Adolescente
Controle 0.63+0.03 3242 0.06+0.04 -30+3 1.25+0.05 -48+3
ERR 0.6740.04 42+1* -0.08+0.05 -16+1* 1.23+0.01 -42+2
ECV 0.57+0.04 45+3* 0.07+0.02 -24+4 1.19+0.02 -47+4
Adulto
Controle 0.67+0.02 38+3 -0.001+0.02 -3245 1.25+0.03 -50+3
ERR 0.66%0.05 36+3 0.20+0.08* -27+2% 1.39+0.05*# -23+4%#
ECV 0.65+0.02 35+1% -0.03+0.02 -36+4 1.23+0.03 -51+4
e v R T T
Idade Fea2=2 Fea2=2 F32=0.5 F32=5 Fea2=2 Fe32=15
P>0.05 P>0.05 P>0.05 P<0.01 P>0.05 P<0.0001
SD5 aes  Pdes Beges

Valores expressos como média £ EPM

* P<0.05 vs grupo controle na mesma idade. #P<0.05 vs respectivo grupo adolescente.
ANOVA bifatorial acompanhado do p6s-teste de Bonferroni.
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5.2 Experimento 2: Efeito a longo prazo do estresse cronico durante a adolescéncia.

5.2.1. Efeito a longo prazo do estresse cronico durante a adolescéncia sobre os

parametros somaticos e nivel basal de corticosterona plasmatica.

Peso corporal - A anélise do peso corporal de animais adultos que foram estressados durante a
adolescéncia indicou efeito significante do tempo (F(1,68=347, P<0.0001), porém sem efeito do
estresse (F,68y=1, P>0.05) ou interacdo entre tempo e estresse (F,68=0,5, P>0.05) (Figura 11).

Peso do Coracdo — A exposicdo aos protocolos de estresse cronico durante a adolescéncia nao

afetou o peso coracdo na idade adulta (P>0.05) (Tabela 5).

Peso das adrenais - A exposicdo aos protocolos de estresse cronico durante a adolescéncia nao

afetou o peso das adrenais na idade adulta (P>0.05) (Tabela 5).

Peso do timo - A exposi¢do aos protocolos de estresse cronico durante a adolescéncia ndo afetou
0 peso do timo na idade adulta (P>0.05) (Tabela 5).

Corticosterona plasmética - A Figura 12 mostra o efeito do estresse cronico sobre 0s niveis
basais de corticosterona plasmatica. A analise estatistica indicou que a exposicdo ao estresse
crénico durante a adolescéncia afeta os niveis basais de corticosterona plasmatica nos animais
adultos (F19=9, P<0.003). Teste post-hoc revelou que a exposicdo ao ERR durante a
adolescéncia aumentou os niveis basais de corticosterona plasméatica durante a fase adulta
(P<0.0002).
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Figura 11 - Variacdo do peso corporal durante os protocolos de estresse crénico em animais adultos
estressados durante adolescéncia apds os 10 dias do protocolo de estresse por restricdo repetida (ERR) ou estresse
cronico variavel (ECV). Circulos representam a média e as barras o erro padrdo da média (EPM) (n= 5-6 animais
por grupo). * P<0.05 quando comparado com o grupo controle na mesma idade. ANOVA acompanhado do pés-teste
de Bonferroni.

Tabela 5 — Peso do coragdo, da adrenal e do timo em animais adultos estressados durante adolescéncia ap6s os 10
dias dos protocolos de estresse por exposicao repetida (ERR) ou ao estresse cronico variavel (ECV).

Coracao Adrenal Timo
Grupos
Peso Peso Peso Peso Peso Peso
n Absoluto  Relativo @ Absoluto Relativo 2 Absoluto Relativo 2
(mg) (mg) (mg)
1100443 4.0+0.2 92+8 0.34+0.03 425+31 1.5+0.1
Controle 6
ERR 7 1036459 3.5+0.1 107+7 0.37+0.03 450+43 1.5+0.1
ECV 7 1100453 4.0+0.1 107+7 0.39+0.03 557+56 2.0+0.1
F19=0.5 Fe19=3 Fei9=1 F19=0.5 Fe19=2 Fe19=3
P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05

Os dados sdo apresentados com média + EPM (N= 5-6 animais por grupo)
a Peso do 6rgdo (mg) / peso corporal (g).
*P<0.05, quando comparado com 0 grupo controle.
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Figura 12 - Valores basais de corticosterona plasmatica em animais adultos estressados durante a
adolescéncia apés os 10 dias do protocolo de estresse por restrigdo repetida (ERR) ou estresse cronico variavel
(ECV). Os dados sdo apresentados com média + EPM (N= 5-6 animais por grupo) * P<0.05, quando comparado
com o grupo controle; ANOVA acompanhado do p6s-teste de Bonferroni.
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5.2.2 Efeito a longo prazo do estresse crénico durante a adolescéncia sobre os parametros

cardiovasculares basais.
A exposicdo ao ERR ou ao ECV durante a adolescéncia ndo afetou os parametros

basais de PAM (F19=2, P>0.05), PAD (Fi9=4, P>0.05), PAS (F(219=0.3, P>0.05) ou FC

(F2,19=0.5, P>0.05). (Figura 13) na idade adulta.
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Figura 13 - Valores basais de pressdo arterial média (PAM), sistélica (PAS), diastolica (PAD) e frequéncia
cardiaca (FC) em animais adultos estressados durante a adolescéncia ap6s os 10 dias do protocolo de estresse por
restricdo repetida (ERR) ou estresse crénico variavel (ECV). Os dados sdo apresentados com média + EPM (N= 5-6

animais por grupo) * P<0.05, quando comparado com o grupo controle; ANOVA acompanhado do pés-teste de

Bonferroni.
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5.2.3. Efeito a longo prazo do estresse cronico durante a adolescéncia sobre a atividade

autdbnoma cardiaca e FC intrinseca.

O efeito do tratamento intravenoso (i.v.) com propranolol (antagonista de
adrenoceptores ) e/ou metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos) sobre

a FC é mostrado na Figura 14.

Atividade simpatica- A exposicdo ao estresse cronico durante a adolescéncia ndo afetou a AFC

induzidos pela administracdo de propranolol na idade adulta (F,19=3, P>0.05).

Atividade parassimpética- A exposi¢do ao estresse cronico durante a adolescéncia ndo afetou a
AFC induzidos pela administragdo metilatrolpina na idade adulta (F,19=1, P>0.05).

FC intrinseca- A analise dos valores de FC ap6s o tratamento combinado de metilatropina e
proparanolol indicou que nem a exposi¢cdo ao ERR nem ao ECV afetaram a FCi na idade adulta
(Fe,19=1, P>0.05).
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Figura 14 - Variagdo da frequéncia cardiaca (AFC) induzida pela administragdo intravenosa de propranolol
(antagonista de adrenoceptores B) ou metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos) e
frequéncia cardiaca intrinseca (FC intrinseca) observada apds a administracdo combinada de metilatropina e
propranolol em animais adultos estressados durante a adolescéncia submetidos aos protocolos de estresse por
restricdo repetida (ERR) ou estresse crénico variavel (ECV). Os dados sdo apresentados com média £ EPM (N= 5-6
animais por grupo) * P<0.05 quando comparado o grupo controle; # P<0.05 quando comparado com o respectivo

grupo adolescente. ANOVA acompanhado do pés-teste de Bonferroni.
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5.2.4. Efeito a longo prazo do estresse cronico durante a adolescéncia sobre a atividade

do barorreflexo.

A exposicdo ao ERR ou ECV durante a adolescéncia ndo afetou nenhum dos
parametros das analises de regressao nao-linear e linear do barorreflexo (P>0.05) avaliada na
idade adulta (Figura 15, Tabela 6).
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Figura 15 - Andlise de regressdo ndo-linear (grafico superior) e linear (grafico inferior) do barorreflexo
correlacionando variacfes de pressdo arterial média (A PAM) e a resposta reflexa de frequéncia cardiaca (A FC) em
animais adultos que foram submetidos durante a adolescéncia ao estresse por restricao repetida (ERR) ou ao estresse
cronico varidvel (ECV). Simbolos nas curvas sigmoides indicam a PAse. Circulos representam a média e as barras o

erro padrdo da média nas curvas de regressao linear.
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Tabela 6 — Pardmetros derivados da analise de regressdo ndo linear (Ganho, P1, P», variagdo da FC e PAsg) e linear
(ganho bradicardia e ganho taquicardia) do barorreflexo em ratos adultos que foram submetidos ao protocolo de
estresse por restricdo repetida (ERR) ou estresse crbnico varidvel (ECV) por 10 dias consecutivos durante a

adolescéncia.

Ganho p p Variagdo Ganho Ganho
Grupo n (bpm/mmHg) (b :n) (b Zm) daFC PAso bradicardia  taquicardia
P g P P (bpm) (mmHg)  (bpm/mmHg)  (bpm/mmHg)
Adulto estressado
durante a adolescéncia
Controle 5 -2.740.3 -75+8 10149 178+17 -3+2 -2.0£0.3 -2.610.4
ERR 6 -2.3+0.2 -75+6 102+12 179+12 -4.42 -2.4+0.3 -2.810.3
ECV -2.1+0.3 -85+6 115412 199+14 -5+4 -2.240.2 -2.910.6
F(2,1g)=0.3 F(2‘1g)=0.6 F(2,1g)=0.5 F(2,19)=O.6 F(2,19)=O.2 F(z‘lg)=0.5 F(2,19)=0.2
P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05

Valores expressos com media + EPM
ANOVA monofatorial acompanhado do pés-teste de Bonferroni.
*P<0.05, quando comparado com o grupo controle.
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5.2.5. Efeito a longo prazo do estresse cronico durante a adolescéncia sobre a reatividade

vascular a agentes vasoativos.

A anélise do Emax € da EDso das curvas dose-resposta do agente vasoconstritor
fenilefrina, bem como dos agentes vasodilatadores acetilcolina e NPS ndo indicou efeito durante

a fase adulta da exposicéo ao ERR e ECV durante a adolescéncia (Figura 16 e Tabela 7).
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Figura 16 - VariagBes da pressdo arterial média (A PAM) causada pela infusdo intravenosa de doses
crescentes de fenilefrina (Fenil, agonista seletivo de adrenoceptores a1), acetilcolina (Ach) e nitroprussiato de sodio
(NPS, doador de déxido nitrico) em animais adultos que foram submetidos durante a adolescéncia ao estresse de
restricdo repetido (ERR) ou ao estresse crénico variavel (ECV). Circulos representam a média e as barras o erro

padrdo da média.
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Tabela 7 — Resposta maxima da PAM (Emax) € dose que promove 50% da resposta maxima (EDso) das curvas dose-
resposta para fenilefrina (Fenil), acetilcolina (Ach) e nitroprussiato de sédio (NPS) em ratos adultos adultos que
foram submetidos ao protocolo de estresse por restricdo repetida (ERR) ou ao estresse crénico variavel (ECV) por

10 dias consecutivos.

Grupo n Fenil

Ach SNP.
EDSO Emax EDSO Emax EDSO Emax
Adulto estressado durante
a adolescéncia
Controle 5 0.66+0.05 47+4 0.06+0.02 -27+3 1.39+0.04 -40+5
ERR 6 0.54+0.02 4342 0.05+0.03 -27+3 1.30+0.04 -41+4
ECV 6 0.62+0.04 4543 0.06+0.02 -26+3 1.01+0.1 -47+4
F,19=0.6 F219=0.5 Fe19=0.1 Fe19=0.1 Fe19=2 F19=0.7
P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05

Valores expressos com media + EPM

ANOVA monofatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni

*P<0.05, quando comparado com o grupo controle.
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5.3. Experimento 3: Efeitos do estresse cronico em ratos adultos pré-expostos ao

estresse durante a adolescéncia.

5.3.1 Efeitos do estresso crénico sobre os parametros somaticos e nivel basal de

corticosterona plasmatica em ratos adultos pré-expostos ao estresse durante a adolescéncia.

A Figura 17 mostra os efeitos sobre o peso corporal da exposi¢édo ao ERR ou ao
ECV durante a adolescéncia e/ou a fase adulta. A Tabela 8 mostra os efeitos sobre o peso do

coracdo, das adrenais e do timo.

Peso Corporal — A analise estatistica indicou efeito significativo do estresse (F46=13,
P<0.0001). Andlise post-hoc revelou que a exposicdo ao ERR (P<0.05) ou ao ECV (P<0.05)
durante a idade adulta reduziu o peso corporal. Entretanto, a exposic¢do tanto ao ERR quanto ao
ECV durante a adolescéncia (ERR: P>0.05, ECV: P>0.05) ou a exposicdo repetida aos
protocolos de estresse durante a adolescéncia e a fase adulta (ERR: P>0.05, ECV: P>0.05) ndo

afetaram o peso corporal.

Peso do Coracdo - A analise estatistica do peso absoluto do cora¢do ndo indicou efeito
significativo dos protocolos de estresse (F46=2, P>0.05). Entretanto, os protocolos de estresse
afetaram o peso relativo do coracdo (F.46=9, P<0.0001). A analise post-hoc revelou que a
exposi¢do ao ERR (P<0.05) ou ao ECV (P<0.01) durante a fase adulta aumentou o peso relativo
do coracdo. Entretanto, a exposicdo aos protocolos de estresse durante a adolescéncia (ERR:
P>0.05, ECV: P>0.05) ou a exposicdo repetida durante a adolescéncia e a fase adulta nao
afetaram o peso do coracdo (ERR: P>0.05, ECV: P>0.05).

Peso das adrenais — A analise estatistica do peso absoluto das adrenais indicou efeito
significativo do estresse (Fe.46=11, P<0.0001). Analise post-hoc revelou que a exposi¢do ao
ERR ou ao ECV durante a adolescéncia (ERR: P<0.05, ECV: P<0.05), bem como a exposi¢ao
durante a adolescéncia + fase adulta (ERR: P<0.001, ECV: P<0.001), aumentaram o peso das
adrenais. A analise do peso relativo das adrenais ndo indicou efeito significativo dos protocolos

de estresse cronico (F,46=2, P>0.05).
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Peso do Timo — A analise do peso absoluto (F.46=2, P>0.05) e relativo (F,46=1, P>0.05) do

timo néo indicou efeito significativo dos protocolos de estresse em nenhuma idade.

Corticosterona plasmatica — A Figura 18 mostra os efeitos sobre o0s niveis basais de
corticosterona plasmatica apds a exposicdo ao ERR ou ao ECV durante a adolescéncia e/ou a
fase adulta. A analise estatistica indicou efeito significativo dos protocolos de estresse (Fs 46 =5,
P<0.0005). A anélise post-hoc revelou que a exposi¢do ao ECV durante a adolescéncia + fase

adulta elevou os niveis plasmaticos de corticosterona.



66

1 controle
] ERR
400, [ ECV
G #
= 300™ ™ = 2
o &
g_ -
o 200+
o
0
8 100-
o.
0-— — —— ——
Estresse Estresse Adolescéncia
adolescéncia adulto +
Adulto

Figura 17 - Peso corporal dos animais adultos expostos aos protocolos de estresse por restricdo repetido
(ERR) ou estresse cronico varidvel (ECV) durante a adolescéncia (estresse entre os dias pds-natal 28-37), durante a
fase adulta (estresse entre os dias pds-natal 59-68) ou a exposi¢do ao estresse na adolescéncia e na fase adulta
(adolescéncia+adulto). *P<0.05 quando comparado com o grupo controle, * P<0.05 quando comparado com o
respectivo grupo estressado na fase adulta. ANOV A monofatorial acompanhado do pos-teste de Bonferroni.
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Tabela 8 — Peso do coracdo, das adrenais e do timo de animais adultos expostos aos protocolos de estresse por
restricdo repetido (ERR) ou estresse cronico variavel (ECV) durante a adolescéncia (estresse entre os dias pds-natal
28-37), durante a fase adulta (estresse entre os dias pés-natal 59-68) ou a exposicdo repetida na adolescéncia e na
fase adulta (adolescéncia+adulto).

Coracao Adrenal Timo
Grupos n
Peso Peso Peso Peso Peso Peso
Absoluto Relativo 2 Absoluto Relativo @ Absoluto Relativo 2
(mg) (mg) (mg)
7
Controle 1002454  3.4+0.2 86+5.0 0.29+0.02 433433 1.6+0.06
Estresse na
adolescéncia
ERR 7 997+31 3.310.1 104+3.0* 0.36+0.01 389+34 1.5+0.06
ECV 7 1129+44 3.620.1 105+2.0* 0.35+0.01 465+40 1.6£0.1
Estresse na fase
adulta
ERR 7 1062+48 4.4+0.2* 84+3.0 0.35+0.02 359+36 1.5+0.2
ECV 7 1037435  4.6+0.3* 90+5.0 0.35+0.02 336421 1.5+0.1
Adolescéncia +
adulto
ERR 6 965+38 312027 117£3.0%%  040+0.03*  405+22 1.3+0.05
ECV 6 988+17 3.2+0.1" 114+3.0* 0.38+0.01 380+15 1.2+0.08

Os dados sdo apresentados com média £ EPM (n= 6-7 animais por grupo)
@ Peso do drgdo (mg) / peso corporal (g).
* P<0.05, quando comparado com o grupo controle, # p<0.05, quando comparado com o respectivo grupo

estressado na fase adulta, & P<0.05, quando comparado com o respectivo grupo estressado na adolescéncia.
ANOVA monofatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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Figura 18- Valores basais de corticosterona plasmatica de animais adultos expostos aos protocolos de
estresse por restricdo repetido (ERR) ou estresse cronico variavel (ECV) durante a adolescéncia (estresse entre 0s
dias pos-natal 28-37), durante a fase adulta (estresse entre os dias pds-natal 59-68) ou a exposicdo repetida na
adolescéncia e na fase adulta (adolescéncia+adulto). *P<0.05 quando comparado com o grupo controle, # P<0.05
quando comparado com o respectivo grupo estressado na fase adulta. ANOVA monofatorial acompanhado do pés-

teste de Bonferroni.
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5.3.2. Efeitos do estresso cronico sobre os parametros basais de pressdo arterial e

frequéncia cardiaca em ratos adultos pré-expostos ao estresse durante a adolescéncia.

A Figura 19 mostra os efeitos sobre os parametros basais de pressao arterial média
(PAM), sistolica (PAS) e diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC) da exposicdo ao ERR ou
ao ECV durante a adolescéncia e/ou a fase adulta.

A exposi¢do ao ERR (PAM: P<0.001, PAS: P<0.05, PAD: P<0.001) ou ao ECV
(PAM: P<0.05, PAS: P<0.05, PAD: P<0.05) durante a fase adulta elevaram os valores de pressao
arterial. A exposicdo ao ERR (PAM: P<0.001, PAS: P<0.001, PAD: P<0.01) e ao ECV (PAM:
P<0.05, PAS: P<0.05, PAD: P<0.05) durante a adolescéncia + fase adulta também elevaram os
valores basais de pressao arterial, porém os valores ndo foram diferentes daqueles observados
nos respectivos grupos estressados somente na fase adulta (PAM: P>0.05, PAS: P>0.05, PAD:
P>0.05). A anélise estatistica da PAM (F46=8, P<0.0001), PAS (F.46=4, P<0.002) e PAD
(Fe.46)=7, P<0.0001) indicou efeito significativo dos protocolos de estresse.

A exposicdo ao ECV durante a fase adulta (P<0.05) e a exposicdo repetida ao
ERR na adolescéncia + fase adulta (P<0.01) elevaram os valores basais de FC. A andlise
estatistica dos valores basais de FC também indicou efeito significativo dos protocolos de
estresse (F,46)=4, P<0.002).
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Figura 19 - Valores basais de pressdo arterial média (PAM), sistélica (PAS), diastélica (PAD) e frequéncia

cardiaca (FC) em animais adultos expostos aos protocolos de estresse por restricdo repetido (ERR) ou estresse

cronico variavel (ECV) durante a adolescéncia (estresse entre os dias poés-natal 28-37), durante a fase adulta

(estresse entre os dias pOs-natal

59-68) ou a exposicdo repetida na adolescéncia e na fase adulta

(adolescéncia+adulto). *P<0.05 quando comparado com o grupo controle. ANOVA monofatorial acompanhado do

pos-teste de Bonferroni.
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5.3.3. Efeito do estresse cronico sobre a atividade autondma cardiaca e a FC intrinseca

(FCi) em animais adultos pré-expostos ao estresse durante a adolescéncia.

O efeito do tratamento intravenoso (i.v.) com propranolol (antagonista de
adrenoceptores ) e/ou metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos) sobre

a FC é mostrado na Figura 20.

Atividade simpética- A exposicdo ao ECV durante a fase adulta (P<0.01) e a exposi¢cdo ao ERR
(P<0.05) ou ao ECV (P<0.05) durante a adolescéncia + fase adulta aumentaram a resposta de
redugdo da AFC induzida pela administracdo i.v de propranolol. A analise estatistica indicou

efeito significativo dos protocolos de estresse (F,45=4, P<0.002).

Atividade Parassimpética- A variagdo da FC (AFC) induzida pela administragdo i.v de
metilatropina ndo indicou efeito significativo dos protocolos de estresse crénico (F45=0.8,
P>0.05).

FC intrinseca- A andlise dos valores de FCi apds o tratamento combinado de metilatropina e
proparanolol indicou que animais expostos ao ECV na adolescéncia + fase adulta apresentaram
valores reduzidos de FC intrinseca (P<0.05). A analise estatistica indicou efeito significativo dos
protocolos de estresse (F45=3, P<0.004).
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Figura 20 - Variagdo da frequéncia cardiaca (AFC) induzida pela administragio intravenosa de propranolol
(antagonista de adrenoceptores ) ou metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos) e valores
de frequéncia cardiaca ap0s a administracdo combinada de metilatropina e propranolol (FC intrinseca) em animais
adultos expostos aos protocolos de estresse por restricao repetido (ERR) ou estresse cronico variavel (ECV) durante
a adolescéncia (estresse entre os dias pos-natal 28-37), durante a fase adulta (estresse entre os dias pés-natal 59-68)
ou expostos aos protocolos de estresse na adolescéncia e na fase adulta (adolescéncia+adulto). *P<0.05 quando

comparado com o grupo controle. ANOVA monofatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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5.3.4. Efeito do estresse crénico sobre a atividade do barorreflexo em animais adultos pré-

expostos ao estresse durante a adolescéncia.

A Figura 21 e a Tabela 9 apresentam os resultados das analises de regressédo néo-
linear e linear do barorreflexo. A analise de regressdo nao-linear do barorreflexo indicou que a
exposicdo ao ERR ou ao ECV na adolescéncia e na fase adulta elevaram os valores obtidos nos
parametros G (P<0.05) e P> (P<0.05), a0 passo que somente 0 ERR (P<0.05) afetou esses
parametros nos animais re-expostos ao protocolo de estresse na adolescéncia e na fase adulta.
Além disso, os valores de P1 foram menores nos animais expostos ao ERR ou ao ECV durante a
adolescéncia (P<0.05) e durante adolescéncia + fase adulta (P<0.05), ao passo que os valores
foram maiores nos animais expostos a0 ECV na fase adulta (P<0.05). A variacdo de FC foi
elevado pelo ERR independente da idade dos animais (P<0.05), ao passo que o ECV elevou esse
parametro somente nos animais adolescentes (P<0.05). Nenhum dos protocolos de estresse
afetaram o parametro PA50 em nenhuma das idades (P>0.05).

A avaliacgdo individual da funcédo barorreflexa durante o efeito pressor e depressor
da pressdo arterial através da andlise de regressdo linear indicou que a resposta de bradicardia
reflexa foi aumentada por ambos os protocolos de estresse crénico nos animais adolescentes
(P<0.05) e naqueles sujeitos a exposicao repetida durante adolescéncia + fase adulta (P<0.05), ao
passo que somente 0 ECV reduziu essa resposta nos animais adultos (P<0.05). A resposta de
taquicardia reflexa foi facilitada pelo ECV nos animais adolescentes (P<0.05) e por ambos 0s

protocolos de estresse nos animais adultos (P<0.05).
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Figura 21 - Analise de regressdo ndo-linear (grafico superior) e linear (grafico inferior) do barorreflexo

correlacionando variagdes de pressdo arterial média (A PAM) e a resposta reflexa de frequéncia cardiaca (A FC) em

animais adultos expostos aos protocolos de estresse por restri¢do repetido (ERR) ou estresse cronico variavel (ECV)

durante a adolescéncia (estresse entre os dias pds-natal 28-37), durante a fase adulta (estresse entre os dias pds-natal

59-68) ou expostos aos protocolos de estresse na adolescéncia e na fase adulta (adolescéncia+adulto). Simbolos nas

curvas sigmoides indicam a PAso. Circulos representam a média e as barras o erro padrdo da média nas curvas de

regressao linear.



75

Tabela 9 — Parametros derivados da analise de regressao nao-linear (Ganho, P, P2, variagdo da FC e PAsg) e linear
(ganho bradicardia e ganho taquicardia) do barorreflexo ) em animais adultos expostos aos protocolos de estresse
por restrigdo repetido (ERR) ou estresse cronico variavel (ECV) durante a adolescéncia (estresse entre os dias pds-
natal 28-37), durante a fase adulta (estresse entre os dias p6s-natal 59-68) ou expostos aos protocolos de estresse na
adolescéncia e na fase adulta (adolescéncia+adulto).

Ganho P, P, Variagao Ganho Ganho
Grupo n daFC PAso bradicardia taquicardia
(bpm/mmHig) (bpm) (bpm) (bpm) (mmHg) (bpm/mmHg) (bpm/mmHg)
Controle 7 -0.9+0.1 -54+3 81+9 129+10 -5+2 -1.7£0.1 -2.1+0.3
Estresse adolescéncia
ERR 7 -1.740.1* -79#5*  110+11*  199+14* -6+2 -2.3+0.3* -2.8+0.4
ECV 7 -2.2+0.2* -80+9*  116+11*  210+22* -8+2 -2.3+0.3* -3.0+0.4*
Estresse fase adulta
ERR 7 -2.0+0.1* -59+6%  114+4* 171+8* -6+1 -1.740.2% -3.0£0.2*
ECV 7 -1.8+0.1* -40+2*&  110+6* 149+8 -12+2 -1.1+0.1*% -2.910.3*
Estresse adolescéncia
e fase adulta
ERR 6 -2.0£0.2* S77+#9*  111#15*  188+21* -6+3 -2.4+0.3* -2.810.5
ECV 6 -1.240.3% 71+7* 89+5& 156412 -0.5+3 -2.6+0.3* -2.4+0.2
F652=65 F(6,52=36 F52=19 Fes2=4 Fe52=2 F52=34 F52=8
P<0.0001 P<0.0001  P<0.0001 P<0.003 P>0.05 P<0.0001 P<0.0001

Valores expressos como média + EPM

* P<0.05, quando comparado com o grupo controle, # p<0.05, quando comparado com 0 respectivo grupo

estressado na fase adulta, & P<0.05, quando comparado com o respectivo grupo estressado na adolescéncia.
ANOVA monofatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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5.3.5 Efeito do estresse crénico sobre a reatividade vascular a agentes vasoativos em

animais adultos pré-expostos ao estresse durante a adolescéncia.

Os resultados de reatividade vascular a fenilefrina e ao nitroprussiato de sédio séo

apresentados na Figura 22 e na Tabela 10.

Fenilefrina — A andlise da resposta pressora causada pela infusdo intravenosa de fenilefrina
(agonista seletivo de adrenoceptores o1) indicou que nenhum dos protocolos afetaram a EDsg em
nenhuma das condic¢des. O ECV (P<0.05) durante a fase adulta reduziu o Emax, porém esse efeito
ndo foi observado nos animais pré-expostos a esse estressor durante a adolescéncia (grupo
adolescente+adulto) (P>0.05).

Nitroprussiato de sodio — A andlise da resposta depressora induzida pela infusdo intravenosa de
NPS (doador de éxido nitrico) indicou que nenhum dos protocolos de estresse afetaram a ED50
em nenhuma das condicdes. Entretanto, o ERR na fase adulta diminuiu o Emax da curva dose-
resposta (P<0.05), porém esse efeito ndo foi identificado nos animais pré-expostos a esse

estressor durante a adolescéncia (grupo adolescente + adulto).
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Figura 22 - Variagdes da pressdo arterial média (A PAM) causada pela infusdo intravenosa de doses
crescentes de fenilefrina (Fenil, agonista seletivo de adrenoceptores a1) e nitroprussiato de sédio (NPS, doador de
6xido nitrico) em animais adultos expostos aos protocolos de estresse por restricdo repetido (ERR) ou estresse
cronico variavel (ECV) durante a adolescéncia (estresse entre os dias po6s-natal 28-37), durante a fase adulta
(estresse entre os dias pds-natal 59-68) ou expostos aos protocolos de estresse na adolescéncia e na fase adulta

(adolescéncia+adulto). *P<0.05 quando comparado com o grupo controle. ANOVA monofatorial acompanhado do

pos-teste de Bonferroni.
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Tabela 10 — Resposta maxima da PAM (Emax) € dose que promove 50% da resposta maxima (EDsp) das curvas
dose-resposta para fenilefrina (Fenil) e nitroprussiato de sédio (NPS) ) em animais adultos expostos aos protocolos
de estresse por restricdo repetido (ERR) ou estresse cronico variavel (ECV) durante a adolescéncia (estresse entre 0s
dias pds-natal 28-37), durante a fase adulta (estresse entre os dias pds-natal 59-68) ou expostos aos protocolos de
estresse na adolescéncia e na fase adulta (adolescéncia+adulto).

Grupos n Fenil NPS
EDSO Emax EDSO Emax
Controle 7 0.66+0.03 43+4 1.21+0.04 -47+3

Estresse na adolescéncia
ERR 7 0.61+0.02 47+2 1.12+0.05 -44+3
ECV 7 0.57+0.01 4942 1.22+0.03 -42+2

Estresse na fase adulta
ERR 7 0.66+0.04 38+4 1.31+0.03 -32+4*
ECV 7 0.61+0.04 31+5* 1.23+0.04 -48+2

Estresse na adolescéncia e na

fase adulta
ERR 6 0.63+0.05 47+5" 1.26+0.02 -41+6
ECV 6 0.60+0.04 42+47& 1.20+0.02 -48+4
F(ey50)=1.2 F(5150)=20 F(5153)=2.0 F(6,53):3
P>0.05 P<0.0001 P>0.05 P<0.02

Valores expressos como média = EPM
* P<0.05, quando comparado com o grupo controle, # p<0.05, quando comparado com o respectivo

grupo estressado na fase adulta, & p<0.05, quando comparado com o respectivo grupo estressado na
adolescéncia.
ANOVA monofatorial acompanhado do p6s-teste de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

Os resultados referentes a comparacdo dos efeitos do ERR e do ECV em animais

adolescentes e adultos (experimento 1), bem como os efeitos a longo prazo do estresse durante a

adolescéncia (experimento 2) sdo sumarizados na Tabela 11. A Tabela 11 também sumariza os

achados dos efeitos do ERR e do ECV em animais adultos pré-expostos aos respectivos
protocolos de estresse durante a adolescéncia (experimento 3).




Tabela 11 — Resumo do efeito da exposicdo ao ERR ou ao ECV durante a adolescéncia e/ou na idade adulta.

80

Adolescéncia Fase Adolescéncia
Periodo de (Revertido na adulta +
eXDOSICAD 40 fase adulta?) fase adulta
POsIC (vulnerabilidade?)
estresse
ERR ECV ERR ECV ERR ECV
Parémetros
somaticos
Peso corporal # - - ! ! - -
Peso coracdo # - - 1 1 - -
Peso adrenal - 1(sim) - - 1(sim) 1(sim)
Peso timo * 1(sim) 1*(sim) - - - -
Eixo HPA
Corticosterona 1(ndo) - - - - 1(sim)
Cardiovascular
basal
Pressdo arterial - 1(sim) 1 1 1(n&o) 1(néo)
FC* - 1(sim) - 1 1(sim) -
Atividade
autébnoma
Atividade simpatica # - - - 1 1(sim) 1(n&o)
Atividade parassimpética 1(sim) 1(sim) - - - -
FC intrinseca # 1(sim) - - - - 1(sim)
Bradicardia reflexa 1(sim) 1(sim) - l 1(sim) 1(sim)
Taquicardia reflexa - 1(sim) 0 1 1(n4o) -
Funcéo
vascular
Resposta pressora da
fenilefrina T(sim) T(sim) -- -- -- --
Resposta depressora da
acetilcolina L(sim) -- l -- -- --
Efeito depressor do _ _ ! _ -- --

Nitroprussiato de sddio

Setas para cima e para baixo indicam significante aumento ou diminuicdo, respectivamente.

* Estatisticamente ndo significante, porém relevante (diminuigéo de 20%).
# diferenca adolescente vs adulto no grupo controle.

PR

“Sim” e “Nao” entre parénteses nos “grupos adolescéncia” indica se os efeitos foram revertidos na vida adulta
(experimento 2). As designacdes entre parénteses nos “grupos adolescéncia + fase adulta” indicam uma
vulnerabilidade, na qual foi identificada quando a resposta observada nesses animais foi maior ou diferente daquela

identificada nos animais submetidos aos protocolos de estresse somente na idade adulta (grupo fase adulta).
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6.1. Influéncia do tipo de estresse

Estudos em roedores tem demonstrado que alteragcbes nos parametros somaticos
(e.g., hipertrofia da glandula adrenal, involucdo do timo e reducdo do peso corporal) e
neuroendocrinos (aumento do nivel basal de corticosterona plasmatica) sdo principalmente
observados ap0s a exposi¢do a estressores cronicos heterotipicos (e.g., ECV), ao passo que esses
parametros sdo minimamente afetados pela exposicdo a estressores cronicos homotipicos (e.g.,
ERR) (KOOP et al, 2013; MARGARINOS e MCEWEN 1995; MARIN et al, 2007),
possivelmente devido a habituacdo decorrente da exposicdo repetida ao mesmo estimulo
aversivo (HERMAN, 2013). Entretanto, no presente estudo nenhum dos protocolos de estresse
cronico alteraram o peso das adrenais e do timo e o nivel basal de corticosterona plasmatica nos
animais adultos. Nossos resultados corroboram com achados anteriores que demonstraram
auséncia de alteragdes no nivel de corticosterona em animais adultos expostos ao ECV
(JANKORD et al, 2011; FLAK et al, 2011; GRIPPO et al, 2005). Além disso, tem sido
1demonstrado que os efeitos somaticos sdo mais pronunciados apds a exposicdo a estressores
fisicos do que a estimulos aversivos psicologicos (ISGOR et al, 2004), o que pode explicar a
auséncia de alteracGes no peso das adrenais e do timo observados no presente estudo apos a
exposicdo ao ECV e ao ERR. Entretanto, nds observamos que tanto o ERR quanto o ECV
reduziram o ganho de peso corporal. Reducdo no peso corporal causado pela exposicédo a
estressores homotipico e heterotipicos € bem descrito na literatura (FLAK et al, 2001; KRUGEL
et al, 2013; WILLNER, 1997). Neste sentido, nossos resultados indicam um perfil similar de
efeito do ERR e do ECV sobre 0s parametros sométicos e neuroenddcrinos.

Estudos anteriores em animais adultos demonstraram que a exposi¢do ao ECV
promove elevacdo da pressao arterial e da FC (GRIPPO et al, 2002; 2008). Por outro lado, alguns
estudos tem demonstrado que a exposicdo repetida a0 mesmo estressor parece ndo alterar a
pressdo arterial e a FC basal (CHEN e HERBERT, 1995; McDougall et al, 2000), possivelmente
devido a habituacéo das respostas cardiovasculares (CHEN e HERBERT, 1995; MCDOUGALL
et al, 2005). No entanto, nossos resultados mostram que o0 ERR e o ECV elevaram a pressao
arterial basal nos animais adultos, o que contrasta com a ideia de habituacéo durante a exposi¢éo
repetida a0 mesmo estressor. Nossos resultados s@o suportados pelos achados de um estudo
recente que reportou elevacao da pressao arterial basal em ratos adultos expostos a um protocolo

de ERR (DAUBERT et al, 2012). Foi demonstrado também no mesmo estudo que a variagdo da
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pressdo arterial e FC durante o estresse foi similar na primeira e na quinta sessdao (DAUBERT et

al, 2012), o que reforca a ideia de auséncia de habituacéo das respostas cardiovasculares.

6.2. Influéncia da ontogenia

O periodo da adolescéncia apresenta uma janela de vulnerabilidade para os efeitos
do estresse crbnico (DAHL, 2004; ROMEO, 2010). NOs observamos que 0S animais
adolescentes apresentaram valores de FC elevada, quando comparado com os adultos. Estes
dados corroboram com dados anteriores indicando que animais adolescentes sdo “taquicardicos”
quando comparados com seus pares adultos (POTER et al, 2004; RISTUCCIA e SPEAR, 2008;
CANESE et al, 2009). Entretanto, nenhum estudo anterior investigou os mecanismos envolvidos
na diferenca entre os parametros basais de FC entre animais adultos e adolescentes. Diante disso,
0s nossos dados sdo os primeiros a evidenciarem que a FC basal elevada em animais
adolescentes é mediada por um ténus simpatico aumentado para o coracdo associado a valores
maiores de FC intrinseca. Aumento na frequéncia cardiaca basal e na atividade simpaética
cardiaca sdo fatores de risco para o surgimento de patologias cardiovasculares como
insuficiéncia cardiaca, isquemia do miocérdio e hipertensdo (DYER et al, 1980; CARNEY et al,
1993; PALATINI e JULIUS, 1997). Deste modo, diferencas ontogenéticas na funcédo
cardiovascular pode indicar vulnerabilidade para os efeitos do estresse durante a adolescéncia.

Tem sido mostrado que os efeitos somaticos e o aumento do nivel basal de
corticosterona induzido pelo estresse crénico sdo exacerbados em animais adolescentes, quando
comparados com seus pares adultos (DOREMUS-FITZWATER et al, 2009; STONE e
QUARTERMAIN, 1997). Essas evidéncias apoiam 0s achados do presente estudo em que
adolescentes submetidos ao estresse crénico foram seletivamente mais vulneraveis para 0s
efeitos de hipertrofia da adrenais, involucdo do timo e aumento do nivel basal de corticosterona
plasmatica. A auséncia de alteracfes nos niveis basais de corticosterona plasmatica nos animais
submetidos ao ECV corroboram com estudos anteriores que demonstraram que esse paradigma
de estresse crénico ndo afeta os niveis de corticosterona plasmatica nem a expressdo de RNAm
do fator liberador de corticotrofina no nicleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) (MASLOVA
et al, 2002; JANKORD et al, 2011; Cruz et al, 2012). Além disso, a facilitacdo da resposta de
corticosterona plasmatica a um estressor novo (isto é, diferente dos estimulos aversivos

utilizados durante o estresse crénico) desencadeada pelo ECV é mais pronunciada em animais
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adultos do que nos adolescentes (JANKORD et al, 2011), o que reforca a ideia de uma
resisténcia dos animais adolescentes para os efeitos neuroenddcrinos do ECV. Por outro lado, a
elevacdo dos niveis de corticosterona induzido pelo protocolo de ERR na adolescéncia
corroboram com resultados de DOREMUS-FITZWATER e colaboradores (2009), que relataram
gue animais adolescentes parecem ter uma menor habituacdo das respostas da corticosterona
durante a exposicéo repetida ao estresse por restrigao.

Nossos resultados sdo os primeiros a evidenciar alteragdes cardiovasculares apos
exposicdo a protocolos de estresse cronico em animais adolescentes. A elevagdo da presséo
arterial e da FC induzida pelo ECV opde-se a estudos anteriores que demonstram que o ECV néo
alterou a PAS basal em ratos adolescentes (MASLOVA et al, 2002). As razdes para a
discrepancia ndo sdo claras, mas podem decorrer de diferencas metodoldgicas. Por exemplo, as
medidas cardiovasculares desse estudo anterior foram obtidas através da afericdo indireta da
pressdo arterial pelo método de pletismografia de cauda (MASLOVA et al, 2002). De fato, do
nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo a investigar o impacto do estresse crénico
psicoldgico na funcdo cardiovascular de animais adolescentes atraves da mensuracdo direta da
pressdo arterial. Em relacdo ao ERR, apesar de termos observado uma elevagdo na pressao
arterial dos animais adultos expostos a esse estressor, 0 ERR nédo afetou os valores basais de
pressdo arterial nos animais adolescentes, o que indica uma resisténcia dos animais adolescentes
aos efeitos de estressores homotipicos sobre a pressdo arterial. Além disso, nossos resultados
fornecem evidéncia de que estressores homotipicos e heterotipicos promovem diferentes

impactos na funcdo cardiovascular de animais adolescentes.

6.3. Efeito a longo prazo da exposi¢éo ao estresse durante a adolescéncia

Exceto pela elevagdo no nivel basal de corticosterona plasmatica, observou-se
que todas as alteracbes promovidas pela exposicdo ao estresse cronico durante a adolescéncia
foram revertidas na idade adulta. Do nosso conhecimento, essas séo as primeiras evidencias de
que alteracdes cardiovasculares induzidas por estresse psicolégicos durante a adolescéncia séo
revertidas na idade adulta. No entanto, estudos anteriores em ratos demonstraram que a
exposicdo ao estresse cronico durante a adolescéncia provocam numerosas mudancas
comportamentais na vida adulta (BUWALDA et al, 2011; ISGOR et al, 2004; MASLOVA et al,
2002; CHABY et al, 2013; TSOORY et al, 2007). Além disso, apesar dos niveis basais de
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glicocorticoides nao diferirem entre os animais controle e estressados, foram observados
impactos na vida adulta do estresse cronico durante a adolescéncia sobre a ativacdo do eixo HPA
em resposta a um estressor novo (ISGOR et al, 2004; MCCORMICK et al, 2008). Alteracdes
morfoldgicas e neuroquimicas também tem sido relatadas no encéfalo de animais adultos
submetidos a estimulos aversivos durante a adolescéncia (BUWALDA et al, 2011; ISGOR et al,
2004; BAZAK et al, 2009). Portanto, os resultados do presente estudo em conjunto com as
evidéncias mencionadas acima sugerem que 0 estresse nas fases iniciais da vida afetam de
maneira diferente os parametros fisioldgicos, comportamentais e morfoldgicos/neuroquimicos
encefélicos na idade adulta.

Os resultados do experimento 2 claramente demonstraram que os efeitos

somaticos e cardiovasculares (e parcialmente a elevacdo da corticosterona plasmatica) foram
completamente revertidos na fase adulta. Entretanto, uma importante questdo que surge a partir
desses resultados é “a exposicdo ao estresse durante a adolescéncia causaria uma

vulnerabilidade a eventos estressores durante a vida adulta?”. Para responder essa questdo nos

realizamos o experimento 3, no qual nds avaliamos os efeitos do ERR e do ECV em animais
adultos que haviam sido expostos ao respectivo protocolo de estresse crénico durante a
adolescéncia.

NOs observamos que a exposicdo repetida durante a adolescéncia e fase adulta ao
ECV, porém ndo ao ERR, aumentou o nivel basal de corticosterona plasmatica. Esse achado
fornece evidéncia de uma vulnerabilidade para os efeitos neuroenddcrinos desencadeados por
estressores heterotipicos em animais com historico de exposicdo a eventos estressores durante a
adolescéncia. Esses achados estdo de acordo com evidéncias ja discutidas acima de que
alteracbes na atividade do eixo HPA sdo observados principalmente apds a exposicdo a
protocolos de estresse heterotipicos, ao passo que protocolos que envolvem a exposi¢do repetida
ao mesmo estressor afetam minimamente a atividade do eixo HPA (MAGARINOS e MCEWEN,
1995; MARIN et al, 2007; KOPP et al, 2013). A elevacédo dos niveis basais de corticosterona em
animais pre-expostos ao ECV durante a adolescéncia pode estar relacionado com alteragdes em
mecanismos encefalicos de retroalimentacdo negativa do eixo HPA. Por exemplo, foi
demonstrado que a exposicdo a protocolos de estresse cronico durante a adolescéncia reduziu a
expressdo de receptores de glicocorticdides (GR) e mineralocorticoides (MR) no hipocampo
durante a vida adulta (MCCORMCIK et al, 2010). Varios estudos tem demonstrado que a leséo
do hipocampo aumenta os niveis basais de glicocorticoides (para revisdo ver HERMAN et al,



85

2003; ULRICH-LAI e HERMAN, 2009), possivelmente devido a perda de MR (HERMAN et al,
2003). Além disso, a delecdo de GR em estruturas prosencefalicas, incluindo o hipocampo,
também elevou os niveis basais de corticosterona (BOELY et al, 2005; FURAY et al, 2008). A
lesdo do hipocampo ou a delecdo de receptores de glicocorticdides em regides prosencefélicas,
incluindo o hipocampo, também facilita a resposta de ativacdo do eixo HPA durante sessdes
agudas de estresse, sendo essas alteragdes mais evidentes no periodo de recuperacdo apds a
conclusdo da sessdo de estresse (HERMAN et al, 2003; BOYLE et al., 2005; FURAY et al.,
2008; ULRICH-LAI e HERMAN, 2009). Além de alteracdes centrais, outro estudo demonstrou
que o ECV causa hiperplasia e hipertrofia da glandula adrenal, ocasionando aumento na resposta
de secrecdo de corticosterona pela glandula (ULRICH-LAI et al, 2006). Nés identificamos um
aumento no peso das adrenais dos animais expostos ao ECV na adolescéncia + fase adulta, assim
indicando que alteracOes periféricas também podem contribuir para 0 aumento nos niveis basais
de corticosterona nestes animais.

De maneira interessante, n6s observamos que a exposi¢cdo ao estresse cronico na
adolescéncia protegeu os animais dos efeitos do ERR e do ECV sobre o peso corporal na vida
adulta. Tem sido demonstrado que a exposi¢cdo a eventos estressantes durante a adolescéncia
causa importantes alteracbes morfoldgicas e funcionais no sistema nervoso central na vida adulta
(MCCORMICK e GREEN, 2013). Apesar dessas mudancas estarem principalmente relacionadas
com alteracbes de comportamentos relacionados a ansiedade e depressdo na vida adulta
(MCCORMICK e GREEN, 2013), elas também podem proteger os animais dos efeitos do
estresse sobre o peso corporal na vida adulta. Os resultados de peso corporal do presente estudo
também corroboram com outro estudo que reportou uma menor resposta de ulceracdo gastrica
em animais expostos ao estresse de choque nas patas na adolescéncia + fase adulta, quando
comparado com animais estressados somente na vida adulta (OVERMIER e MURISON, 1991),
assim reforcando a ideia de que a exposicdo a eventos estressores na adolescéncia parece
modular a sensibilidade para o desenvolvimento de patologias relacionadas ao estresse na vida
adulta. De qualquer maneira, experimentos futuros serdo necessarios para elucidar os
mecanismos relacionados com o efeito protetor do estresse na adolescéncia sobre o impacto do
estresse cronico sobre o peso corporal na vida adulta.

Com relagdo aos efeitos cardiovasculares e sobre a atividade autdbnoma, nos
observamos elevacdo da presséo arterial nos animais expostos tanto ao ERR quanto ao ECV na

adolescéncia + fase adulta, porém esses efeitos ndo foram significativamente diferentes daqueles
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observados nos animais sujeitos ao estresse crénico somente na vida adulta. No entanto, o
historico de estresse durante adolescéncia afetou os efeitos do ERR e do ECV sobre a FC basal e
a atividade autdbnoma cardiaca na vida adulta. De fato, n6s observamos que a exposicdo na
adolescéncia + idade adulta a0 ERR elevou a FC basal através de um aumento na atividade
simpatica cardiaca, um efeito ndo observado nos animais sujeitos a este estressor somente na
vida adulta. Além disso, apesar do ECV na fase adulta causar taquicardia de repouso, este efeito
néo foi observado nos animais expostos repetidamente a este estressor na adolescéncia e na fase
adulta. Entretanto, o ECV na adolescéncia e na fase adulta elevou a atividade simpatica cardiaca
e reduziu a FC intrinseca. Como ja mencionado acima, aumento na frequéncia cardiaca basal e
na atividade simpatica cardiaca sdo fatores de risco para o surgimento de patologias
cardiovasculares como insuficiéncia cardiaca, isquemia do miocérdio e hipertensdo (DYER et al,
1980; CARNEY et al, 1993; PALATINI e JULIUS, 1997). Além disso, alteracbes no balango
autbnomo cardiaco no sentido de uma reducdo da contribuicdo parassimpatica tem sido
considerado um fator de risco para morbidade e mortalidade cardiovascular (CARNEVALI e
SGOIFO, 2014).

Em conjunto, 0s nossos resultados indicam que a exposicdo a eventos estressores
croénicos durante a adolescéncia acarreta uma vulnerabilidade para os efeitos neuroendécrinos,
cardiacos e autdbnomos do estresse na vida adulta. Os efeitos neuroenddcrinos parecem ser
principalmente associados com estressores heterotipicos, ao passo que os efeitos sobre a funcdo
cardiovascular sdo independentes do paradigma de estresse. Esses achados estdo de acordo com
evidencias de gque animais expostos ao estresse na adolescéncia tornaram-se mais propensos a
responder excessivamente ao estresse na vida adulta. Por exemplo, estudos prévios
demonstraram que animais expostos repetidamente ao estresse na adolescéncia e na fase adulta
apresentaram respostas comportamentais ao estresse mais pronunciadas do que 0s animais
expostos a eventos estressores somente na vida adulta (TSOORY et al, 2006; AVITAL e
RICHTER-LEVIN, 2005). Os resultados do presente estudo complementam esses achados ao
fornecerem a primeira evidéncia de que eventos aversivos durante a adolescéncia também
acarretam uma vulnerabilidade durante a vida adulta aos efeitos cardiovasculares e
neuroendocrinos ao estresse, 0 que sugere que adversidades durante a adolescéncia podem alterar

permanentemente 0s mecanismos de resposta ao estresse.
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6.4. Mecanismo das alterac6es cardiovasculares provocadas pelo estresse

O mecanismo pelo qual o estresse crénico provoca alteragdes cardiovasculares séo
pouco compreendidos. NOs observamos que a taquicardia de repouso induzida pelo ECV nos
animais adultos foi mediada por um aumento no ténus simpatico para o coragdo, 0 que corrobora
com estudos anteriores (GRIPPO et al, 2002; 2004). Interessantemente, n6s observamos que a
elevacéo da FC induzida pelo ECV nos animais adolescentes foi mediado pela diminui¢éo da
atividade parassimpatica cardiaca, sem alteracdo do tdnus simpatico cardiaco. A razdo para
diferenca entre animais adolescentes e adultos ndo estd completamente elucidada, mas pode ser
resultado do elevado ténus simpatico basal para o coragio observado nos animais adolescentes. E
importante notar que, apesar do tdnus simpatico cardiaco basal aumentado e da FC elevada nos
adolescentes comparado com os adultos, o ECV causou um aumento adicional na FC dos
animais adolescentes através da modulacdo da atividade vagal, o que pode indicar uma
vulnerabilidade dos adolescentes para o impacto do estresse cronico na atividade do sistema
nervoso auténomo.

Apesar do comprometimento na funcdo autbnoma cardiaca dos animais
adolescentes terem sido revertidos na fase adulta (ou seja, animais adultos expostos aos
protocolos de estresse somente na adolescéncia ndo apresentaram prejuizo na funcdo autbnoma
cardiaca), o historico de estresse durante adolescéncia afetou os efeitos da re-exposicdo ao ERR
e a0 ECV sobre a FC basal e a atividade autbnoma cardiaca na vida adulta. De fato, nos
observamos que 0 ERR em animais adultos expostos a esse protocolo de estresse durante a
adolescéncia elevou a FC basal através de um aumento na atividade simpética cardiaca, um
efeito ndo observado nos animais sujeitos a este estressor somente na vida adulta. Além disso,
apesar do ECV na fase adulta causar taquicardia de repouso, este efeito ndo foi observado nos
animais expostos repetidamente a esse estressor na adolescéncia e fase adulta. Entretanto, 0 ECV
na adolescéncia + fase adulta elevou a atividade simpatica cardiaca e reduziu a FC intrinseca.
Aumento na frequéncia cardiaca basal e na atividade simpatica cardiaca séo fatores de risco para
o0 surgimento de patologias cardiovasculares como insuficiéncia cardiaca, isquemia do miocardio
e hipertensdo (DYER et al, 1980; CARNEY et al, 1993; PALATINI e JULIUS, 1997). Além
disso, alteracbes no balango autondmico cardiaco no sentido de uma reducdo da contribuicéo
parassimpatica tem sido considerado um fator de risco para morbidade e mortalidade
cardiovascular (CARNEVALI e SGOIFO, 2014). Deste modo, nossos resultados indicam que,

independentemente do tipo de estresse, a exposicdo a eventos estressores crdnicos durante a
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adolescéncia acarreta uma vulnerabilidade para os efeitos cardiacos e autdnomos do estresse na
vida adulta.

Tem sido proposto que prejuizo da atividade barorreflexa € um importante
mecanismo fisiopatoldgico envolvido no desenvolvimento e progressdo da hipertensdo arterial
(GRASSI et al, 2006; HONZIKOVA et al, 2009). Deste modo, a reducdo na resposta
taquicardica reflexa em animais adolescentes e na resposta bradicardica do barorreflexo em
animais adultos indica que comprometimento na atividade barorreflexa pode estar envolvido no
aumento da pressdo arterial causado pelo ECV. Comprometimento da atividade barorreflexa
também estd associado a hiperatividade do tdnus simpatico e reducdo da atividade
parassimpatica (GRASSI et al, 2006), o que sugere que alteracdes na atividade do barorreflexo
também podem explicar a elevacéo da FC basal observada nos animais submetidos ao ECV.

NOs observamos uma facilitacdo das respostas de FC do barorreflexo nos animais
adultos e adolescentes expostos ao ERR. A facilitacdo da atividade barorreflexa observada nos
animais adultos submetidos ao ERR corrobora com resultados anteriores (CONTI et al, 2001;
PORTER et al, 2004). A exposicao repetida durante a adolescéncia + a fase adulta tanto ao ERR
quanto ao ECV também aumentaram a atividade do barorreflexo. Facilitacdo da atividade
barorreflexa pode constituir um importante mecanismo contrapondo-se, ou inibindo, as
alteracBes cardiovasculares e autbnomas induzidas pelos protocolos de estresse crénico.
Entretanto, resposta taquicardica exacerbada compreende um fator de risco para ©
desenvolvimento de isquemia do miocérdio e morte subita (DYER et al, 1980; PALATINI et al,
1997). Deste modo, o aumento na resposta taquicardica do barorreflexo em animais adultos
submetidos ao ERR ou ao ECV e nos ratos expostos ao ERR durante a adolescéncia + fase adulta
pode constituir um fator de risco para o desenvolvimento de patologias cardiovasculares.

Os nossos achados fornecem evidéncias de que, independentemente da idade, um
possivel envolvimento de alteragbes na atividade do barorreflexo nas respostas
cardiovasculares/autbnomas parecem depender do paradigma de estresse. Assim, alteracfes na
atividade barorreflexa pode constituir um mecanismo envolvido nas respostas desencadeadas por
estressores heterotipicos, ao passo que as alteracdes nesse mecanismo reflexo parece constituir
uma importante resposta adaptativa inibindo (ou se opondo) as alteragcdes cardiovasculares
induzidas por estressores homotipicos. Outro aspecto relevante é que a pré-exposi¢do aos
protocolos de estresse durante a adolescéncia afetaram as alteracfes na atividade do barorreflexo

induzidas pelos dois protocolos de estresse cronico na vida adulta. De maneira importante, o
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comprometimento na resposta bradicardica reflexa induzida pelo ECV foi revertido para uma
facilitacdo, 0 que pode constituir uma importante resposta adaptativa em animais com historico
de estresse durante a adolescéncia.

Hipertensdo é associada com disfungdes vasculares, nas quais sdo principalmente
caracterizadas por comprometimento na funcdo endotelial e na dilatacdo anormal dos vasos
(TANG et al, 2010). Assim, a resposta reduzida dos agentes depressores acetilcolina e NPS em
animais adultos submetidos ao ERR sugere que prejuizo no relaxamento vascular pode explicar,
ao menos em parte, a elevacdo da pressdo arterial observada nesses animais. Aumento na
resposta vascular de agentes vasoconstritores também tem sido associado com a hipertensdo
arterial (LAURENT et al, 1987; CHANG et al, 2002). Deste modo, 0 aumento da resposta
pressora da fenilefrina observada nos animais adolescentes submetidos ao ECV pode estar
relacionado com o0 aumento da pressdo arterial observado nesses animais. De maneira
interessante, a pré-exposicdo ao ERR durante a adolescéncia inibiu os efeitos desse estressor
sobre a resposta depressora do NPS na vida adulta, o que pode constituir outra resposta
adaptativa.

Os nossos resultados sdo os primeiros a evidenciar alteracbes na reatividade
vascular a agentes vasoativos apds a exposicdo cronica a estimulos aversivos utilizando uma
abordagem in vivo. Entretanto, estudos anteriores demonstraram alteracGes na reatividade
vascular em vasos isolados de animais adultos submetidos a protocolos de estresse crénico.
Neste sentido, foi demonstrado que o ECV reduziu a resposta de relaxamento vascular a agentes
vasodilatadores em anéis de aorta in vitro (D’AUDIFFRET et al, 2010; ISINGRINI et al, 2011;
ISINGRINI et al, 2012), porém ndo afetou a resposta ao agente vasoconstritor fenilefrina
(D’AUDIFFRET et al, 2010; ISINGRINI et al, 2011). Nossos resultados contrastam com estes
resultados ao ndo evidenciar alteracdes na resposta depressora da acetilcolina e do NPS em
animais adultos submetidos ao ECV. Entretanto, é importante ressaltar que as alteracfes na
pressao arterial decorrem principalmente da acéo dos agentes vasoativos em vasos de resisténcia.
Em uma ampla busca na literatura ndés s6 encontramos um estudo que investigou o efeito do
ECV na reatividade vascular em vasos de resisténcia, no qual ndo encontrou efeito do ECV na
resposta de vasoconstricdo da noradrenalina nas artérias safena e mesentérica (BOUZINOVA et
al, 2012). Entretanto, apesar da sensibilidade a noradrenalina ndo ser afetada pelo ECV, este
estudo prévio encontrou importantes efeitos do ECV em mecanismos neuronal e extra neuronal

de captacdo de noradrenalina (BOUZINOVA et al, 2012). Deste modo, a auséncia de efeito do
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ECV na reatividade vascular a agentes vasoativos observados no presente estudo ndo exclui a
possibilidade de que mecanismos controlando o efeito da atividade nervosa simpatica vascular e
da funcdo endotelial sejam alteradas pelo ECV. Os efeitos da exposi¢do repetida ao mesmo
estressor sobre a reatividade vascular sdéo menos compreendidos. Entretanto, foi reportado que a
exposicdo ao ERR afetou a resposta a agentes vasoconstrictor e vasodilatador em anéis de aorta
isolada (CORDELLINI e VASSILIEFF, 1998). Estes resultados suportam 0s nossos resultados

em que o ERR afetou a resposta ao agentes vasoativos em animais adolescentes e adultos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados sugerem que o periodo da adolescéncia representa uma janela
de wvulnerabilidade para os efeitos somaticos e neuroenddcrino de estressores cronicos
homotipicos e heterotipicos. Os resultados também indicam uma influéncia da exposicdo ao
estresse cronico sobre o sistema nervoso autdbnomo, a atividade do barorreflexo e fungéo
vascular, nas quais sdo dependentes da idade e do tipo de estresse. Alteragcdes nessas fungdes
parecem constituir mecanismos importantes na etiologia das alteragcdes de pressao arterial e FC
induzidos pelo estresse cronico.

Os achados do presente estudo indicam consequéncias minimas na vida adulta da
exposicao ao estresse cronico durante a adolescéncia. No entanto, os resultados sugerem que a
exposicdo ao estresse durante a adolescéncia acarreta uma vulnerabilidade aos efeitos
neuroendocrinos, autdbnomos e cardiovasculares desencadeados pela exposicdo a estressores
cronicos na vida adulta. A vulnerabilidade para os efeitos neuroenddcrinos parecem ser
principalmente associados com estressores heterotipicos, ao passo que os efeitos sobre a funcdo

cardiovascular/autdnoma sao independentes do paradigma de estresse.
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ABSTRACT

Adolescence has been proposed as an ontogenic period of vulnerability to stress. Nevertheless, the impact
of stressful events during adolescence in cardiovascular activity is poorly understood. Therefore, the pur-
pose of this study was to investigate the immediate and long-lasting effects of exposure to stressful events
during adolescence in cardiovascular function of rats. To this end, we compared the impact of 10-days
exposure to two chronic stress protocols: the repeated restraint stress (RRS, homotypic) and chronic
variable stress (CVS, heterotypic). Independent groups of animals were tested 24 h (immediate) or three
weeks (long-lasting) following completion of stress period. Exposure to CVS, but not RRS, during adoles-
cence increased basal HR values without affecting arterial pressure, which was followed by augmented
power of oscillatory component at low frequency (sympathetic-related) of the pulse interval (PI). RRS
enhanced variance of the PI with an increase in the power of both low and high (parasympathetic-related)
frequency components. RRS also increased the baroreflex gain. Neither RRS nor CVS affected systolic arte-
rial pressure variability. The RRS-evoked changes in PI variability were long-lasting and persisted into
adulthood while all alterations evoked by the CVS were reversed in adulthood. These findings indicate a
stress type-specific influence in immediate and long-term effects of stress during adolescence in cardio-
vascular function. While immediate changes in cardiovascular function were mainly observed following
CVS, long-lasting autonomic consequences in adulthood were observed only in animals exposed to RRS
during adolescence.

© 2014 ISDN. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

cardiovascular dysfunctions (Ford et al., 1998; Grippo and Johnson,
2009; Kawachi et al., 1994; Pickering, 1990; Rozanski et al., 2005;

Several lines of evidence correlate psychosocial factors with
the pathogenesis of cardiovascular diseases (Rozanski et al., 1999;
Steptoe and Kivimaki, 2012). For instance, clinical and preclinical
studies have shown a role of factors such as environmental and
social stress, anxiety and mood states, and personality traits (e.g.,
anger and aggressiveness) in etiology and progression of several

Abbreviations: CVS, chronic variable stress; DAP, diastolic arterial pressure; HF,
variability at high frequency; HR, heart rate; LF, variability at low frequency; MAP,
mean arterial pressure; PI, pulse interval; RRS, repeated restraint stress; SAP, systolic
arterial pressure.
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Sgoifo et al., 2014). Although the relevance of the topic, the mecha-
nisms and factors explaining the association between psychosocial
factors and cardiovascular diseases are still poorly understood.
Adolescence is a period of continuous development of the neu-
ral circuits involved in the stress responses (Andersen, 2003; Casey
et al., 2008), which can affect how adolescents cope with stress.
Indeed, studies in rodents have shown that somatic, behavioral,
and neuroendocrine changes induced by chronic exposure to stress
are more pronounced in adolescent than adult animals (Doremus-
Fitzwater et al., 2009; Jankord et al., 2011; Stone and Quartermain,
1997). Thus, adolescence is proposed to be an ontogenic period of
higher vulnerability to stress (Andersen and Teicher, 2008; Dahl,
2004). Nevertheless, the impact of stressful events during ado-
lescence in cardiovascular activity is poorly understood (Maslova
etal., 2002; Porter et al., 2004). Furthermore, despite evidence that
stress during adolescence evokes long-lasting behavioral changes
and neuroplasticity (Buwalda et al., 2011), the cardiovascular
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consequences in adulthood of emotional stress exposure during
adolescence are still unknown.

Characteristics of the aversive stimulus (e.g., chronicity, pre-
dictability, and severity) may also influence the impact of stress
on physiological functions. Preclinical studies have compared the
impact of chronic stress protocols involving daily exposure to the
same stressor (i.e., homotypic) or different stressors (i.e., hetero-
typic) (Flak et al., 2012; Kopp et al., 2013; Magarinos and McEwen,
1995). The chronic variable stress (CVS) is a heterotypic stressor
widely used to investigate physiological, behavioral and neural
consequences of the exposure to stress in rodents (Grippo, 2009;
Herman, 2013; Willner, 2005). It has been demonstrated that CVS,
relative to RRS, causes a more severe impact in terms of somatic
parameters (e.g., adrenal hypertrophy and thymic involution) and
neuroendocrine function (Flak et al., 2012; Kopp et al., 2013;
Magarinos and McEwen, 1995; Marin et al., 2007). Also, neuroplas-
ticity and behavioral changes induced by chronic stress seems to
be related to the stress regimen (Flak et al., 2012; Kopp et al., 2013;
Marin et al., 2007). Cardiovascular changes, autonomic unbalance,
and alterations in reflex cardiac and sympathetic nerve activity
responses to blood pressure changes (i.e., baroreflex activity) have
also been reported following exposure to either CVS or homotypic
stressors (Contietal.,2001; Daubertetal.,2012; Grippo etal.,2008).
However, so far, no study compared the impact of homotypic vs
heterotypic chronic stress regimens in cardiovascular function.

Altogether, above evidence indicate the adolescence as a period
of vulnerability to stress. However, the impact of stressful events
during adolescence in cardiovascular activity, including evaluation
of possible differences among stress paradigms, has never been
investigated. Therefore, our purpose in the present study was to
investigate the immediate and long-lasting cardiovascular conse-
quences of the exposure to homotypic and heterotypic chronic
stress regimens during adolescence.

2. Material and methods
2.1. Animals

Adolescence has been defined in rodents as the ontogenic period
from postnatal day 28 to 42 (Spear, 2000), although some authors
have extended this period until the postnatal day 59 (Eiland and
Romeo, 2013; Tirelli etal., 2003). During this developmental period,
the animals present adolescent-typical neurobehavioral character-
istics (McCormick et al., 2010; Spear, 2000). Therefore, 28-days-old
male Wistar rats were used in the present study for all experi-
ments. Animals were obtained from the animal breeding facility of
the Univ. Estadual Paulista—UNESP (Botucatu, SP, Brazil) and were
housed in collective plastic cages (3-4 rats/cage) in a temperature-
controlled room at 24 °C in the Animal Facility of the Laboratory of
Pharmacology, School of Pharmaceutical Sciences, Univ. Estadual
Paulista—UNESP. They were kept under a 12:12 h light-dark cycle
(lights on between 7:00 a.m. and 7:00 p.m.) with free access to
water and standard laboratory food. Housing conditions and exper-
imental procedures were carried out following protocols approved
by Ethical Committee for Use of Animal of the School of Pharma-
ceutical Sciences/UNESP, which complies with the Brazilian and
international guidelines for animal use and welfare.

2.2. Chronic stress regimens

The chronic stress regimens were based in protocols previously
described by our group (Cruz et al.,2012; Marin et al., 2007). There-
fore, repeated restraint stress (RRS) was chosen as a homotypic
stressor while CVS was used as a heterotypic stress regimen. The
animals of RRS group were restrained in opaque plastic cylinders

for 1 h daily starting at 9:00 a.m. for 10 consecutive days. The CVS
protocol consisted of exposure twice-daily to randomly assigned
stressors for 10 consecutive days, according to protocol previously
described (Cruz et al., 2012; Marin et al., 2007). The stressors
were forced swim (3-4min), restraint stress (60 min), lights on
overnight, lights off during the light period of the light/dark cycle
(2-3 h), humid sawdust (overnight or all day), cold stress, food and
water deprivation overnight, and social isolation overnight. All the
stress sessions were performed in an adjacent room to the animal
facility. The RRS and CVS started simultaneously, and during this
period animals of the control groups were left undisturbed, except
for cleaning the cages, in the animal facility.

2.3. Surgical preparation

Animals were anesthetized with tribromoethanol (250 mg/kg,
i.p.) and a catheter (a 4cm segment of PE-10 heat-bound to a
13 cm segment of PE-50) (Clay Adams, Parsippany, NJ, USA) was
inserted into the abdominal aorta through the femoral artery
for cardiovascular recording. Catheter was tunneled under the
skin and exteriorized on the animal’s dorsum. After the surgery,
rats were treated with a poly-antibiotic formulation (0.27 mg/kg,
i.m.; Pentabiotico®; Fort-Dodge, Brazil) to prevent infection, and
received the non-steroidal anti-inflammatory drug flunixine meg-
lumine (0.025 mg/kg, i.m.; Banamine®, Schering-Plough, Brazil) for
postoperative analgesia.

2.4. Measurement of cardiovascular parameters

Animals were allowed 60 min to adapt to experimental room
conditions, such as sound and illumination, before starting car-
diovascular recording. The experimental room was temperature
controlled (24°C) and was acoustically isolated from the other
rooms. For the recording, the arterial cannula was connected to a
pressure transducer (DPT100, Utah Medical Products Inc., Midvale,
UT, USA). Pulsatile arterial pressure was recorded using an ampli-
fier (Quad Bridge Amp, ML224, ADInstruments, NSW, Australia) and
an acquisition board (PowerLab 4/30, ML866/P, ADInstruments,
NSW, Australia) connected to a personal computer. Mean arterial
pressure (MAP), systolic arterial pressure (SAP), diastolic arterial
pressure (DAP), and heart rate (HR) values were derived from pul-
satile arterial pressure recordings.

2.5. Power spectral analysis of systolic arterial pressure and pulse
interval

Power spectral analysis of SAP and pulse interval (PI) was
employed to analyze autonomic activity controlling blood ves-
sels and the heart, respectively. For this, beat-to-beat time series
of SAP and PI were extracted from the pulsatile arterial pressure
signal. Using fast Fourier transform spectral analysis (Software
Cardioseries v2.4, available on https://www.sites.google.com/site/
cardioseries/home), the overall variability of these series was calcu-
lated in the time and frequency domain. The time domain analysis
consisted of calculating the variance in the entire time series. For
frequency domain analysis, the power of oscillatory components
obtained was quantified in two frequency bands: low frequency
(LF, 0.20-0.75Hz) and high frequency (HF, 0.75-3.0 Hz) (Malliani
et al, 1991). Oscillations lower than 0.20 Hz were not quantified.

Oscillations of arterial pressure and PI at LF range are represen-
tative of the modulatory effects of sympathetic activity controlling
vascular tonus and heart activity, respectively; whereas oscillations
of Pl at HF range are associated with a parasympathetic modulation
of the heart (Malliani et al., 1991).
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2.6. Assessment of spontaneous baroreflex sensitivity

The sequence method was used to analysis the spontaneous
baroreflex sensitivity. This technique is used to evaluation of the
baroreflex function over the physiological range of fluctuations
in arterial pressure, without any pharmacological manipulations
(Bertinieri et al., 1985). For this, using the software Cardioseries
v2.4 (https://[www.sites.google.com/site/cardioseries/home), beat-
to-beat values of SAP and PI were analyzed for identification of
sequences in which SAP increases were associated with PI length-
ening (up sequence) or SAP decreases were associated with PI
shortening (down sequence). A baroreflex sequence was only used
when the correlation coefficient (r) between SAP and Pl was greater
than 0.8. The spontaneous baroreflex sensitivity was assessed by
the slope (ms/mmHg) of the linear regression between SAP and PI.

2.7. Experimental procedures

Adolescent animals (28-days-old) were randomly divided into
six groups: (i) control adolescent (n=6), (ii) RRS adolescent (n=7),
(iii) CVS adolescent (n=7), (iv) control adult (n=6), (v) RRS adult
(n=6),and (vi) CVS adult (n=6). All animals of RRS and CVS groups
were submitted to daily sessions of stress from postnatal day 28
to 37. In order to evaluate the immediate effects of exposure to
stressful events during adolescence, animals of adolescent groups
(groups i-iii) were subjected to surgical preparation at 10th day of
stress protocols, after the last session of stress, and cardiovascular
recording was performed 24 h later on postnatal day 38 (i.e., 11th
day after onset of chronic stress protocols).

To investigate the consequences in adulthood of chronic stress
exposure during adolescence (long-lasting effects), animals of adult
groups (groups iv-vi) were kept in rest for three weeks after com-
pletion of stress protocols. On postnatal day 58, animals were
subjected to surgical preparation, and cardiovascular recording was
realized 24 h later (i.e., postnatal day 59). A schematic representa-
tion of the complete protocol for the investigation of immediate
and long-lasting cardiovascular consequences of stress exposure
during adolescence is presented in Fig. 1.

2.8. Data analysis

Data were expressed as mean+SEM. Results were analyzed
using two-way ANOVA, with stress (control, RRS or CVS) and age
(adolescent vs adult) as independent factors. The Bonferroni’s post
hoc test was used for identification of differences between the
groups. Results of statistical tests with P<0.05 were considered
significant.

3. Results

3.1. Immediate and long-term effects of exposure to homotypic or
heterotypic stress regimens during adolescence on basal levels of
arterial pressure and heart rate

Analysis of both MAP, DAP, and SAP baseline did not indicate
significant effect of either stress (MAP: Fy33)=1, P>0.05; DAP:
F(2‘32) =0.1, P>0.05; SAP: F(2‘32) =3,P> 005) orage (MAP F(1‘32) =1,
P>0.05; DAP: F(y 35y=2, P>0.05; SAP: F 33)=0.2, P>0.05) (Fig. 2).
However, analysis of HR baseline indicated significant effect of both
stress (Fi2,32)=5,P<0.02) and age (F{3 32) =66, P<0.0001), but with-
out a stress x age interaction (Fz3py=1, P>0.05). Post-hoc analysis
revealed that adult animals in all experimental groups presented
reduced values of HR when compared with the respective adoles-
cent groups (P<0.05) (Fig. 2). Furthermore, exposure to CVS during

adolescence increased basal HR (P<0.05), but this effect was abol-
ished into adulthood (P> 0.05) (Fig. 2).

3.2. Immediate and long-term effects of exposure to homotypic or
heterotypic stress regimens during adolescence in power spectral
analysis of systolic arterial pressure and pulse interval

3.2.1. Pulse interval

Analysis of variance of the PI indicated significant effect of
stress (F(.32)=6, P<0.01) and age (F(; 35y=11, P<0.003), as well as
a stress x age interaction (Fi 35)=6, P<0.01). Comparisons of oscil-
lations at LF range indicated significant effect of stress (variance:
F(2’32) =9, P<0.001; LF: F(2'32) =8, P<0.001), but without influ-
ence of age (variance: F;33)=1, P>0.05; LF: F; 35)=0.1, P>0.05)
and stress x age interaction (variance: Fp3)=0.1, P>0.05; LF:
F(2,32)=0.2, P>0.05) (Fig. 3). Analysis of oscillations at HF range and
LF/HF ratio (an index of sympathetic/parasympathetic balance to
the heart) indicated effect of both stress (HF: F(335y=8, P<0.002;
LF/HF: F3 35)=6,P<0.009) and age (HF: F(; 35y =11, P<0.002; LF/HF:
F232)=5, P<0.03), but without a stress x age interaction (HF:
F2,32)=0.3, P>0.05; LF/HF: F(3 3)=1, P>0.05) (Fig. 3).

Post hoc analysis revealed that adult animals in control group
presented reduced oscillations at LF range when compared with the
respective adolescent group (P<0.05). Furthermore, RRS increased
variance (P<0.01) and LF/HF ratio (P<0.05) of the PI in adolescent
animals (Fig. 3). Also, oscillation at LF (adolescent: P<0.05; adult:
P<0.01) and HF (adolescent: P<0.05; adult: P<0.05) range were
enhanced by RRS in both adolescent (P<0.05) and adult (P<0.01)
animals (Fig. 3). The CVS increased oscillation at LF range (P<0.05)
and LF/HF ratio (P<0.05) in adolescent, but not in adult animals
(P>0.05) (Fig. 3).

3.2.2. Systolic arterial pressure

Analysis of variance and oscillations at LF and HF range of the
SAP did not indicate significant effect of either stress (variance:
F(2’32) =3, P>0.05; LF: F(2,32) =0.1, P>0.05; HF: F(z_gz) =2, P>0.05)
or age (variance: F3)=0.2, P>0.05; LF: F;3;)=3, P>0.05; HF:
F1,32)=4,P>0.05) (Fig. 4).

3.3. Immediate and long-term effects of exposure to homotypic or
heterotypic stress regimens during adolescence in spontaneous
baroreflex sensitivity

Baroreflex activity assessed by the sequence analysis technique
indicated a stress x age interaction (F( 3) =6, P<0.005) in the slope
of up sequences, but without effect of either stress (F;32)=1,
P>0.05) or age (F(132)=2, P>0.05) (Fig. 5). Analysis of the slope
of down and all sequences (mean of up and down sequence slopes)
did not indicate effect of either stress (down: F; 35y=0.3, P>0.05;
all: F337y=0.1, P>0.05) or age (down: F;3;)=0.1, P>0.05; all:
F132)=0.3, P>0.05) (Fig. 5). Post hoc analysis revealed that RRS
increased the slope of up sequences in adolescent (P<0.05), but
not in adult animals (P> 0.05) (Fig. 5).

4. Discussion

The present study provides the first evidence of cardiovascular
changes evoked by RRS and CVS in adolescent animals. The main
findings of the present study are: (1) CVS, but not RRS, increased
basal values of HR without affecting arterial pressure, and this effect
was reversed in adulthood; (2) RRS during adolescence enhanced
variance of the Pl with an increase of both LF and HF component and
LF/HF ratio. The effects in LF and HF components and LF/HF ratio
were long-lasting and persisted into adulthood; (3) CVS increased
LF component and LF/HF ratio of the PI during adolescence, but
these effects were reversed into adulthood; (4) Neither RRS nor CVS
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Fig. 1. Schematic representation of the protocol for the investigation of immediate and long-lasting cardiovascular consequences of stress exposure during adolescence. All
animals of RRS and CVS groups were submitted to daily sessions of stress from postnatal day (PND) 28 to 37. Animals of adolescent groups (immediate effects of stress during
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of adult groups (long-lasting consequences of stress during adolescence) were kept in rest for three weeks after completion of stress protocols. On PND58 animals were
subjected to surgical preparation, and cardiovascular recording was realized 24 h later on PND59.

affected analysis of SAP variability; (5) RRS increased the slope of
up baroreflex sequence, but this effect was abolished in adulthood.

Regardless of stress experience, adolescent animals showed
enhanced basal values of HR relative to adult, what is in line
with previous studies indicating resting tachycardia in adolescent
rodents relative to adults (Canese et al., 2009; Ristuccia and Spear,
2008). Ontogenic differences in HR were followed by augmented
power of oscillatory component at LF range of the PI, thus providing
the first evidence that resting tachycardia in adolescent relative to
adult is mediated by a higher sympathetic tone to the heart. Tachy-
cardia and increased cardiac sympathetic tone is proposed to be
a risk factor for the emergence of several cardiovascular diseases
(Dyer et al., 1980; Palatini and Julius, 1997). Thus, ontogenic dif-
ferences in cardiovascular function may indicate a cardiovascular
vulnerability during adolescence.

The absence of arterial pressure changes in adolescent animals
exposed to either RRS or CVS is consistent with previous studies
(Maslova et al., 2002; Porter et al., 2004). The finding that none
of the chronic stress regimens affected SAP variability reinforces

this observation. However, the present findings provide the first
evidence of CVS-evoked elevation of basal HR in adolescent ani-
mals. Resting tachycardia evoked by CVS was followed by augment
of oscillatory component at LF range and LF/HF ratio of the PI, thus
indicating aninvolvement of elevated sympathetic tone to the heart
(Malliani et al., 1991). A sympathetic-mediated elevation of basal
HR following exposure to CVS corroborates earlier reports in adult
rodents (Grippo et al., 2003, 2002).

Analysis of spontaneous baroreflex sensitivity indicated that
RRS increased up baroreflex sequences. Impairment of barore-
flex activity has been related to overactivity of the sympathetic
tone and reduction of parasympathetic activity to the heart (Grassi
et al., 2004). Thus, RRS-evoked increase in up baroreflex sequence
is in line with previous evidence of enduring increase in car-
diac parasympathetic activity following chronic stress exposure
(Carnevali et al., 2011; Carnevali and Sgoifo, 2014). Nevertheless,
RRS enhanced variance of PI with an increase in the power of the LF
and HF component, thus indicating an increase in both sympathetic
and parasympathetic activity to the heart (Malliani et al., 1991).
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Thus, RRS-induced change in baroreflex activity may be interpreted
as an adaptation mechanism facilitating vagal activity, which buffer
the sympathetic hyperactivity.

Results obtained in adult rodents have demonstrated that
somatic (e.g., adrenal hypertrophy and thymic involution) and
neuroendocrine changes (mainly in terms of hypothalamus-
pituitary-adrenal axis activity) are mainly observed following
heterotypic stress regimens, whereas minimal effects are evoked by
homotypic stressors (Flak et al., 2012; Kopp et al., 2013; Magarinos
and McEwen, 1995). It has been proposed that these differences are,
at least in part, due to the process of habituation upon repeated
exposure to the same stressor (Herman, 2013). Previous results
from our group obtained in adult rats, using the same protocols
of CVS and RRS employed in the present study, demonstrated that
adultrats exposed to CVS, but not RRS, showed higher basal levels of
plasma corticosterone and reduced body weight gain (Marin et al.,
2007). However, exposure to RRS did not change corticosterone
response to acute restraint, suggesting the lack of habituation of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis response (Marin et al., 2007).
Therefore, in addition to the process of habituation, particular char-
acteristics of each chronic stress regimen may explain the specific
responses following exposure to CVS and RRS. For example, distinct
types of physical or psychological stressors, some of them for longer
periods as compared to the homotypic regimen, are employed in
the CVS (Kopp et al., 2013; Marin et al., 2007).

In contrast, results obtained in adolescent animals demon-
strated that although thymic involution was selectively observed
following CVS, basal levels of plasma corticosterone and the
response of corticosterone to novelty or acute restraint stress were
not altered by CVS or RRS, suggesting that differences in the impact
of homotypic vs heterotypic stressors in somatic parameters and
neuroendocrine function are age-dependent (Cruz et al., 2012).
Indeed, enhanced corticosterone response to a novel stressor fol-
lowing CVS exposure is more pronounced in adult than adolescent
rats (Jankord et al., 2011). Furthermore, contrary to the habituation

of neuroendocrine responses upon repeated exposure to the same
stressor observed in adult animals (Herman, 2013), habituation of
ACTH and corticosterone responses during repeated exposure to
restraint stress is reduced in adolescents (Doremus-Fitzwater et al.,
2009; Lui et al.,, 2012; Romeo et al., 2006). Taken together, these
results suggest a vulnerability of adolescent to the neuroendocrine
changes evoked by homotypic stressors as compared to heterotypic
stress regimens.

Although differences in the impact of exposure to homotypic
vs heterotypic stressors during adolescence in neuroendocrine
function are well described, to the best of our knowledge, the
present study provides the first evidence that these chronic stress
regimens differently affect cardiovascular function in adolescent
animals. We observed that immediate changes in cardiovascu-
lar function of adolescents were mainly observed following CVS.
Nevertheless, our results also showed numerous RRS-evoked auto-
nomic changes. Some of them appeared to be compensatory (e.g.,
baroreflex change and increased cardiac vagal activity buffered the
elevation in sympathetic tone to the heart), thus avoiding the emer-
gence of cardiovascular changes.

Previous results obtained in adult animals have reported that
maximum cardiovascular changes observed during restraint stress
are similar at the first and fifth (Daubert et al., 2012) or 10th
session (McDougall et al., 2005, 2000), thus contrasting with the
idea of habituation. Furthermore, as stated above, habituation of
neuroendocrine responses during repeated exposure to restraint
stress is blunted in adolescent rodents (Romeo et al., 2006) and
we did not observe habituation of the corticosterone response
upon exposure to our RRS protocol in either adolescent or adult
animals (Cruz et al., 2012; Marin et al., 2007). Taken together,
these evidence suggest that cardiovascular and autonomic adjust-
ments do not seem to adapt upon repeated exposure to the same
stressor. Thus, a better cope with homotypic stressors in terms
of arterial pressure and HR changes during adolescence seems to
be mediated by compensatory autonomic adjustments that avoid
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the development of cardiovascular changes. Nevertheless, these
compensatory responses seem to fail following the exposure to
CVS, thus leading to the emergence of cardiovascular changes.
Except for RRS-evoked changes in oscillatory component at LF
and HF range of the PI, all alterations evoked by chronic stress dur-
ing adolescence were reversed in adulthood. Therefore, the present
findings provide evidence of a stress type-dependent influence in
long-term impact of stressful events in autonomic activity dur-
ing adolescence. However, it has been reported that exposure to
either homotypic or heterotypic stress regimens during adoles-
cence evokes long-lasting alterations in neuroendocrine activity,
behavioral responses, and encephalic morphology/function that
persist into adulthood (Ariza Traslavina et al., 2014; Buwalda et al.,
2011; Isgor et al., 2004; Maslova et al., 2002; Pohl et al., 2007;
Suo et al., 2013; Tsoory et al., 2007). Thus, the above-mentioned
previous results taken together with the present findings sug-
gest that stressful events during adolescence differently affect
the enduring effect of stress on cardiovascular function relative
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to neuroendocrine activity, behavioral responses, and encephalic
morphology/function in adulthood.

Both CVS and RRS evoke several morphological and functional
changes in the brain. Evaluation of neurocircuits tonically recruited
by CVS and RRS, assessed by AFosB staining (a documented marker
of tonic neuronal activation), demonstrated that both chronic stress
regimens tonically recruited a number of known cardiovascular-
regulatory regions (Flak et al., 2012). However, while some regions
were selectively recruited by CVS (e.g., nucleus of the solitary
tract, posterior hypothalamic nucleus, and medial prefrontal cor-
tex), other regions, such as the dorsomedial hypothalamic nucleus,
increased tonic activity in response to both CVS and RRS (Flak et al.,
2012). These results provide evidence that neurocircuits involved
in cardiovascular changes to RRS may overlap with those related
to CVS-evoked changes, whereas specific neurobiological mecha-
nisms seem to be recruited by CVS. However, specific changes in
the brain have also been described following RRS exposure. For
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instance, dendritic remodeling in hippocampal and amygdaloid
neurons and increase in microglial density in the medial prefrontal
cortex were more often evoked by RRS than CVS (Kopp et al., 2013;
Vyas et al,, 2002). However, some results have indicated similar
dendritic remodeling in hippocampal neurons for both stressors
(Magarinos and McEwen, 1995). Thus, further studies are necessary
to clarify the neurobiological mechanisms involved in cardiovascu-
lar changes evoked by chronic stress.

In summary, our results provide evidence of a stress type-
specific influence in immediate and long-term effects of the
exposure to stress during adolescence in the cardiovascular
function. Immediate cardiovascular changes were only observed
following CVS exposure. Nevertheless, both chronic stress regimens
affected autonomic activity. Present findings indicate that increase
in cardiac sympathetic tone mediates CVS-evoked HR changes,
whereas baroreflex change and increase in cardiac vagal activity
caused by RRS seem to constitute important adaptive mechanisms
that buffer the increased sympathetic tone to the heart. Finally,
while CVS-evoked changes in HR and cardiac sympathetic activ-
ity were completely reversed in adulthood, long-lasting autonomic
consequences of stress exposure during adolescence were only
observed in animals exposed to the RRS.
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Stress Vulnerability During Adolescence:
Comparison of Chronic Stressors in Adolescent
and Adult Rats

Josiane O. Duarte, MSc, Fabio C. Cruz, PhD, Rodrigo M. Ledo, PhD, Cleopatra S. Planeta, PhD,
and Carlos C. Crestani, PhD

ABSTRACT

Objective: This study investigated the physiological and somatic changes evoked by daily exposure to the same type of
stressor (homotypic) or different aversive stressor stimuli (heterotypic) in adolescent and adult rats, with a focus on cardio-
vascular function. The long-term effects of stress exposure during adolescence were also investigated longitudinally.

Methods: Male Wistar rats were exposed to repeated restraint stress (RRS, homotypic) or chronic variable stress
(CVS, heterotypic).

Results: Adrenal hypertrophy, thymus involution, and elevated plasma glucocorticoid were observed only in adolescent ani-
mals, whereas reduction in body weight was caused by both stress regimens in adults. CVS increased mean arterial pressure
(adolescent: p = .001; adult: p = .005) and heart rate (HR; adolescent: p = .020; adult: p = .011) regardless of the age, whereas
RRS increased blood pressure selectively in adults (p =.001). Rest tachycardia evoked by CVS was associated with increased
cardiac sympathetic activity in adults, whereas a decreased cardiac parasympathetic activity was observed in adolescent ani-
mals. Changes in cardiovascular function and cardiac autonomic activity evoked by both CVS and RRS were followed by al-
terations in baroreflex activity and vascular reactivity to vasoconstrictor and vasodilator agents in adolescent adult animals.
Except for the circulating glucocorticoid change, all alterations observed during adolescence were reversed in adulthood.

Conclusions: These findings suggest a stress vulnerability of adolescents to somatic and neuroendocrine effects regardless
of stress regimen. Our results indicated an age-stress type-specific influence in stress-evoked cardiovascular/autonomic
changes. Data suggest minimal consequences in adulthood of stress during adolescence.

Key words: unpredictable stress, restraint, autonomic, baroreflex, vascular, glucocorticoids.

INTRODUCTION

(HPA) axis activation and cardiovascular responses has been

P reclinical studies have used protocols of chronic psycho-
logical stress involving daily exposure to the same type
of stressor (homotypic) or different aversive stimuli (hetero-
typic; e.g., Refs. (1-3)). The chronic variable stress (CVS)
is one of the most widely used heterotypic stressor to inves-
tigate physiological, behavioral, and somatic responses to
stress in rodents (4—6). It has been proposed that adaptation
to chronic stress is determined by habituation to repeated
stress exposure, which likely limits the long-term impact
of stress (5). Habituation of hypothalamic-pituitary-adrenal

reported upon repeated exposure to the same stressor
(5,7-9). Therefore, studies comparing homotypic stressors
versus CVS (nonhabituating) have demonstrated that the
latter exhibits a more severe impact in terms of somatic param-
eters (e.g., adrenal hypertrophy and thymic involution) and

CVS = chronic variable stress, DAP = diastolic arterial pressure,
HR = heart rate, iHR = intrinsic heart rate, MAP = mean arterial
pressure, RRS = repeated restraint stress, SAP = systolic arterial
pressure, SNP = sodium nitroprusside
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HPA axis activity (2,10). Also, neuroplasticity and behavioral
changes induced by chronic stress exposure seem to be
related to the stress regimen (1,3,10). However, to the best
of our knowledge, no study has compared the impact of
homotypic versus heterotypic stress regimens on cardio-
vascular function.

Ontogeny is another factor affecting the impact of stress on
physiological and psychological processes (11). Adolescence
is a period of continuous development of the neural circuits
involved in the stress responses (12,13), which can affect
how adolescent cope with stress. Indeed, studies in rodents
have shown that somatic changes and increased glucocorti-
coid level induced by chronic stress are more pronounced in
adolescent than in adult animals (14-16). Thus, adolescence
is proposed to be an ontogenic period of vulnerability to stress
(13,17,18). However, a possible vulnerability of adolescents
to cardiovascular consequences of chronic stress has never
been investigated. Furthermore, although previous studies
show that chronic stress exposure during adolescence evokes
numerous behavioral changes and neuroplasticity that persist
in adulthood (19), the cardiovascular and neuroendocrine
consequences in adulthood of stress exposure during adoles-
cence are still poorly understood.

Studies in adult rodents have demonstrated that mild hy-
pertension evoked by CVS in adult rats is followed by ele-
vated resting heart rate (HR), sympathoexcitation, and
impairment of baroreflex activity (20-22). Changes in
baroreflex activity and autonomic unbalance have also been
reported in adult rats exposed to homotypic stressors
(9,23,24). Furthermore, the exposure of adult rodents to
either CVS or homotypic stressors altered vascular reactiv-
ity to vasoactive agents (25-28). Thus, changes in auto-
nomic function, baroreflex activity, and vascular function
may be important mechanisms involved in the etiology
of stress-evoked cardiovascular complications. However,
there is no evidence of the impact of chronic stress on these
mechanisms in adolescents.

The above evidence indicates that chronic stress results
in physiological and somatic changes. However, the influ-
ence of factors such as the type of stress and ontogeny still
needs to be clarified. Therefore, our purpose in the present
study was to investigate a) the physiological and somatic
changes caused by the exposure to homotypic or hetero-
typic chronic stress regimens during adolescence or
adulthood, with a focus on cardiovascular function, and
b) whether stress-induced changes during adolescence
endure to adulthood.

METHODS
Animals

Male Wistar rats (28-days-old [adolescent] and 60-days-old [adult])
were obtained from the animal breeding facility of the Sdo Paulo
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State University—-UNESP (Botucatu, SP, Brazil). Animals were
housed in collective plastic cages (41 x 34 x 16 cm, 34 rats/
cage) in a temperature-controlled room at 24°C in the Animal Facil-
ity of the Laboratory of Pharmacology—UNESP. They were kept un-
der a 12:12-hour light-dark cycle (lights on between 7:00 AM and
7:00 PM) with free access to water and standard laboratory food.
Housing conditions and experimental procedures were carried out
following protocols approved by Ethical Committee for Use of
Animal of the School of Pharmaceutical Sciences/UNESP, which
complies with Brazilian and international guidelines for animal
use and welfare.

Chronic Stress Regimens

The chronic stress regimens were based in protocols previously
described by our group (10,29). Therefore, repeated restraint stress
(RRS) was chosen as a homotypic stressor, whereas CVS was used
as a heterotypic stress regimen. The animals of RRS group were
restrained in opaque plastic cylinders for 1 hour daily starting at
9:00 AM for 10 consecutive days. The CVS protocol consisted
of exposure to different stressors in variable schedules for 10 con-
secutive days (Table 1). The RRS and CVS started simultaneously,
and during this period, animals of the control groups were left
undisturbed, except for cleaning the cages, in the animal facility.

Surgical Preparation

Animals were anesthetized with tribromoethanol (250 mg/kg, IP),
and a catheter was inserted into the abdominal aorta through the
femoral artery for cardiovascular recording. A second catheter
was implanted into the femoral vein for the infusion of drugs. Both
catheters were tunneled under the skin and exteriorized on the

TABLE 1. Protocol of CVS

Day Stress Type and Schedule

1 10:00 AM,, restraint stress, 60 min; 7:00 PM, humid
sawdust, overnight

2 3:00 PM, cold (4°C) isolation, 60 min; 7:00 PM, lights on,
overnight

3 12:00 AM, lights off, 180 min; 3:00 PM, swim stress,
4 min

4 7:30 AM, humid sawdust, all day; 7:00 PM, food/water
deprivation, overnight

5  1:00 PM, swim stress, 3 min; 7:00 PM, isolation housing,
overnight

6 2:00 PM cold (4°C) isolation, 15 min; 3:00 PM, lights off,
120 min

7 7:00 PM, humid sawdust and lights on, overnight

7:00 PM, isolation and food/water deprivation, overnight

9  4:00 PM, restraint stress, 60 min; 7:00 PM, lights on,

overnight

10 8:00 AM, swim stress, 4 min; 10:00 h, restraint stress,
60 min

CVS = chronic variable stress.

February/March 2015

Copyright © 2015 by the American Psychosomatic Society. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.



ORIGINAL ARTICLE

animal's dorsum. After the surgery, rats were treated with a poly-
antibiotic formulation (0.27 mg/kg, IM; Pentabiotico; Fort-Dodge,
Campinas, Brazil) and the nonsteroidal anti-inflammatory drug
flunixine meglumine (0.025 mg/kg, IM; Banamine, Schering-
Plough, Cotia, Brazil).

Measurement of Cardiovascular Parameters

The arterial cannula was connected to a pressure transducer
(DPT100; Utah Medical Products Inc, Midvale, UT). Pulsatile
arterial pressure was recorded using an amplifier (Quad Bridge
Amp, ML224; ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia) and
an acquisition board (PowerLab 4/30, ML866/p; ADInstruments)
connected to a personal computer. Mean (MAP), systolic (SAP),
and diastolic (DAP) arterial pressure and HR values were derived
from pulsatile arterial pressure recordings.

Assessment of Cardiac Autonomic Activity and
Intrinsic HR

Assessment of the cardiac autonomic tonus and intrinsic HR (iHR)
was realized by intravenously administrating methylatropine (mus-
carinic receptor antagonist; 3 mg/ml/kg) and propranolol (3-
adrenoceptor antagonist; 4 mg ml' kg ") (30,31). The protocol
was performed on 2 days (20,30,31). On the first day, animals in
all experimental groups received intravenous administration of
methylatropine and propranolol in a random order. The interval
of treatment between drugs was 10 minutes. On the subsequent
day, animals were treated with methylatropine and propranolol
in the opposite sequence to that realized on the first day.

The parasympathetic activity was obtained by the change in basal
HR caused by methylatropine, whereas the sympathetic activity was
determined by the HR change after propranolol treatment. The iHR
was obtained after combined treatment with propranolol and
methylatropine (20,30).

Infusion of Vasoactive Agents

Intravenous infusion of the o;-adrenoceptor agonist phenyleph-
rine (70 pg/ml at 0.4 mlmin~' kg "), the nitric oxide donor sodium
nitroprusside (SNP; 100 pg/ml at 0.8 ml min~' kg '), and acetyl-
choline (10 pg/ml at 1.2 ml min' kg ') was performed using an
infusion pump (K.D. Scientific, Holliston, MA) (32,33). Phenyl-
ephrine caused incremental pressor effect, whereas SNP and ace-
tylcholine evoked incremental depressor responses.

Assessment of Baroreflex Activity

Paired values of MAP and HR changes evoked by phenylephrine
and SNP infusion were plotted to generate sigmoid logistic func-
tions (33). Baroreflex analysis using sigmoid curves was charac-
terized by five parameters: a) lower HR plateau (P;; in beats/
min; i.e., maximum reflex bradycardia); b) upper HR plateau
(P,; in beats/min; i.e., maximum reflex tachycardia); ¢) HR range
(in beats/min; i.e., difference between upper and lower plateau
levels); d) median blood pressure (BPso; in mm Hg), which is
the MAP at 50% of the HR range; and e) average gain (G; in
beats/min per mm Hg), which is the average slope of the curves
between +1 and —1 standard derivations from BPsq (33).
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The graded changes in MAP evoked by intravenous infusion of
phenylephrine, SNP, and acetylcholine were plotted to generate
dose-response curves (32). Dose-effect curves were generated for
each vasoactive agent by calculating the amount of drug infused
and the MAP change each 2 seconds after starting the infusion.
The maximal effect (£,,,.x) and the dose at 50% of the MAP range
(EDsy) for each vasoactive agent were compared in all experimen-
tal groups.

Plasma Corticosterone Measurements

Plasma corticosterone concentration was measured by radioimmu-
noassay, as described previously (34). Briefly, 20 ul of plasma was
diluted 50 times with 0.01 M phosphate-buffered saline and placed
in a water bath at 75°C for 1 hour for heat inactivation of cortico-
steroid binding globulin. One hundred microliters of a solution of
antibody and (3H)-corticosterone (New England Nuclear; Boston,
MA; 10,000-20,000 cpm/ml) was added to each sample, mixed,
and incubated overnight at 4°C. Dextran-coated charcoal was used
to adsorb free steroid after incubation. Tubes were centrifuged at
2000 x g for 15 minutes at 4°C, the supernatant from each tube
was transferred to scintillation vials, and the radioactivity was
quantified by liquid scintillation spectrometry. After dilution, all
concentrations of corticosterone samples were within the linear
range of the standard curve.

Drugs

Propranolol hydrochloride (Sigma-Aldrich, St Louis, MO),
methylatropine (Sigma-Aldrich), phenylephrine hydrochloride
(Sigma-Aldrich), SNP (Sigma-Aldrich), acetylcholine (Sigma-
Aldrich), and tribromoethanol (Sigma-Aldrich) were dissolved in
saline (0.9% NaCl). Flunixine meglumine (Banamine; Schering-
Plough) and the poly-antibiotic preparation (Pentabiotico; Fort-
Dodge) were used as provided.

Experimental Procedures

Experiment 1: Effects of Homotypic and
Heterotypic Stress Regimens in Adolescent and
Adult Animals

Adolescent and adult animals were randomly divided into
three groups: a) control, b) RRS, and ¢) CVS. The animals of
RRS and CVS groups were submitted to daily sessions of stress
for 10 consecutive days. On the 10th day, after the last session of
stress, animals in all experimental groups were subjected to surgi-
cal preparation. The tests were performed 24 and 48 hours after sur-
gical preparation.

Experiment 2: Long-Term Effects of Chronic
Stress During Adolescence

The aim of this protocol was to investigate the consequences in
adulthood of chronic stress exposure during adolescence. For this,
adolescent animals other than those used in Experiment 1 were
randomly divided into three groups: a) control, b) RRS, and
¢) CVS. The RRS and CVS groups were submitted to daily ses-
sions of stress during adolescence (from postnatal days 28-37).
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After this period, the animals were kept in rest for 3 weeks in an
animal facility. Then, animals were subjected to surgical prepara-
tion, and tests were realized 24 and 48 hours later.

The tests in all experimental groups were realized in 2 days. On
test days, animals were transferred to the experimental room in
their home box and allowed 60 minutes to adapt to experimental
room conditions before starting experiments. On the first day,
blood samples (200 pl) were collected from the femoral artery
catheter for determination of plasma corticosterone concentration.
In the sequence, animals were subjected to a 30-minute period
of basal cardiovascular recording. After that, they received intra-
venous infusion of phenylephrine, SNP, and acetylcholine in a ran-
dom order. Then, animals received intravenous administration of
methylatropine and propranolol in a random order. On the
second day, animals were treated with methylatropine and pro-
pranolol in the opposite sequence to that realized on day 1. At
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the end of the experiments, animals were killed by anesthetic over-
dose (urethane, 2.5 g/kg, IP) and their heart, adrenals, and thymus
were weighed.

Data Analysis

Data were expressed as mean + standard error of the mean. Compar-
ison of stress effect on body weight of adolescent and adult animals
was realized using three-way analysis of variance (ANOVA), with
stress (control, RRS, and CVS) and age (adolescent versus adult)
as independent factors, and time as repeated measurement. Compar-
ison in adolescents and adults of the impact of chronic stress in other
parameters was realized using two-way ANOVA, with stress and age
as independent factors. Planned comparisons were performed after
two- and three-way ANOVA to assess the effects of age and stress
protocols within adolescent and adult animals. Results of the adult
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FIGURE 1. Body, heart, adrenals, and thymus weights and plasma corticosterone level in adolescent and adult rats control (white) and
subjected to RRS (light gray) or CVS (dark gray). Top: time-course of body weight. The circles represent the mean = SEM. *p < .05
versus respective control group; *p < .05 versus respective adolescent group. Three-way ANOVA. Bottom: relative weight (weigh/body
weight) of the heart, adrenal, and thymus, and plasma corticosterone level. The bars represent the mean + SEM. *p < .05 versus control
within age group; *p < .05 versus respective adolescent group. Two-way ANOVA. RRS = repeated restraint stress; CVS = chronic
variable stress; SEM = standard error of the mean; ANOVA = analysis of variance; wt = weight.
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animals subjected to chronic stress during adolescence (Experiment
2) were examined using one-way ANOVA. Results of statistical tests
with p < .05 were considered significant.

RESULTS

Experiment 1: Effects of Homotypic and
Heterotypic Stress Regimens in Adolescent and
Adult Animals

Effects of Chronic Stress on Somatic Parameters,
Plasma Corticosterone Levels, and Basal
Cardiovascular Parameters

Body Weight

Analysis of body weight reveled that adult animals in all
experimental groups at all time points presented with ele-
vated body weight when compared with adolescents (p <
.001; Fig. 1). Also, RRS and CVS reduced body weight
in adult animals at the 5th (RRS: p < .001, CVS: p <
.001) and 10th (RRS: p < .001, CVS: p < .001) days of
stress protocols, whereas neither RRS (p = .67) nor CVS
(p=.29) affected body weight in adolescents (Fig. 1). There
were no differences between RRS and CVS at any time

point in both adolescent (p = .17) and adult (p = .64) ani-
mals (Fig. 1).

Heart Weight

Analysis of heart weight indicated that adult animals
in all experimental groups presented with higher heart
weight (p < .001; see Supplemental Digital Content 1,
http://links.lww.com/PSYMED/A 177, which demonstrates
heart weight values). However, stress protocols did not
affect heart weight in either adolescent or adult animals
(p = .48). Analysis of relative heart weight indicated that
adult animals of control (p < .001) and CVS (p < .001)
groups presented with reduced values when compared with
the respective adolescent group (Fig. 1). Furthermore, both
RRS (p = .023) and CVS (p =.049) increased the relative
heart weight in adult animals (Fig. 1).

Adrenals Weight

Analysis of adrenal weight indicated that adult animals in
all experimental groups presented with higher adrenals
weight (p < .001; see Supplemental Digital Content 1,
http:/links.lww.com/PSYMED/A 177, which demonstrates
adrenal weight values). Furthermore, CVS increased adre-
nal weight in adolescent animals (p = .012). Analysis of
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FIGURE 2. MAP, SAP, DAP, and HR in adolescent and adult rats control (white bars) and subjected to RRS (light gray bars) or CVS (dark
gray bars). The bars represent the mean + SEM. *p < .05 versus control within age group; #p < .05 versus respective adolescent group.
Two-way ANOVA. MAP = mean arterial pressure; SAP = systolic arterial pressure; DAP = diastolic arterial pressure; HR = heart rate;
RRS = repeated restraint stress; CVS = chronic variable stress; SEM = standard error of the mean; ANOVA = analysis of variance;

bpm = beats per minute.
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relative adrenal weight indicated reduced values in adults
relative to adolescent animals in CVS animals (p < .001;
Fig. 1). Furthermore, CVS increased relative adrenal weight
in adolescents (p <.001; Fig. 1).

Thymus Weight

Analysis of thymus weight indicated that adult animals in
all experimental groups presented with higher thymus
weight (p < .001; see Supplemental Digital Content 1,
http:/links.lww.com/PSYMED/A 177, which demonstrates
thymus weight values). However, stress protocols did not
affect thymus weight in either adolescent or adult animals
(p =.066). Analysis of relative thymus weight indicated that
adult animals of control (p = .018) and CVS (p < .001)
groups presented with reduced values when compared with
the respective adolescent group (Fig. 1). Furthermore, RRS
(p = .017) decreased the relative thymus weight in adoles-
cents (Fig. 1).

Plasma Corticosterone

Analysis of plasma corticosterone levels revealed that RRS
increased plasma corticosterone in adolescents (p < .001;
Fig. 1). Analysis indicated differences between adolescent
and adult only in the RRS group (p < .001; Fig. 1).

Stress Vulnerability During Adolescence

Basal Cardiovascular Parameters

CVS increased MAP, SAP, and DAP in both adolescents
(p < .001) and adults (p < .001), whereas RRS increased
these measurements only in adults (p <.001; Fig. 2). Adult
animals in all experimental groups presented with reduced
HR values when compared with the respective adoles-
cent groups (p <.001; Fig. 2). Furthermore, CVS increased
HR in both adolescents (p = .020) and adults (p = .011;
Fig. 2).

Effect of Chronic Stress on Intrinsic HR and
Autonomic Activity

Intrinsic HR

Analysis of the HR values after combined treatment with
propranolol and methylatropine (iHR) revealed that adult
animals of the control group presented with reduced iHR
(p < .001) relative to the respective adolescent group
(Fig. 3A). Furthermore, RRS reduced iHR in adolescent an-
imals (p <.001; Fig. 3A).

Cardiac Sympathetic Activity
Analysis of the HR change induced by intravenous admin-
istration of propranolol indicated that adult animals of the
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FIGURE 3. Cardiac autonomic activity, iHR, and baroreflex function in adolescent and adult rats control (white) and subjected to RRS
(light gray) or CVS (dark gray). A, HR values after combined treatment with methylatropine and propranolol (iHR; top) and AHR
evoked by administration of methylatropine (positive values, open bars) or propranolol (negative values, crosshatched bars; bottom). C,
Nonlinear regression analysis of the baroreflex correlating AMAP and AHR. Symbols on curves indicate the BPsy. *p < .05 versus
control within age group; “p < .05 versus respective adolescent group. Data are shown as the mean = SEM. Two-way ANOVA. iHR =
intrinsic heart rate; RRS = repeated restraint stress; CVS = chronic variable stress; HR = heart rate; MAP = mean arterial pressure;
BPso = median blood pressure; SEM = standard error of the mean; ANOVA = analysis of variance; bpm = beats per minute.

Psychosomatic Medicine, V 77 « 186-199

191

February/March 2015

Copyright © 2015 by the American Psychosomatic Society. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.


http://links.lww.com/PSYMED/A177

ORIGINAL ARTICLE

control (p = .040) and RRS (p = .028) adult groups
presented with reduced response relative to the respec-
tive adolescent group (Fig. 3A). Furthermore, CVS in-
creased the HR response to propranolol in adult animals
(p =.003; Fig. 3A).

Cardiac Parasympathetic Activity

Analysis of the HR change induced by intravenous admin-
istration of methylatropine revealed that CVS (p = .007) and
RRS (p = .049) reduced the HR response to methylatropine in
adolescents (Fig. 3A).

Baroreflex Activity

Results of baroreflex activity analysis are presented in
Figure 3B and Table 2. Baroreflex analysis indicated that
RRS increased P; (p = .005) and HR range (p = .022)
in adolescents, whereas this stress regimen increased P,
(p = .006) and HR range (p = .047) and decreased BPsy
(p=.002) in adults. CVS increased P; (p <.001) and reduced
P, (p <.001) in adolescents, whereas P; (p <.001) and BPs
(p < .001) were reduced and P, (p = .015) was increased
by this stress protocol in adults. Adult animals of RRS group
presented with reduced P; (p <.001) and BPs (p <.001) rel-
ative to the respective adolescent group, whereas G (p =
.011), Py (p <.001), and BPsq (p < .001) in adults of CVS
group were reduced when compared with adolescents sub-
jected to CVS. No differences were identified between ado-
lescent and adult animals of the control groups (p > .99).

Effect of Chronic Stress on Vascular Reactivity to
Vasoactive Agents

The results of vascular reactivity to vasoactive agents are
presented in Figure 4 and Table 3.

Phenylephrine

Analysis of the pressor response evoked by intravenous in-
fusion of phenylephrine indicated that both RRS (p < .001)
and CVS (p < .001) increased E,,x of dose-response curve
in adolescent animals, Stress protocols did not affect phenyl-
ephrine response in adults (p = .69). Adult animals of CVS
group presented with reduced response when compared with
the respective adolescent group (p = .012), but comparison
of adolescent and adult animals of control groups did not
identify differences (p = .12).

Acetylcholine

Analysis of the depressor response evoked by intravenous in-
fusion of acetylcholine indicated that RRS decreased E,,, of
dose-response curve in adolescents (p <.001). Also, RRS in-
creased EDs (p = .040) of dose-response curve without affect-
ing E.x in adults (p = .37). CVS did not affect acetylcholine
depressor response in either adolescents (p = .26) or adults
(p = .54). Comparison of adolescent and adult animals of the
control groups did not identify differences (p = .73).

Sodium Nitroprusside

Analysis of the depressor response evoked by intravenous
infusion of SNP indicated that RRS decreased E,.x (p <
.001) and EDs (p = .038) of dose-response curve in adults.
CVS did not affect SNP response in either adolescent (p =
.84) or adult (p = .83) animals. Adults of RRS group pre-
sented with reduced E,.x (p < .001) and EDsq (p = .033)
relative to the respective adolescent group, but comparison
of adolescent and adult animals of control groups did not
identify differences (p = .65).

TABLE 2. Baroreflex Activity in Adolescent and Adult Animals Subjected to RRS or CVS for 10 Consecutive Days

Group n G, bpm/mm Hg P;, bpm P,, bpm HR range, bpm BP5o, mm Hg
Adolescent
Control 6 -2.4+0.20 —-64 £ 4 116+ 4 181 £ 6 -4 +2
RRS 7 -23+0.2 —90 = 6* 1157 205 + 5* 2+2
CVS 7 —2.2+0.2 —-91 + 5* 85 + 4% 177 £5 —4+1
Adult
Control 6 -1.9 £ 0.1 -58+2 98 £ 6 155+ 8 4 +1
RRS 6 —2.1+0.1 —55 + 4** 129 + 6* 184 += 10* =11 £ 2% **
CVS 6 -1.5 = 0.08** —471 + 3% ** 124 + 6* 1657 =15+ T***

RRS = repeated restraint stress; CVS = chronic variable stress; G = average gain; bpm = beats per minute; P; = lower HR plateau; P, = upper HR plateau;
HR = heart rate; BP5, =median blood pressure; SEM = standard error of the mean; ANOVA = analysis of variance.

Values are mean + SEM. Parameters derived from nonlinear regression analysis. Two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.
* p <.05 versus control group, ** p < .05 versus respective group adolescent.
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variable stress; SEM = standard error of the mean.

Experiment 2: Long-Term Effects of Chronic Stress
During Adolescence

Analysis of body, heart, adrenals, and thymus weights of
adult animals that were stressed during adolescence did not
identify the effect of either RRS or CVS (see Supplemen-
tal Digital Content 2, http:/links.lww.com/PSYMED/A178,
which demonstrates organs weight values; Fig. 5). How-
ever, adult animals subjected to RRS during adolescence
presented with elevated corticosterone levels (p = .003;
Fig. 5). CVS or RRS exposure during adolescence did not
affect any cardiovascular or autonomic parameter in adult-
hood (Figs. 6 and 7; Tables 4 and 5).

DISCUSSION
Studies in adult rodents have demonstrated that somatic
changes and the increase in circulating glucocorticoid levels
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are mainly observed following heterotypic stress regimens,
whereas homotypic stressor minimally affect these parame-
ters (1,2,10), possibly due to a habituation to stressor when
the same aversive stimulus is repeatedly presented (5). How-
ever, in the present study, neither CVS nor RRS affected adre-
nal and thymus weight and plasma corticosterone concentration
in adult animals. Previous studies have reported the absence of
changes in glucocorticoid level of adult animals after CVS
(15,35,36). It has been demonstrated that somatic effects are
more affected by physical stressors than by psychological aver-
sive stimuli (37), which may explain the absence of somatic
changes in the present study. However, we observed that both
RRS and CVS reduced body weight. Reduction in body weight
of animals subjected to either CVS or homotypic stressors is
well described (35,38-40). Altogether, present findings indicate
that our CVS and RRS protocols present similar profile on so-
matic and neuroendocrine parameters in adult animals.
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TABLE 3. E,... and EDs for Phenyl, Ach, and SNP Dose-Response Curves in Adolescent and Adult Animals Sub-
jected to RRS or CVS for 10 Consecutive Days

Group n Phenyl EDsq Erax Ach EDsg Erax SNP EDs Erax
Adolescent
Control 6 0.63 +£0.03 322 0.06 + 0.04 —-30x3 1.25 = 0.05 —48 £ 3
RRS 7 0.67 £ 0.04 42 + 1% —0.08 = 0.05 -16+ 1* 1.23 £ 0.01 —42 2
CVS 7 0.57 £0.04 45 + 3* 0.07 £ 0.02 —24 x4 1.19 = 0.02 —47 £ 4
Adult
Control 6 0.67 £ 0.02 38+3 —0.001 = 0.02 —32+5 1.25+0.03 -50x3
RRS 6 0.66 = 0.05 36 +3 0.20 £ 0.08* —27 & 2** 1.39 = 0.05* ** —23 & 4% **
CVS 6 0.65 £ 0.02 35 & 1** —-0.03 £ 0.02 -36+4 1.23 £0.03 51 x4

E hax = maximal effect; EDso = dose at 50% of the MAP range; Phenyl = phenylephrine; Ach = acetylcholine; SNP = sodium nitroprusside; RRS = repeated
restraint stress; CVS = chronic variable stress; SEM = standard error of the mean; ANOVA = analysis of variance.

Values are mean = SEM. Two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.

* p < .05 versus control group, ** p < .05 versus respective group adolescent.
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FIGURE 5. Body, heart, adrenals, and thymus weights in adult rats control (white) or subjected to RRS (light gray circles) or CVS (dark
gray circles) during adolescence. Top: time-course of body weight. The circles represent the mean = SEM. Two-way ANOVA. Bottom:
relative weight (weigh/body weight) of the heart, adrenal, and thymus, and plasma corticosterone level. The bars represent the mean +
SEM. * p < .05 versus control group, one-way ANOVA. RRS = repeated restraint stress; CVS = chronic variable stress; SEM =
standard error of the mean; ANOVA = analysis of variance; wt = weight.
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FIGURE 6. MAP, SAP, DAP, and HR in adult rats subjected to RRS (light gray bars) or CVS (dark gray bars) during adolescence. The
bars represent the mean = SEM. One-way ANOVA. MAP = mean arterial pressure; SAP = systolic arterial pressure; DAP = diastolic
arterial pressure; HR = heart rate; RRS = repeated restraint stress; CVS = chronic variable stress; SEM = standard error of the mean;

ANOVA = analysis of variance.

Present findings are in line with previous studies reporting
elevation of arterial pressure and HR in adult rodents sub-
jected to CVS (20,21). On the other hand, it has been demon-
strated that repeated exposure to the same stressor does not
alter baseline cardiovascular parameters (8,41), possibly due
to a habituation to aversive stimulus (8,41,42). Our results
show that RRS elevated arterial pressure in adult animals, con-
trasting with the idea of habituation during repeated exposure
to same stressor. A recent study in adult rats demonstrated that
daily exposure to restraint stress for 5 consecutive days in-
creased arterial pressure (9). It was also reported that cardio-
vascular changes observed during restraint stress were similar
at the first and fifth session (9), reinforcing the idea of absence
of habituation.

Influence of the Ontogeny

We observed that adolescents showed higher HR values rel-
ative to adult animals, which is in line with previous stud-
ies (24,43,44). However, the present study provides the
first evidence that resting tachycardia in adolescents
is mediated by a higher cardiac sympathetic tone and in-
creased iHR. Increase in HR and cardiac sympathetic activ-
ity is proposed to be a risk factor for the emergence of
cardiovascular diseases (45—47). Therefore, ontogenic dif-
ferences in cardiovascular function may indicate a cardio-
vascular vulnerability during adolescence.

It has been shown that somatic effects and increased basal
glucocorticoid level induced by chronic stress are exagger-
ated in adolescent animals relative to adults (14—16). These
findings support present results demonstrating that adolescents

Psychosomatic Medicine, V 77 « 186-199

were selectively vulnerable to adrenal hypertrophy, thymus in-
volution, and increase in corticosterone level evoked by
chronic stress regimens. The absence of corticosterone change
in CVS animals corroborates previous study demonstrat-
ing that CVS does not affect basal corticosterone and
corticotrophin-releasing hormone messenger RNA in the
hypothalamic paraventricular nucleus in early adolescence
(15,29,48). Furthermore, CVS-evoked facilitation of cortico-
sterone response to a novel stressor is more pronounced in
adult relative to adolescent (15), thus indicating a resistance
of adolescent to neuroendocrine effects of CVS. On the other
hand, previous results showed lesser habituation of corticoste-
rone response upon repeated exposure to restraint stress in
adolescence than in adulthood (14,49,50), thus supporting
present findings of increase in corticosterone levels in re-
sponse to RRS during adolescence.

The present study provides the first evidence of cardio-
vascular changes to RRS and CVS in adolescent animals.
The elevation of blood pressure and HR evoked by CVS
contrasts previous study reporting that CVS does not affect
basal systolic pressure in adolescent rats (48). Reasons for
the discrepancy are not clear, but may be the result of meth-
odological differences once cardiovascular results in this
earlier study were obtained through indirect measurement
of blood pressure (48). Regarding the RRS, in opposition
to the elevation of blood pressure evoked by this stress reg-
imen in adult animals, RRS did not affect cardiovascular
basal parameters in adolescents. Thus, present results pro-
vide evidence that homotypic and heterotypic stress regi-
mens differently impact the cardiovascular function in
adolescents.
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FIGURE 7. Cardiac autonomic activity, iHR, baroreflex function, and vascular reactivity to vasoactive agents in adult rats control (white)
or subjected to RRS (light gray circles) or CVS (dark gray circles) during adolescence. A, HR values after combined treatment with
methylatropine and propranolol (iHR; top) and AHR evoked by administration of methylatropine (positive values, open bars) or
propranolol (negative values, crosshatched bars) (bottom). B, Nonlinear regression analysis of the baroreflex correlating AMAP and
AHR. Symbols on curves indicate the BP5o. C, AMAP evoked by increasing concentrations of Phenyl, Ach, and SNP. Data are shown
as mean = SEM. One-way ANOVA. iHR = intrinsic heart rate; RRS = repeated restraint stress; CVS = chronic variable stress; HR =
heart rate; MAP = mean arterial pressure; BPso = median blood pressure; Phenyl = phenylephrine; Ach = acetylcholine; SNP = sodium
nitroprusside; SEM = standard error of the mean; ANOVA = analysis of variance.

Long-Term Changes of Stress Exposure during adolescence in HPA axis response to a novel stressor
During Adolescence in adulthood has been reported (37), but our results are the first
Except for the changes in corticosterone level, we observed evidence of a long-term effect on basal glucocorticoid levels.
that all alterations evoked by stress exposure during adoles-  Also, to our knowledge, present findings are the first to show
cence were reversed in adulthood. Impact of chronic stress that cardiovascular changes induced by psychological stress

TABLE 4. Baroreflex Activity in Adult Animals Subjected to RRS or CVS During Adolescence

Group n G, bpm/mm Hg P;, bpm P,, bpm HR range, bpm BP5o, mm Hg
Control 6 —2.2+0.2 -75+8 101 +£9 178 17 -3+2
RRS 7 —2.3+0.2 -75+6 102 +12 179 £ 12 —4+2
CVS 7 —2.1+0.1 —-85+6 115+12 199 = 14 -5+4

RRS = repeated restraint stress; CVS = chronic variable stress; G = average gain; bpm = beats per minute; P; = lower HR plateau; P, = upper HR plateau;
HR = heart rate; BP5, =median blood pressure; SEM = standard error of the mean; ANOVA = analysis of variance.

Values are mean = SEM. Parameters derived from nonlinear regression analysis. One-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.
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TABLE 5. E,,., and EDsq for Phenyl, Ach, and SNP Dose-Response Curves in Adult Animals Subjected to RRS or CVS

During Adolescence

Group n Phenyl EDs Erax Ach EDs Erax SNP EDsq Erax

Control 6 0.66 = 0.05 47 + 4 0.06 +0.02 —27 %3 1.39 £ 0.04 405
RRS 7 0.54 £ 0.02 43 +2 0.05 +0.03 —27 %3 1.30 £ 0.04 41 +4
CVS 7 0.62 = 0.04 45 £ 3 0.06 £0.03 —26+3 1.01 £ 0.1 —47 £ 4

E ax = maximal effect; EDso = dose at 50% of the MAP range; Phenyl = phenylephrine; Ach = acetylcholine; SNP = sodium nitroprusside; RRS = repeated
restraint stress; CVS = chronic variable stress; SEM = standard error of the mean; ANOVA = analysis of variance.

Values are mean = SEM. One-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.

during adolescence are reversed in adulthood. However,
previous studies in rodents have shown that chronic stress
exposure during adolescence causes numerous behavioral
and morphological/neurochemical changes in adulthood
(19,37,51), thus suggesting that stress in adolescence dif-
ferently affects physiological, behavioral, and encephalic
morphological/neurochemical parameters in adulthood.

Mechanisms of Stress-Evoked
Cardiovascular Changes

Resting tachycardia evoked by CVS in adult animals was
mediated by an elevated sympathetic tone to the heart,
which is in line with earlier studies (20,52). Interestingly,
we found that CVS-evoked HR elevation in adolescents
was mediated by a decrease in cardiac parasympathetic ac-
tivity. The reasons for the age difference are not completely
clear, but may be the result of the elevated cardiac sym-
pathetic tone observed in adolescents. It is important to note
that despite the higher sympathetic activity and elevated
HR in adolescents relative to adults, CVS caused a further
increase in HR of adolescents through a modulation of
vagal activity. This may indicate a vulnerability of adoles-
cents to the impact of chronic stress in autonomic and
cardiac functions.

Impairment of baroreflex activity is proposed to be in-
volved in the development and progression of hypertension
(53,54). Therefore, the reduction of reflex tachycardia in
adolescents and of baroreflex bradycardia in adults may
indicate a role of baroreflex impairment in blood pressure
elevation evoked by CVS. Also, impairment of baroreflex
activity is associated with overactivity of the sympathetic
tone and reduction of cardiac parasympathetic activity
(55), thus indicating that baroreflex changes could also ex-
plain the resting tachycardia evoked by CVS. Exacerbated
tachycardiac response is proposed to be a risk factor for
myocardial ischemia and sudden death (46,47). Thus, in-
creased reflex tachycardia in adult animals subjected to
either RRS or CVS may constitute a cardiovascular risk
factor. Facilitated reflex bradycardia evoked by chronic
stress regimens in adolescent animals may constitute a

Psychosomatic Medicine, V 77 « 186-199

mechanism counteracting the cardiovascular changes in-
duced by CVS and RRS.

Hypertension is associated with vascular dysfunction,
which is mainly characterized by endothelial impairment
and abnormal dilatation of blood vessels (56). Thus, the
reduced depressor response to acetylcholine and SNP in
adult animals subjected to RRS indicates that impairment
of vascular relaxation response may explain the elevation
of blood pressure in these animals. Increased vascular re-
sponse to vasoconstrictor agents has also been associated
with hypertension (57,58), thus suggesting that increased
pressor response to phenylephrine evoked by CVS in ado-
lescents may explain the mild hypertension in these animals.

The absence of changes in vascular reactivity following
CVS protocol in adulthood contrasts previous studies in
vitro demonstrating that this stress regimen changed vascu-
lar reactivity in aorta rings (26,27,59). However, a recent
study did not find change in vascular reactivity to noradren-
aline in resistance vessels (saphenous and mesenteric small
arteries) isolated from adult rats subjected to CVS (60).
This result supports present findings once changes in arte-
rial pressure are mainly resulted of the action of vasoactive
agents in resistance vasculature. The impact of homotypic
stressor in vascular function is less understood, but studies
carried out in isolated aorta rings demonstrated that repeated
exposure to the same stressor affected vascular response to
vasoactive agents (25), supporting present findings.

In summary, our results suggest a vulnerability of ado-
lescents to somatic and neuroendocrine effects of both
homotypic and heterotypic stress regimens. Present find-
ings also indicate an age- and stress type—specific influence
in autonomic, baroreflex, and vascular changes evoked by
chronic stress exposure. Alterations in these functions seem
to constitute important mechanisms in etiology of chronic
stress—evoked cardiovascular changes. Finally, our results
suggest minimal long-term consequences in adulthood of
chronic stress exposure during adolescence.
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