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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar as alteracdes fisioldgicas, com énfase na
andlise dos efeitos sobre a funcéo cardiovascular, induzidas pela exposicéo ao estresse cronico
em ratos e ratas normotensos. Além disso, investigamos uma possivel vulnerabilidade de ratas
espontaneamente hipertensas (do inglés, SHR), quando comparadas com ratas normotensas,
para os efeitos fisiologicos e somaticos induzidos pelo estresse. Os animais foram expostos a
protocolos de 10 dias de estresse por restricdo repetido (ERR) ou estresse cronico variavel
(ECV). Nos observamos que as fémeas controle apresentaram valores basais de FC maiores
do que os machos, e este efeito foi associado com uma atividade simpatica cardiaca maior e
atividade parassimpatica cardiaca menor em relagdo aos machos. Além disso, tanto o0 ERR
quanto o ECV provocaram aumento da FC nos machos, no qual foi relacionado com um
aumento da atividade simpética cardiaca. No entanto, somente 0 ERR elevou a FC basal nas
fémeas, no qual também foi acompanhado de aumento na atividade simpaética cardiaca. Tanto
0 ERR quanto o ECV elevaram o0s niveis plasmaticos de corticosterona nas fémeas.
Observamos que ambos os protocolos de estresse reduziram o ganho de peso corporal apenas
nos machos. Além disso, o ECV causou hipertrofia da adrenal nos machos. Tanto o ERR
guanto o ECV reduziram a resposta de bradicardia reflexa desencadeada por aumento na
pressdo arterial nos machos. Além disso, 0 ECV aumentou a resposta taquicardica reflexa
desencadeada por reducbes na pressdo arterial nos machos. Nenhum dos protocolos de
estresse cronico influenciaram a atividade do barorreflexo nas fémeas. Com relacéo a resposta
vascular a agentes vasoativos, nos observamos que a resposta pressora decorrente da
administracdo intravenosa de fenilefrina ndo foi alterada por nenhum dos protocolos de
estresse cronico em ambos 0s géneros. A resposta depressora da acetilcolina foi reduzida
somente pelo ECV nos machos e aumentada pelos dois protocolos de estresse nas fémeas. O
ERR também aumentou a resposta depressora do NPS nos machos, porém nas fémeas ambos
0s protocolos reduziram a resposta ao NPS. Com relagdo aos experimentos realizados nas
ratas SHR, como esperado, nos observamos que as fémeas SHR apresentaram valores basais
de presséo arterial maior do que as fémeas normotensas. A taquicardia de repouso induzida
pelo ERR foi associado com aumento da atividade simpatica cardiaca tanto nas ratas
normotensas quanto nas ratas SHR. Ambos os protocolos de estresse crénico aumentaram 0s
valores basais de corticosterona plasmatica e reduziram o ganho de peso corporal tanto nas

fémeas SHR quanto nas normotensas. Além disso, 0 ECV e o ERR causaram hipertrofia das



glandulas adrenais nas ratas normotensas e aumentaram 0 peso do timo nas ratas SHR. Em
suma, com relacdo a influéncia dos dimorfismos sexuais, os resultados indicam que,
independente do tipo de estresse, 0s machos séo vulneraveis para os efeitos somaticos e sobre
0 peso corporal, ao passo que as fémeas parecem ser mais suscetiveis aos efeitos do estresse
cronico sobre a atividade basal do eixo HPA. Além disso, os achados do presente estudo
indicam que as fémeas sdo seletivamente vulnerdveis para os efeitos cardiovasculares de
estressores homotipicos, ao passo que estressores heterotipicos e homotipicos afetam de
maneira similar a funcdo cardiovascular de animais machos. Com relacdo a influencia da
hipertensdo, os achados ndo indicaram diferencas nas respostas cardiovasculares, sométicas e

neuroenddcrinas nas ratas SHR e normotensas.



ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the physiological and somatic
changes, with emphasis on the analysis of effects on cardiovascular function, induced by
exposure to chronic stress in normotensive male and female rats. We also investigated the
possible vulnerability of spontaneously hypertensive females rats (SHR) to physiological
and somatic effects induced by stress protocols. The animals were exposed to 10 days
protocols of repeated restraint stress (RRS) and chronic variable stress (CVS) protocols. We
observed that control females presented basal HR values higher than males, and this effect
was related to higher cardiac sympathetic activity and lower cardiac parasympathetic activity,
when compared to males. In addition, both RRS and CVS caused HR increase in males, in
which it was related to an increase in cardiac sympathetic activity. However, only RRS
increased basal HR in females, in which it was also accompanied by an increase in cardiac
sympathetic activity. Both RRS and CVS increased plasma corticosterone levels in females.
We observed that both stress protocols decreased body weight gain only in males. In addition,
CVS caused adrenal hypertrophy in males. Both RRS and CVS reduced the reflex bradycardia
response triggered by increased blood pressure in males. In addition, CVS increased the reflex
tachycardiac response triggered by decreases of blood pressure in males. Neither of the
chronic stress protocols influenced baroreflex activity in females. Regarding the blood
pressure response to vasoactive agents, we observed that the pressor response due to the
intravenous administration of phenylephrine was not altered by neither of the chronic stress
protocols in both genders. The response of acetylcholine was reduced only by CVS in males
and increased by both stress protocols in females. The RRS also increased the SNP response
in males, but in females both protocols decreased the response to SNP. As expected, we
observed that SHR females had higher baseline blood pressure values than normotensive
females. RRS caused an increase in basal heart rate in both normotensive and SHR female
rats, in which it was related to an increase in cardiac sympathetic activity. Both chronic stress
protocols increased baseline plasma corticosterone levels and reduced body weight gain in
both SHR and normotensive females. In addition, CVS and RRS caused hypertrophy of the
adrenal glands in normotensive rats and increased thymus weight in SHR rats. In summary,
concerning to the influence of sexual dimorphisms, the results indicate that, regardless of the
type of stress, males are vulnerable to somatic effects and on body weight, while females
appear to be more susceptible to the effects of chronic stress on baseline HPA axis activity. In
addition, present findings indicate that females are selectively vulnerable to cardiovascular

and autonomic changes evoked by homotypic stressors, whereas homotypic and heterotypic



stressors similarly affect cardiovascular function and autonomic activity in males. Regarding
an influence of hypertension, the findings did not indicate differences in cardiovascular,
somatic and neuroendocrine responses induced by stress protocols in normotensive and SHR

female rats.
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1. INTRODUCAO
1.1 Estresse crénico e fungao cardiovascular

E importante pontuarmos logo no inicio a definicdo de estresse no ambito bioldgico.
Estresse pode ser considerado uma ameaca, real ou implicita, a homeostase; € um evento ou
série de eventos que sdo ameacadores para o individuo que provocam respostas fisioldgicas e
comportamentais (MCEWEN, 2003). Especula-se que exista uma grande diferenca entre o
avanco e modernizacdo tecnolégica comparada com a lenta evolucdo dos seres humanos.
Dessa maneira, é possivel afirmar que o sistema fisiol6gico humano, na maioria das vezes,
ndo tem acompanhado o avanco da sociedade e suas inerentes mudancas, de modo que a
exaustdo de nossos mecanismos de resposta ao estresse pode ser um fator decisivo no
desenvolvimento de patologias (LIMA et al, 2010). Nesse sentido, evidéncias da literatura
sustentam a relacdo entre estresse e diversas doencas cardiovasculares, incluindo a
hipertensdo (TRICHOPOULOS etal, 1981 ; KNOX e UVNAS- MOBERG, 1998;
ROZANSKI et al, 1999). Por exemplo, fatores como o estresse mental e a interacdo adversa
entre o individuo e seu meio ambiente influenciam diretamente a etiologia e o
desenvolvimento da hipertensdo arterial. Entretanto, é sabido que o estresse € um evento
dificil de ser definido e medido (PICKERING T.G et al, 2001), e o papel do estresse na
elevacdo mantida da presséo arterial permanece ainda pouco compreendido.

Evidéncias em estudos epidemioldgicos e experimentais indicam que tanto as
caracteristicas psicolégicas quanto o estresse crénico podem contribuir para o
desenvolvimento da hipertensdo. Neste sentido, evidéncias correlacionam a exposicdo
prolongada a eventos aversivos com a patogénese de problemas cardiovasculares (KNOX;
UVNAS-MOBERG, 1998; ROZANSKI et al, 1999).

Estudos pré-clinicos providenciaram suporte para a hipdtese de que as alteracGes
cardiovasculares desencadeadas pelo estresse estdo associadas a disfun¢fes autondmicas e

comprometimento na funcgdo vascular (CORDELLINI e VASSILIEFF, 1998; GRIPPO et al,
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2002, 2008; ISINGRINI et al, 2011). A avaliacdo do balango autonémico cardiaco e da
atividade do barorreflexo sdo medidas importantes empregadas na literatura para o estudo da
funcdo autonémica (NEGRAO et al, 1992; GRIPPO et al, 2008; SANCHEZ et al, 2009;
FLUES et al, 2010; CRESTANI et al, 2011). O barorreflexo é um mecanismo neural de
controle momento a momento da pressdo arterial (DAMPNEY, 1994). Os barorreceptores
estdo localizados principalmente no seio carotideo e no arco da aorta, detectando variagdes da
pressdo arterial e transmitindo estas informacdes ao sistema nervoso central, nas quais levam
a respostas autondmicas reflexas (SVED; GORDON, 1994). Além do controle reflexo da
atividade autonémica, os barorreceptores também exercem um importante controle ténico da
atividade simpatica e parassimpatica (DAMPNEY et al, 1994; SVED; GORDON, 1994).

Diversos estudos demonstram que reducdo na atividade deste mecanismo reflexo é
comum em individuos com hipertensdo essencial, e também em diversos modelos
experimentais de hipertensdo (BRISTOW et al, 1969; IRIGOYEN e KRIEGER, 1998). Além
disso, diminuigdo na atividade do barorreflexo tem sido apontado como fator de risco para
desenvolvimento de arritmias e morte subita em diversas patologias cardiovasculares
(FARRELL et al, 1991; TAKASE et al, 1992). Com relacdo ao estresse, foi demonstrado que
ratos submetidos a protocolos de estresse crénico apresentaram comprometimento na
atividade do barorreflexo (GRIPPO et al, 2008; DUARTE et al, 2015; CRUZ et al, 2016;
CRESTANI et al, 2016), o que sugere que alteracbes na atividade desse mecanismo reflexo
cardiovascular podem estar implicadas nas alteracGes cardiovasculares desencadeadas pela
exposicao prolongada a estimulos aversivos.

Alteracdes no balango autondmico cardiaco (reducéo na atividade parassimpatica e/ou
aumento atividade simpatica) também tem sido apontado como um fator de risco para o
surgimento de patologias cardiovasculares como insuficiéncia cardiaca, isquemia do
miocardio e hipertensdo (DYER et al, 1980; CARNEY et al, 1993; PALATINI e Julius, 1997;

PALATINI et al, 1997; CARNEVALI; SGOIFO, 2014). Foi relatado que ratos expostos a
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protocolos de estresse crdnico apresentam alteracdes no balan¢o autonémico cardiaco em
direcdo a uma predominancia simpatica, bem como aumento na atividade nervosa simpatica
(GRIPPO, 2009; GRIPPO; JOHNSON, 2009; SGOIFO et al, 2014; CARNEVALI e SGOIFO,
2014; CRESTANI, 2016). Deste modo, alteracbes autondmicas cardiacas parecem também
estar associadas as complicagdes cardiovasculares do estresse.

Comprometimento na resposta vascular a agentes vasodilatadores e vasoconstritores é
um indicador e um marcador de aterosclerose e de alteracGes na capacidade de contragéo e
relaxamento da musculatura lisa vascular (HARRISON et al, 1987; RESSTEL et al, 2006;
CRESTANI et al, 2011). Além disso, a alteracdo na reatividade vascular tem sido proposta
como um dos mecanismos fisiopatoldgicos da hipertensdo (CONWAY, 1958; CRESTANI et
al 2011; GHIADONI et al, 2012). Estudos in vitro demonstraram que 0 estresse cronico
variavel (ECV) (estressor cronico heterotipico: relacionado com a exposi¢do diaria a
diferentes estressores) 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 a1) (D'’AUDIFFRET et al, 2010; ISINGRINI et al, 2011).
Por outro lado, a exposicdo repetida ao mesmo estressor reduziu a resposta contratil da
noradrenalina e aumentou a resposta vasodilatadora da acetilcolina em anéis de aorta isoladas
de ratos (CORDELLINI e VASSILIEFF, 1998). Apesar dos dados acima fornecerem
evidéncias da reatividade vascular in vitro, ndo existem dados in vivo acerca do efeito do
estresse cronico sobre a reatividade vascular. A reatividade vascular pode ser testada
experimentalmente in vivo através do estudo das alteracdes na presséo arterial decorrente da
infusdo intravenosa de agentes vasoconstritores e vasodilatadores (RESSTEL et al, 2006;
CRESTANI et al, 2011; ENGI et al, 2012).

Os dados apresentados acima claramente mostram uma relacdo entre estresse e

comprometimento na funcdo cardiovascular. Entretanto, a influéncia de fatores como o tipo
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de estresse, dimorfismos sexuais e hipertensdo arterial nas complicacdes cardiovasculares

associados ao estresse ainda séo pouco compreendidos.

1.2 Estresse cronico e fungéo cardiovascular: influéncia do tipo de estresse

Tem sido demonstrado que as respostas fisioldgicas associadas ao estresse dependem
das caracteristicas do estimulo aversivo empregado (por exemplo: tipo, duracdo, frequéncia e
intensidade) (NATELSON et al, 1988; MAGARINOS e MCEWEN, 1995; AGUILERA,
1998; JANKORD e HERMAN, 2008; CRESTANI, 2016). Alguns trabalhos mostram que as
respostas fisiologicas adaptativas frente a situagdes aversivas agudas visam a manutengdo da
homeostase e a manter a propria subsisténcia (STERLING, 2012; STERLING e EYER,
1988). Entretanto, ativacGes cronicas dessas respostas podem resultar no desenvolvimento de
doencas, e até mesmo gerar respostas inadequadas que podem levar a exaustdo de
mecanismos fisiolégicos (MCEWEN; STELLAR,1993; MCEWEN,1998). Em animais, com
o0 intuito de avaliar a capacidade de adaptagéo e a influéncia da previsibilidade, estudos tem
comparado os efeitos fisioldégicos e comportamentais de protocolos de estresse cronico
emocional que envolvem a exposicdo diaria a0 mesmo tipo de estressor (estresse cronico
repetido ou previsivel) ou a diferente estressores (estresse cronico varidvel ou imprevisivel)
(CHEN e HERBERT, 1994; MAGARINOS e MCEWEN, 1995; GRIPPO et al, 2002;
ULRICH-LAI e HERMAN, 2009). Nesse sentido, estudos demonstraram que alteraces no
ganho de peso corporal, na atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e na
atividade comportamental em ratos foram mais pronunciadas acompanhando a exposicdo a
protocolos de ECV, quando comparadas com aquelas evocadas por estressores homotipicos
(i.e., exposicao repetida ao mesmo estressor) (ORTIZ et al, 1996; MARIN et al, 2007; CRUZ
et al, 2012). Contudo, em uma ampla busca na literatura, nés ndo encontramos nenhum estudo
que tenha comparado, de maneira direta, os efeitos de diferentes protocolos de estresse

crénico sobre a funcdo cardiovascular. Entretanto, estudos isolados demonstraram que
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animais submetidos a protocolos de estresse cronico varidvel apresentaram hipertensdo
moderada (GRIPPO et al, 2002, 2003, 2008), a0 passo que a exposi¢do repetida a0 mesmo
estressor parece ndo alterar os parametros cardiovasculares basais (CHEN e HERBERT,
1994; MCDOUGALL et al, 2000).

Os resultados apresentados acima suportam a hip6tese de que os efeitos sobre a fungéo
cardiovascular podem estar relacionados com o paradigma de estresse cronico empregado.
Diante disso, uma das hipdteses testadas no presente estudo foi a de que 0 ECV e a exposicdo

repetida ao estresse por restricdao influenciam de maneira diferente a funcéo cardiovascular.

1.3 Estresse cronico e fungéo cardiovascular: influéncia de dimorfismos sexuais

Além do paradigma de estresse empregado, outro aspecto importante é a possivel
influéncia de dimorfismos sexuais nas patologias cardiovasculares associadas ao estresse.
Diferencas entre géneros aparecem na fungdo cardiovascular durante a adolescéncia e
persistem por toda a fase adulta (DUBEY et al, 2002). Dados epidemiolégicos tém
demonstrado que até a meia idade a pressdo arterial e a prevaléncia de patologias
cardiovasculares em homens € maior comparada com aquela observada em mulheres (BURT
et al, 1995; AUGUST; OPARIL, 1999). Apesar de alguns estudos indicarem que niveis
elevados de androgénios em individuos do sexo masculino possam contribuir para as
diferencas de género na funcdo cardiovascular (RECKELHOFF, 2001), numerosas evidéncias
tém sugerido que os hormdnios ovarianos, em especial o estrogénio, sdo responsaveis por um
efeito protetor na funcdo cardiovascular em mulheres (DUBEY et al, 2002; KNOWLTON).
Neste sentido, dados epidemiolégicos tém demonstrado que apds o inicio da menopausa a
incidéncia de hipertensdo aumenta nas mulheres (STAESSEN et al, 1989, 1997), e as
diferengas entre homens e mulheres desaparecem (DUBEY et al, 2002). Foi também
observado que durante o ciclo menstrual a pressao arterial € menor durante a fase lutea (niveis

elevados de estrogénio) do que durante a fase folicular (CHAPMAN et al, 1997). Apesar de
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controverso (GIMENEZ et al, 2006; DIAS et al, 2010), vérios estudos em roedores tém
demonstrado que a privagdo de hormonios sexuais pela ovariectomia desencadeia aumento
nos valores de presséo arterial (DANTAS et al, 1999; HERNANDEZ et al, 2000; CLARK et
al, 2004; FLUES et al, 2010), e este efeito é revertido pela terapia com estrogénio (DANTAS
et al, 1999; HERNANDEZ et al, 2000). Apesar dos mecanismos envolvidos com o efeito
protetor dos hormonios ovarianos sobre a funcdo cardiovascular ndo estarem totalmente
elucidados, tem sido proposto que uma influéncia direta destes hormonios no controle do
tonus vascular, da atividade do barorreflexo e do balango autondémico cardiaco podem ser
mecanismos importantes (DUBEY et al, 2002; MATURANA et al, 2007; DIAS DA SILVA
et al, 2009; FLUES et al, 2010; KNOWLTON & Lee, 2012). Além disso, efeitos indiretos,
como reducdo na prevaléncia de fatores de risco cardiovascular, também parecem contribuir
(KNOWLTON e LEE, 2012).

Apesar de mulheres terem um efeito protetor sobre a funcéo cardiovascular, a
incidéncia de algumas patologias associadas ao estresse, como a depressdo, € maior em
individuos do sexo feminino (KESSLER et al, 1994; WEISSMAN et al, 1996). Apesar dos
resultados clinicos serem controversos (KUDIELKA; KIRSCHBAUM, 2005), estudos em
animais tem demonstrado que fémeas tem valores basais dos hormonios adrenocorticotrofina
(ACTH) e glicocorticoide maiores do que machos, e a ativagdo do eixo HPA durante
situacOes de estresse emocional é maior em fémeas (HANDA et al, 1994; MITSUSHIMA et
al 2003; KUDIELKA; KIRSCHBAUM, 2005). Além disso, estudos em roedores também
demonstraram diferencas de género nas consequéncias neuroquimicas desencadeadas por
protocolos de estresse cronico (BOWMAN et al, 2003; TER HORST et al, 2009), nas quais
podem explicar a vulnerabilidade de mulheres as patologias associadas ao estresse. Apesar
das evidéncias acima, em uma ampla busca na literatura n6s nao encontramos evidéncias das
consequéncias da exposicdo repetida ao estresse sobre a funcao cardiovascular em fémeas. Os

estudos publicados na literatura sobre estresse e fungdo cardiovascular limitaram-se a
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investigar as alteragOes cardiovasculares agudas observadas durante a exposi¢do a situagoes
aversivas. Neste sentido, foi demonstrado que a ativacdo simpatica e as alteracGes
cardiovasculares durante situacOes aversivas agudas sdo mais pronunciadas em fémeas
(WEINSTOCK et al, 1998; EIKELIS; VAN DEN BUUSE, 2000; ANISHCHENKO et al,
2007), e estas respostas sdo ainda maiores apds a privacdo de hormdnios ovarianos (OWENS
et al, 1993; MORIMOTO et al, 2004).

Estes dados favorecem a hipdtese de que fémeas sdo mais vulneraveis as complicagoes
cardiovasculares induzidas pelo estresse. Diante disso, uma segunda hipdtese testada no
presente estudo foi a de que ratas, quando comparadas com ratos, sdo mais vulneraveis aos
efeitos do estresse crnico variavel e do estresse por restricdo repetido sobre a atividade

cardiovascular.

1.4 Estresse cronico e funcdo cardiovascular: influéncia da hipertensao.

Estudos tem demonstrado que individuos hipertensos e normotensos reagem de
maneira diferente a eventos estressantes. Neste sentido, pacientes hipertensos, com ou sem
tratamento, parecem reagir mais intensamente ao estresse do que seus pares normotensos
(LIMA JR E et al, 2010). O tipo de desafio parece ser importante, uma vez que hipertensos
parecem particularmente sensiveis as condi¢des extenuantes e as atividades de enfrentamento
com o meio ambiente (LIMA JR E et al, 2010).

Estudos pré-clinicos também tém demonstrado diferencas entre ratos normotensos e
hipertensos nas repostas fisioldgicas e comportamentais ao estresse. Foi demonstrado que
ratos espontaneamente hipertensos (do inglés, SHR), um modelo de hipertensdo amplamente
utilizado devido suas similaridades com a hipertensdo essencial (primaria) em humanos
(TRIPPODO NC e FROHLICH ED et al, 1981), apresentam respostas cardiovasculares,
neuroendocrinas e comportamentais exacerbadas a varios estimulos aversivos, quando

comparados com seus pares normotensos (MCCARTY, 1983; MCDOUGALL et al, 2000,
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2005; VAN DEN BUUSE et al, 2001; ROMAN et al, 2004). Com relacdo as respostas
cardiovasculares, tem sido observado que a ativacao simpética e a elevacao da pressao arterial
e frequéncia cardiaca desencadeadas por diversos estimulos aversivos sdo mais pronunciadas
em animais SHR (MCCARTY, 1983; CASTRO e PRINTZ, 1990; VAN DEN BUUSE et al,
2001; MCDOUGALL et al, 2005). Foi também relatado uma habituacdo das respostas
pressora e taquicardica apos exposicao repetida ao mesmo estressor nos animais SHR, mas
ndo nos normotensos, de modo que as respostas dos SHR passaram a ser similares aqueles
observados nos animais normotensos (MCDOUGALL, 2000, 2005). No entanto, nenhum
estudo investigou o efeito da exposicdo a protocolos de ECV sobre a funcdo cardiovascular
em animais SHR. Além disso, todos os estudos anteriores foram realizados em ratos, ndo
havendo evidéncias em ratas.

Deste modo, os dados apresentados suportam a hipotese de que animais SHR possuem
uma capacidade reduzida em lidar com o estresse, podendo assim serem mais vulneraveis as
consequéncias da exposicdo repetida a estimulos aversivos. Assim, uma ultima hipétese
testada no presente estudo foi a de que ratas SHR, quando comparadas com seus pares
normotensas, sdo mais vulneraveis aos efeitos do estresse crénico variavel e do estresse por

restricdo repetido sobre a atividade cardiovascular.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral desse estudo foi comparar as consequéncias de um protocolo de
estresse cronico imprevisivel (ECV) e um protocolo de estresse crénico previsivel (estresse de
restricdo repetido - ERR) sobre a fungdo cardiovascular em ratas. Para tanto, os objetivos

especificos foram:

1) Investigar uma vulnerabilidade de ratas normotensas, quando comparadas com ratos
normotensos, as consequéncias do ECV e do ERR sobre os valores basais de pressao arterial,

frequéncia cardiaca e corticosterona plasmatica; a atividade cardiaca do barorreflexo; a
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reatividade vascular; a atividade simpética e parassimpética cardiaca; e o peso do coracao,
rins, adrenais e timo; os efeitos dos protocolos de estresse cronico sobre comportamentos
relacionados a ansiedade.

2) Investigar a possivel vulnerabilidade de ratas SHR, quando comparadas com ratas
normotensas, as consequéncias do ECV e do ERR sobre os valores basais de pressédo arterial,
frequéncia cardiaca e corticosterona plasmaética; a atividade cardiaca do barorreflexo; a
reatividade vascular; a atividade simpética e parassimpética cardiaca; e o peso do coracao,

rins, adrenais e timo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ratos e ratas Wistar normotensos e ratas SHR, todos com 60 dias. Os
animais normotensos foram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista (Botucatu/SP) e as ratas SHR foram provenientes do Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram transferidos para o
Biotério do Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
(FCFAr/UNESP) no minimo sete dias antes do inicio dos experimentos. Os animais foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 £ 2°C) e luz (ciclo 12/12 horas, luzes
acesas as 7h), com livre acesso a alimento e agua. O presente estudo foi aprovado 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 cronico
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 0s animais
submetidos aos protocolos de estresse cronico. Todas as sessdes de estresse foram realizadas
em uma sala separada do biotério. Os animais foram acomodados em caixas coletivas, sendo

4 animais por caixa.
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3.2.1. Estresse por restricao repetido

O estresse por restricdo consistiu na introducdo dos animais em tubos cilindricos
plasticos (didmetro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados por buracos de %2 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 fémeas) (BARRON e VAN LOON, 1989; MCDOUGALL et al,
2005; CRESTANI et al, 2009, 20108, CRUZ et al, 2012). Cada animal foi submetido a sessdes
diérias de restricdo com duragdo de uma hora por 10 dias consecutivos (MARIN et al, 2007;
CRUZ et al, 2012; DUARTE et al, 2015). Em todas as sessdes 0 estresse foi iniciado as 9:00

horas.

3.2.2. Estresse cronico variavel

O ECV, modificado de Marin e colaboradores (2007), foi realizado mediante a
exposicdo diaria a diferentes estressores, alternando os estressores, durante 10 dias

consecutivos. A Tabela 1 apresenta o protocolo completo do estresse crénico variavel.



27

Tabela 1- Protocolo de estresse variavel

Dia Tipo de estresse e cronograma

1 10:00h restricdo, 60 min; 19:00h serragem Umida durante a noite

2 15:00h, frio (4 ° C) e isolamento por 60 min; 19:00 h, as luzes acesas durante a noite
3 12:00h, luzes apagadas por 180 min; 15:00 h, nado for¢ado por 4 min

4 07:30h, serragem Umida durante todo o dia; 19:00h, privacdo de alimento/dgua durante a noite
5 13:00 h, nado forgado por 3 min; 19:00 h, isolamento durante a noite

6 14:00 h, frio (4 ° C) e isolamento por 15 min; 15:00 h, luzes apagadas por 120 min

7 19:00 h, serragem Umida e luz acesa durante a noite

8 19:00 h, isolamento e privagdo de alimentos/agua durante a noite

9 16:00 h, estresse por restricdo por 60 min; 19:00 h, as luzes acesas durante a noite
10 09:00 h, nado forgado por 4 min; 10:00 h, estresse por restricdo por 60 min

3.3. Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) foi utilizado para avaliacéo dos efeitos dos
protocolos de estresse crénico sobre comportamentos relacionados a ansiedade (PELLOW &
FILE, 1986). O aparato utilizado para o teste consiste em dois bracos abertos e dois bragos
fechados, de 50 cm de comprimento e 10 cm de largura cada um, unidos perpendicularmente
e elevados 50 cm do solo. Os bragos fechados possuem paredes de madeira de 40 cm de altura
que os circundam, e os bracos abertos possuem borda lateral de acrilico de 1 cm para evitar a
gueda dos animais. Os roedores evitam o0s bracos abertos, e farmacos ansioliticos
normalmente aumentam a exploracdo dos bracos abertos, sem interferir com o numero de

entradas nos bragos fechados (PELLOW & FILE, 1986). No intervalo entre os testes de cada
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animal o labirinto foi limpo com uma solucdo de alcool (70%). O comportamento foi gravado
por uma camera de video (HNS-15B-Sony) por um periodo de 5 minutos. Os filmes foram
analisados utilizando o programa de analise comportamental Any-maze® (Stoelting, EUA),
sendo registrado o nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e

fechados.

3.4. Campo aberto

O teste de campo aberto (CA) foi utilizado para avaliagdo de comportamentos
exploratorios e relacionados a ansiedade (GRIPPO et al., 2014; PRUT E BELZUNG, 2003).
O CA consistiu em uma cdmara de polimero sintético de 54 cm (largura) x 54 cm
(comprimento) x 30 cm (altura). Uma area central no meio da camara medindo 24 cm
(largura) x 24 cm (comprimento) foi definida como campo exposto, e é referida como
"centro". Os animais foram colocados individualmente no centro da caixa e foram permitidos
explorar livremente o CA por 5 min.

Assim como o LCE, o CA explora a aversdao natural dos roedores a espacos abertos.
De fato, os roedores evitam naturalmente o centro do aparato, e compostos ansioliticos
geralmente aumentam a exploracdo na area central (PRUT E BELZUNG, 2003). Portanto, a
analise dos comportamentos relacionados a ansiedade incluiu medidas da distancia percorrida
(locomocao central) e do tempo gasto no centro (tempo central). A distancia total percorrida
(isto é, centro + periferia) (locomocdo total) foi utilizada como indice de atividade geral.
Todas as sessdes foram filmadas e a analise foi realizada usando o software Any-maze®

(Stoelting, EUA).
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3.5. Canulacéo da artéria e veia femorais

Vinte e quatro horas antes do experimento, todos os animais foram anestesiados com
tribomoetanol (250 mg/Kg, i.p.) e foi realizada cirurgia para implantacdo de um cateter na
artéria femoral para registro dos parametros cardiovasculares, e outro na veia femoral para
infusdo de farmacos. Ap6s implantagdo dos cateteres, estes foram exteriorizados na regido
dorsal do animal e fixados a pele por sutura cirdrgica. Os animais foram mantidos em caixas
individuais ap6s a cirurgia. Como medida profilética, ap6s a cirurgia os animais receberam
80.000 Ul de Pentabidtico Veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil) aplicados em 0,2 mL (i.m.) e
2,5 mg/kg (s.c.) do anti-inflamat6rio ndo-esteroidal flunexina meglumina (Banamine®,

Schering Plough, Brazil).

3.6. Registro da pressdo arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressdo. 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 pressao arterial média
(PAM), sistolica (PAS) e diastolica (PAD), bem como a FC, foram obtidos a partir dos sinais

da PAP.

3.7. Infusdo intravenosa de agentes vasoativos

Infusdo intravenosa de fenilefrina (70pug/mL a 0.4 mL/min/kg) (agonista
seletivo dos adrenoceptores ai), de nitroprussiato de sédio (NPS) (100pg/mL a 0.8 mL/min)
(doador de 6xido nitrico) e de acetilcolina (10 pg/mL a 1.2 mL/min) foi realizado utilizando
uma bomba de infusdo (K.D. Scientific, EUA) (CRESTANI et al, 2006). Fenilefrina causa

aumento na presséo arterial, e NPS e acetilcolina causam efeito depressor.
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3.8. Avaliagéo da atividade barorreflexa

A atividade do barorreflexo foi avaliada através de alteracbes na pressdo arterial
induzidas pela infus&o intravenosa de fenilefrina ou de NPS (CRESTANI et al, 2006; ENGI et
al, 2012). Fenilefrina e NPS causam aumento e reducdo na pressdo arterial, respectivamente.

A andlise foi feita relacionando a variacdo da PAM (10, 20, 30 e 40 mmHg) com a
variacdo reflexa correspondente da FC. Utilizando os pontos obtidos da correlagdo na
variagdo da pressdo arterial e FC durante as infusdes de fenilefrina e NPS, foram tragadas
curvas sigmdides, como descritas na literatura (KORNER et al, 1972; HEAD; MCCARTY,
1987; CRESTANI et al, 2010b). 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- variacdo da FC (AP, bpm, diferenca entre P1 e P2); 4- pressdo arterial
média (PAso, mmHg, valor de PAM que promove 50% de varia¢do na FC) e 5- Ganho (G,
bpm/ mmHg, inclinagéo da porgéo linear da curva) (HEAD; MCCARTY, 1987; CRESTANI
et al, 2010b). Além disso, partindo dos mesmos pontos obtidos da correlacdo dos valores de
pressao arterial e FC correspondente, foram tragadas curvas de regressao linear para analise
individual da atividade barorreflexa durante o efeito pressor e depressor na pressdo arterial

(CRESTANI et al, 2006, 2010b).

3.9. Analise das variagdes de pressdo arterial induzidas por agentes vasoativos

As alteracdes na PAM causadas pelas concentragdes crescentes de fenilefrina, NPS e
acetilcolina 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 apds o inicio da infusdo (a cada 2 s para
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fenilefrina e NPS e a cada 1s para acetilcolina). Curvas de regressdo ndo-linear foram
utilizadas para andlise das variacGes da PAM. A avaliacdo das curvas foi realizada com base
em dois pardmetros: 1- resposta maxima da pressdo arterial (Emax); 2- EDso, dose que
promove 50% da resposta maxima (RESSTEL et al, 2006; CRESTANI et al, 2011; ENGI et

al, 2012).

3.10. Avaliacdo da atividade autonémica cardiaca e da frequéncia cardiaca intrinseca

A atividade parassimpatica e simpética cardiaca, bem como a FC intrinseca, foram
avaliadas através da analise do efeito sobre a FC da administracdo intravenosa de
metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos) (3 mg/ml/kg) e
propranolol (antagonista de adrenoceptores ) (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 15 minutos apds metilatropina. A outra
metade dos animais recebeu 0 mesmo tratamento em ordem invertida (metilatropina depois
propranolol). Vinte quatro horas apés (dia 2), os animais receberam novamente o tratamento
combinado com os bloqueadores autonémicos cardiacos, mas na ordem oposta ao tratamento
recebido no dia 1.

A atividade simpaética cardiaca foi determinada através da analise da diferenca entre o0s
valores de FC basal e apds tratamento com propranolol. A atividade parassimpatica cardiaca
foi determinada através da anélise da diferenca dos valores de FC basal e ap0s tratamento com
metilatropina. A FC intrinseca foi mensurada no dia 1 e no dia 2 apds o tratamento
combinado com propranolol e metilatropina; e a média das duas medidas foi calculada para

cada animal.
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3.11. Medida de corticosterona plasmatica

A anélise das concentracdes 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, (&s 9h da manhd), a partir da canula
implantada na 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. O anticorpo para corticosterona liofilizado (Sigma®) foi
ressuspenso em 5mL de Tampéo Tris pH 8,0 (0,05M Tris-HCI; 0,1M NaCl; 0,1% de Azida
Sédica) e separado em aliquotas (solucdo estoque) e conservado a —20° C. Durante a
realizacdo do ensaio, a solugdo estoque foi diluida em tampédo Tris na proporcdo de 1:2.
Aliquotas de 200 ml de plasma foram adicionadas em 980 ml de tampéo fosfofato e incubadas
em banho de 4gua a 70°C durante 1 hora para deslocamento da corticosterona ligada a
globulina plasmatica. Apds a incubacéo, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente,
e aliquotas de 100 ml foram transferidas para tubos ependorff contendo 100 ml da solugéo 1:2
do anticorpo para corticosterona e 3H-corticosterona a 40° C. Ap6s a incubacdo, a 3H-
corticosterona néo ligada foi removida adicionando-se 500 ml de solugdo de carvéo ativado
seguido de centrifugacdo a 10 rpm por 10 minutos a 4°C. Apbs a centrifugacdo, a

radioatividade no sobrenadante foi determinada em espectrofotdmetro de cintilagdo liquida.
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3.12. Solugdes e drogas

Tribroetanol, (SIGMA, EUA), fenilefrina (SIGMA), nitroprussiato de sodio (SIGMA),
acetilcolina (SIGMA), uretana (SIGMA, EUA), propranolol (SIGMA) e metilatropina
(SIGMA) foram dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). O pentabidtico (Fontoura-Wyeth, Brasil)
e o0 anti-inflamatorio ndo-esteroidal flunexina meglumine (Banamine®, Schering Plough,

Brazil) foram utilizados como fornecido pelos fabricantes.

3.13. Anélise estatistica

Os dados foram expressos com média £+ EPM. As medidas de peso corporal foram
analisadas usando ANOVA trifatorial, considerando os fatores tempo, género e estresse
(experimento 1); ou fatores tempo, linhagem e estresse (experimento 2). Os demais
parametros foram analisados usando a ANOVA bifatorial, considerando os fatores estresse
(controle, ERR e ECV) e género (machos e fémeas) (experimentol), estresse (controle, ERR e
ECV) e linhagem (SHR e normotensas) (experimento 2) como fatores independentes. Para
todas as analises, foi utilizado o pos-teste de Bonferroni para identificagdo de diferencas
especificas entre os grupos experimentais. Os resultados do teste estatistico com P<0.05
foram considerados significantes. Todos os resultados foram analisados utilizando o programa

GraphPad Prism 5.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Experimento 1: Efeito do estresse cronico sobre a fungéo cardiovascular em ratos e

ratas normotensos.

Os animais dos grupos ERR e ECV foram submetidos aos protocolos de 10 dias de
estresse, enquanto os animais controle ficaram em repouso no biotério. Todos 0s animais
foram submetidos ao procedimento cirdrgico para implantacdo de cateter na artéria e veia
femoral no Gltimo dia dos protocolos de estresse cronico, apos a Ultima sesséo 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, ap6s o periodo
de habituagdo, amostras de sangue (200 uL) 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 determinagédo dos parametros cardiovasculares basais.
Em seguida, os animais receberam infusdes intravenosas de fenilefrina, NPS e acetilcolina de
maneira randomizada. Apds a infusdo dos agentes vasoativos, 0s animais foram submetidos
ao tratamento randomizado com propranolol e metilatropina para analise da atividade
simpatica e parassimpatica cardiaca e da FC intrinseca. Vinte quatro horas apds, 0s animais
foram submetidos novamente ao tratamento com os blogueadores autdnomicos na ordem
inversa ao realizado no primeiro dia de experimento. Ap6s o término dos experimentos, 0S
animais foram sacrificados com overdose de anestésico (uretana, 1,2 mg/kg, i.p.) e o coracéo,

adrenais e timo foram removidos e pesados. A Figura 1 ilustra o protocolo completo.
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Experimento 1: Efeito do ECV e ERR em ratos e ratas sobre comportamentos relacionados
a ansiedade

Labirinto em Cruz
elevado
Campo aberto

t

Estresse Crénico

ERR e EVC

) (10 dias) 10 11

Experimento 2: Efeito do ECV e ERR em ratos e ratas sobre parametros cardiovasculares

Cirurgia de Testes
canulacao Cardiovasculares

~N

Estresse Crénico

ERR e EVC

1 (10 dias) 10 1 12

|

Coleta de sangue
Testes Cardiovasculares

Figura 1- Protocolo experimental para estudo do efeito do estresse cronico variavel e da
exposicdo repetida ao estresse por restricdo sobre a funcdo cardiovascular e sobre o
comportamento em ratos e ratas normotensos.

Experimento 2: Efeito do estresse cronico sobre o comportamento de ratos e ratas

normotensas

Animais machos e fémeas foram divididos aleatoriamente em trés grupos:

1) controle
2) estresse por restricdo repetido — ERR

3) estresse cronico variavel — ECV
Os animais dos grupos ERR e ECV foram submetidos a sessdes diarias de estresse

por 10 dias consecutivos, enquanto 0s animais do grupo controle permaneceram em repouso

no biotério. Vinte quatro horas apés a Ultima sessdo de estresse, 0s animais em todos 0s
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grupos experimentais foram testados no labirinto em cruz elevado (LCE), e quatro horas

depois foram avaliados os comportamentos no campo aberto (CA).

Experimento 3: Efeito do estresse cronico sobre a funcdo cardiovascular de ratas

normotensas e espontaneamente hipertensas (SHR)

Ratas normotensas e ratas SHR foram divididas em trés grupos experimentais:
1) controle
2) estresse por restricdo repetido — ERR
3) estresse cronico variavel — ECV
O protocolo experimental foi realizado como descrito no Experimento 1 (ver Figuras
1). Desse modo, tanto as fémeas normotensas quanto SHR foram expostas aos protocolos de
10 dias de estresse cronico. No ultimo dia dos protocolos de estresse crénico, apos a ultima
sessdo de estresse, a artéria e veia femorais foram canuladas, e os testes cardiovasculares

foram realizados 24 e 48h ap0s a Gltima sessdo de estresse.
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5. RESULTADOS

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

ratas normotensos

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

corticosterona plasmatica em animais machos e fémeas

Peso Corporal - A analise da variacdo do peso corporal durante a exposicdo aos protocolos
de estresse cronico indicou que as fémeas em todos 0s grupos experimentais apresentaram
peso corporal menor em relacdo aos respectivos grupos machos nos dias 5 (controle: P<0.05,
ERR: P<0.05, ECV: P<0.05) e 10 (controle: P<0.05, ERR: P<0.05, ECV: P<0.05). Além
disso, 0 ERR (P<0.05) e 0 ECV (P<0.05) reduziram o ganho de peso corporal nos machos
nos dias 5 e 10 (Figura 2). Entretanto, nenhum dos protocolos de estresse cronico afetaram o
peso corporal das fémeas (ECV: P>0.05, ERR: P>0.05) (Figura 2). A analise ANOVA
trifatorial indicou efeito significante do género (F1,33=38, P<0.0001) e do tempo (F66=72,
P<0.0001), porém sem efeito do estresse (F@33=2, P>0.05). Também foi identificada
interacdo entre os fatores género e tempo (F(2,66)=18, P<0.0001) e estresse e tempo (F,66=5,
P<0.004), porém néo entre os fatores género e estresse (F,33=1, P>0.05).

A anélise do ganho de peso corporal no periodo (diferenca entre o peso corporal inicial
e no 10° dia) indicou que o ERR (P<0.05) e 0 ECV (P<0.01) reduziram o ganho de peso
corporal nos machos (Figura 2). Além disso, as fémeas dos grupos controle (P<0.05) e ERR
(P<0.05) apresentaram ganho de peso corporal reduzido quando comparadas com o0s
respectivos grupos machos (Figura 2). A analise indicou efeito significante do género
(Fa,31=23, P<0.0001) e do estresse (F,31=5, P<0.009), porém sem interacéo entre os fatores

(Fe,31=2, P>0.05).

Peso do Coragdo - O peso absoluto do coracdo dos animais machos dos grupos controle

(P<0.05) e ERR (P<0.05) foi maior quando comparados com 0s respectivos grupos fémeas
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(Tabela 2, Figura 3). Os protocolos de estresse cronico ndo afetaram o peso absoluto e relativo
do coragdo em nenhum dos grupos experimentais (P>0.05) (Tabela 2, Figura 3). A analise dos
valores de peso absoluto do coracéo indicou efeito do género (F(,31=29, P<0.0001), mas sem
efeito do estresse (F31=2, P>0.05) e interag@o entre os fatores estresse e género (Fp,3n=1,
P>0.05). A analise do peso relativo do coracdo indicou efeito do género (F,31=5, P<0.03) e
interacdo entre os fatores (Fs31=7, P<0.003), porém sem efeito do estresse (Fe31)=1,

P>0.05).

Peso das adrenais — Ndo houve efeito do estresse (P>0.05) nem diferengas entre machos e
fémeas (P>0.05) no peso absoluto das adrenais (Tabela 2, Figura 3). Entretanto, 0 peso
relativo das adrenais foi maior nas fémeas dos grupos controle (P<0.05) e ERR (P<0.05),
quando comparadas com 0s respectivos grupos machos (Tabela 2, Figura 3). Além disso, o
ECV aumentou o peso relativo das adrenais nos machos (P<0.05) (Tabela 2, Figura 3). A
analise dos valores absolutos de peso das adrenais ndo indicou efeito do género (Fq31)=1,
P>0.05) e do estresse (F@231= 0.5, P>0.05), nem interacdo entre os fatores (F,31=1, P>0.05).
A andlise do peso relativo das adrenais indicou efeito significante do género (F1,31=26,
P<0.0001), porém sem efeito do estresse (F31=2, P>0.05) e interagcdo entre os fatores

estresse e género (F,31=1, P>0.05).

Peso do Timo — N&o houve efeito do estresse (P>0.05) nem diferencas entre machos e fémeas
(P>0.05) nos valores de peso absoluto e relativo do timo (Tabela 2, Figura 3). A anélise do
peso absoluto do timo ndo indicou efeito do género (F@31=3, P>0.05) e do estresse
(F,31=0.2, P>0.05), nem interacdo entre os fatores género e estresse (F(2,31=0.2, P>0.05). A
analise do peso relativo indicou efeito do género (F1,31=6, P<0.01), porém sem efeito do

estresse (F,31=1, P>0.05) e interacédo entre os fatores (F2,31=1, P>0.05).
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Figura 2- Peso corporal machos e fémeas submetidos aos protocolos de estresse cronico variavel (ECV)
ou estresse de restricdo repetido (ERR). (A) Variacdo do peso corporal durante a exposicdo aos
protocolos de ECV ou ERR. As sessdes de estresse tiveram inicio no dia 1. (B) Ganho de peso corporal
(diferenca entre o peso inicial e no 100 dia). Os dados sdo apresentados com média + EPM (n=6-7
animais por grupo). *P<0.05 quando comparado com o grupo controle do mesmo género, #P<0.05
quando comparado com o respectivo grupo macho. ANOVA bifatorial acompanhado do pds-teste de
Bonferroni.
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Figura 3- Peso relativo (peso do érgdo/peso corporal) do coracdo, adrenal e timo em animais machos e
fémeas apds a exposicdo aos protocolos de estresse cronico varidvel (ECV) ou estresse de restricao
repetido (ERR). Os dados sdo apresentados com média £+ EPM (n=6-7 animais por grupo). *P<0.05
quando comparado com o grupo controle do mesmo género, #P<0.05 quando comparado com o
respectivo grupo macho. ANOVA bifatorial acompanhado do p6s-teste de Bonferroni.
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Tabela 2 - Peso do coragdo, da adrenal e do timo em animais machos e fémeas apo6s os 10
dias dos protocolos de estresse crénico variavel (ECV) ou exposicdo repetida ao estresse por
restricdo (ERR).

Coracéao Adrenal Timo
Grupos
Peso Peso Peso Peso Peso Peso
Absoluto Relativo 2 Absoluto Relativo 2 Absoluto Relativo 2
(mg) (mg) (mg)
Machos
Controle 107576 3.6+0.1 126+16 0.42+0.03 393+32 1.3+0.1
ERR 103050 41+0.1 109+5 0.41+0.01 356115 1.4+0.1
ECV 930+57 3.7+0.1 118+9 0.54+0.04* 411+18 1.6+0.2
Fémeas
Controle 848+23" 4.1+0.2 120+7 0.57+0.03% 350+14 1.740.1
ERR 753+33" 3.7+0.1 133+11 0.66+0.03" 371436 1.8+0.1
ECV 820+30 4.4+0.1 12245 0.63+0.05 341+6 1.7+0.1

Os dados sdo apresentados com média £ EPM (N= 6-7 animais por grupo)
8 Peso do 6rgdo (mg) / peso corporal (g).
* P<0.05, quando comparado com o grupo controle.

#P<0.05 guando comparado com o respectivo grupo fémeas.
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5.1.2. Efeito do estresse cronico sobre os parametros basais de corticosterona plasmatica em

animais machos e fémeas

A analise dos pardmetros basais de corticosterona plasmatica indicou que o
ERR (P<0.05) e 0 ECV (P<0.01) aumentaram os niveis plasméaticos de corticosterona nas
fémeas (Figura 4). Entretanto, nenhum dos protocolos de estresse cronico alteraram 0s niveis
de corticosterona plasmética nos machos (ERR: P>0.05, ECV: P>0.05) (Figura 4). A
ANOVA bifatorial ndo indicou efeito do género (F,31=3, P>0.05), do estresse (F(31)=2,

P>0.05) e interacéo entre estresse e género (F,31=2, P>0.005) (Figura 4).

[ controle
50- ERR
] Ecv

Corticosterona Plasmatica
(ng/dl)

Machos Fémeas

Figura 4- Valores basais de corticosterona plasmatica em animais machos e fémeas apds os
10 dias de exposicdo aos protocolos de estresse crbnico varidvel (ECV) ou estresse por
restricdo repetido (ERR). Os dados sdo apresentados com média + EPM (n=6-7 animais por
grupo) * P<0.05, quando comparado com o grupo controle; ANOVA acompanhado do poés-
teste de Bonferroni.
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5.1.3. Efeito do estresse cronico sobre os parametros basais de pressao arterial e frequéncia

cardiaca em animais machos e fémeas

A Figura 5 mostra o efeito dos protocolos de ECV e ERR sobre os parametros basais
de pressdo arterial média (PAM), pressdo arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastolica
(PAD) e frequéncia cardiaca (FC) em machos e fémeas. A anélise da PAM e da PAD indicou
efeito do género (PAM: Fu31=6, P<0.02, PAD: Fqu31=4, P<0.04), porém sem efeito
significante do estresse (PAM: F(231)=0.4, P>0.05, PAD: F,31)=0.2, P>0.05) e interacéo entre
estresse e género (PAM: F(,31)=0.15, P>0.005, PAD: F(,31)=0.1, P>0.005). A anélise da PAS
ndo indicou efeito significante do estresse (F.27)=2,26, P>0.05), do género (F(.27)=1.8,
P>0.05) e interacdo entre estresse e género (Fe2n=1.0, P>0.05). O pds-teste ndo revelou
efeito dos protocolos de estresse sobre a PAM (ERR: P>0.05, ECV: P>0.05), PAS (ERR:
P>0.05, ECV: P>0.05) e PAD (ERR: P>0.05, ECV: P>0.05) em machos e fémeas. Também
ndo foram identificados dimorfismos sexuais nos valores de PAM (P>0.05), PAS (P>0.05) e
PAD (P>0.05) em nenhum dos grupos experimentais.

A anélise da FC basal indicou efeito do estresse (F31) =4, P<0.03) e do género (F,31)
=8, P<0.009), porém sem interacdo entre os fatores (F@31=1, P>0.05). O pos-teste revelou
que as fémeas dos grupos controle (P<0.05) e ERR (P<0.05) apresentaram valores de FC
basal significativamente maior do que os respectivos animais machos. O ERR aumentou 0s
parametros basais de FC nas fémeas (P<0.05) e machos (P<0.05), ao passo que o ECV elevou

a FC somente nos machos (P<0.05).
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Figura 5 - Valores basais de pressdo arterial média (PAM), pressao arterial sistolica (PAS),
pressdo arterial diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC) em animais machos e fémeas
apos os 10 dias de exposicdo aos protocolos de estresse cronico variavel (ECV) ou estresse
por restricdo repetido (ERR). Os dados sao apresentados com média £ EPM (N= 6-7 animais
por grupo) *P<0.05 quando comparado com o grupo controle do mesmo género, #P<0.05
quando comparado com o respectivo grupo macho. ANOVA bifatorial acompanhado do pds-
teste de Bonferroni.
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5.1.4. Efeito do estresse cronico sobre a atividade simpética e parassimpatica cardiaca e a

frequéncia cardiaca intrinseca em animais machos e fémeas

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 6. A variagao da FC (AFC) induzida pela administragdo i.v
de propranolol (atividade simpética) nos grupos controle (P<0.05) e ERR (P<0.05) foi maior
nas fémeas quando comparados com 0s respectivos grupos machos (grupo controle). Além
disso, 0 ERR e 0 ECV aumentaram a AFC induzida pela administragdo i.v propranolol nos
machos (P<0.001). A anélise estatistica indicou efeito do estresse (F(,31=4, P<0.04) e do
género (F@,31= 9, P<0.005), porém sem interacdo entre os fatores (F,31=1, P>0.05).

A andlise da AFC induzida pela administragdo i.v. metilatropina (atividade
parassimpética) ndo indicou efeito do estresse (Fp,31=2, P>0.05) e do género (F,25=1,
P>0.005), nem interacdo entre estresse e género (F31=2, P>0.05). Entretanto, o pds-teste
revelou que a resposta do grupo controle fémea foi menor, quando comparado ao respectivo
grupo macho (P<0.05).

A andlise dos valores de FC ap6s o tratamento combinado com propranolol e
metilatropina (FC intrinseca) ndo mostrou efeito do estresse (F2,31)=0.3, P>0.05) e do género

(Fa,31=2, P>0.05), nem interacéo entre os fatores estresse e género (F,31=0.1, P>0.05).



(atividade simpatica)

-101
.20+
-304
404
-50+
-60+
704
80

A HR (bpm)

-804

Propranolol

Machos

L

[ controle
[ ERR
B Ecv

Fémeas

#

Metilatropina

(atividade parasimpatica)

160+

140
= 1204
2. 100-
= 80+
T 604
< 404

204
0-

[ controle
[ ERR
B Ecv

i

Machos

Fémeas

46

Propranolol + Metilatropina
(FC intrinseca)

[ controle

[ ERR
500 B Ecv

i

JUUE UL

Machos Fémeas

NWw W & b
o © o
o o o

oo

Intrinsic HR (bpm)
oo

Figura 6 - Variagdo da frequéncia cardiaca (AFC) induzida pela administracdo intravenosa de
propranolol (antagonista de adrenoceptores ) ou metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos
muscarinicos) e frequéncia cardiaca observada ap6s a administracdo combinada de metilatropina e
propranolol intrinseca (FC intrinseca) em machos e fémeas submetidos aos protocolos de estresse
cronico variavel (ECV) ou estresse de restricdo repetido (ERR). Os dados séo apresentados com média +
EPM (N= 6-7 animais por grupo) *P<0.05 quando comparado com o grupo controle do mesmo género,
#P<0.05 quando comparado com o respectivo grupo macho. ANOVA bifatorial acompanhado do p6s-
teste de Bonferroni.
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5.1.5. Efeito do estresse crénico sobre a atividade do barorreflexo em ratos e ratas

A Figura 7 e a Tabela 3 apresentam os resultados das andlises de regressdo ndo-linear
e linear do barorreflexo. A anélise de regressdo ndo-linear do barorreflexo indicou que as
fémeas controle apresentaram valores maiores no parametro P2, quando comparadas com o
respectivo grupo macho (P<0.01). Tanto o ERR (P<0.01) quanto o ECV (P<0.01) reduziram o
P1 nos machos, porém ndo nas fémeas (P>0.05). Além disso, os machos sujeitos ao ECV
tiveram reducdo no ganho (P<0.01), quando comparados com o respectivo grupo controle.

A andlise de regressdo linear foi utilizada para andlise individual da atividade
barorreflexa durante o efeito pressor e depressor da pressdo arterial. Esta analise indicou que
as fémeas do grupo controle, quando comparadas com os respectivos machos, apresentaram
maiores respostas de bradicardia (P<0.01) e taquicardia (P<0.01) reflexas. Além disso, 0s
animais machos sujeitos ao ECV obtiveram o aumento da resposta de taquicardia reflexa

(P<0.05), quando comparados com seu grupo controle.
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Figura 7 - Andlise de regressdo ndo-linear (gréaficos superiores) e linear (gréaficos
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(APAM) e a resposta reflexa de frequéncia cardiaca (AFC) em machos e fémeas
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Tabela 3 - Parametros derivados da analise de regressdo nao-linear (Ganho, P1, P2, variacédo
da FC e PA50) e linear (ganho bradicardia e ganho taquicardia) do barorreflexo em machos e
fémeas submetidos ao protocolo de 10 dias de estresse por restricdo repetido (ERR) ou
estresse cronico variavel (ECV).

Ganho P, P, Variacao Ganho Ganho
Grupo (bpm/mmHg) (bpm) (bpm) da FC PAso bradicardia  taquicardia
(bpm) (mmHg) (bpm/mmHg)  (bpm/mmHg)
Machos
Controle -2.2+10.2 -69+5 94+6 162+10 -1+1 -1.8+0.2 -1.9+0.3
ERR -1.940.1 -51+6* 10849 15949 -6+4 -1.5+0.2 -2.5+0.4
ECV -1.5+0.1* -51+6* 108+18 158+27 -6+5 -1.4+0.3 -3.3+0.4*
Fémeas
Controle -2.0+£0.1 -71+8 130+11% 202417 -3+2 -2.5+0.2% -3.7+0.4%
ERR -2.4+0.2 -81+6* 11245 190+12 -3+1 -2.4+0.2 -2.840.3
ECV -1.9+0.02 -69+11 121+12 187+24 -243 -2.1+0.4 -3.6+0.5
F(2‘3o):2.8 _ _ _ F(2‘25)20.4 F(2,3O):0-2 F(2‘30)=2.4
il T
P>0.05 ' ’ ' P>0.05 P>0.05 P>0.05
F(2,30)=4.8 E =1.02 F(2‘3o)=0.07 F(2‘32):0.1 F(2‘25)20.2 F(2,3O):1-2 F(2‘30)=2.3
Etresse ingg 05 P>0.05
P<0.05 ’ P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
F.30=3.8 F.25=0.2 Fa32=11.8 F,30=6.3
Idade Fl(é’ioz):;j_z Fj(;'io)gzgj'l (1,30) ngo)0=045'8 (1,25) 222)0 005 (1,30)
’ ’ P>0.05 : P>0.05 P<0.05

Valores expressos como media = EPM
* P<0.05 vs grupo controle. # P<0.05 vs respectivo grupo macho.

ANOVA bifatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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5.1.6. Efeito do estresse cronico sobre a resposta de pressdo arterial a agentes vasoativos em

ratos e ratas.

Os resultados das alteragdes na pressao arterial induzidas pela infusdo de fenilefrina,

acetilcolina e nitroprussiato de sodio (NPS) séo apresentados na Figura 8 e na Tabela 4.

Fenilefrina — A andlise da resposta pressora causada pela infusdo intravenosa de fenilefrina
(agonista seletivo de adrenoceptores a1) ndo indicou dimorfismos sexuais (P>0.05), nem

efeitos dos protocolos de estresse cronico nos animais machos e fémeas (P>0.05).

Acetilcolina — A analise da resposta depressora causada pela infusdo intravenosa de
acetilcolina indicou que o ECV (P<0.01), porém ndo o ERR (P>0.05), reduziu 0 Emax nos
machos. Por outro lado, 0 ERR (P<0.01) e 0 ECV (P<0.001) aumentaram 0 Emax da curva
dose-resposta nas fémeas. A analise ndo identificou diferencas entre machos e fémeas dos

grupos controle (P>0.05).

Nitroprussiato de sddio — A andlise da resposta depressora induzida pela infusdo intravenosa
de NPS (doador de éxido nitrico) indicou que o ERR diminuiu a EDsp (P<0.01) da curva
dose-resposta, porém sem afetar 0 Emax (P>0.05) em machos. Além disso, ambos 0s
protocolos de estresse cronico reduziram 0 Emax nas fémeas (ERR: P<0.01, ECV: P<0.05). A

analise ndo identificou diferencas entre machos e fémeas dos grupos controle (P>0.05).
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Figura 8 - Variagdes da pressdo arterial média (A PAM) causada pela infusao intravenosa de
doses crescentes de fenilefrina (Fenil, agonista seletivo de adrenoceptores al), acetilcolina
(Ach) e nitroprussiato de sodio (NPS, doador de Oxido nitrico) animais machos e fémeas
submetidos ao estresse de restricdo repetido (ERR) ou ao estresse crénico variavel (ECV).
Circulos representam a média e as barras o erro padrdo da media.
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Tabela 4 — Resposta maxima da PAM (Emax) e dose que promove 50% da resposta maxima
(ED50) das curvas dose-resposta para fenilefrina (Fenil), acetilcolina (Ach) e nitroprussiato
de sodio (NPS) em ratos machos e fémeas submetidos ao protocolo de estresse por restricao

repetida (ERR) e estresse cronico varidvel (ECV) por 10 dias consecutivos.

Grupo Fenil Ach NPS
EDso Emax EDso Emax EDso Emax
Machos
Controle 0.68+0.07 41+1 -0.08+0.06 -28+3 1.3+0.05 -43+3
ERR 0.50+0.07 37+2 -0.05+0.2 -31+0.1  0.6+0.1* -38+3
ECV 0.45+0.09 47+2 0.04+0.07 -19+2*  1.2+0.03 -37+4
Fémeas
Controle 0.47+0.05 43+3 0.04+0.1 -21+1 1.05+0.04 -41+2
ERR 0.41+0.04 49+4 -0.11+0.09 -30+2*  1.1+0.04 -30+£3*
ECV 0.49+0.05 47+2 0.01+0.09 -41+2*  1.1+0.05 -33+1*
| ntera(;éo F(2,24):1.7 F(2,3o):0.2 F(2,24):0.4 F(2,3o):24 F(2,24):10.1 F(2,30)20.7
P>0.05 7 P>0.05 P>0.05 P<0.001 P<0.001 P>0.05
Género F24=1.8 Fasn=1 Fa24=0.01  F@30=76 Fa2e=1 Fas0=4
P>0.05 P>0.05 P>0.05 P<0.05 P>0.05 P>0.05
Estresse F(1,24):l.3 F(2,3o):5 F(zy24):0.5 F(2,3o):5.1 F(2,24):12 F(2,30)25
P>0.05 P<0.05 P>0.05 P<0.05 P<0.001 P<0.05
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5.2. Experimento 2: Efeito do estresse cronico sobre o comportamento de ratos e ratas.

Labirinto em cruz elevado (LCE) - A anélise do nimero de entradas nos bracgos fechados

indicou uma interacéo entre estresse e género (F,42)=4, P<0.03), porém sem efeito do tipo de
estresse (F(2,42=0.5, P>0.05) e do género (F42=1, P>0.05) (Fig. 9). No entanto, a analise
pos-hoc néo revelou diferencgas entre os grupos experimentais (P>0,05) (Fig. 9).

A andlise da porcentagem de tempo nos bragos abertos indicou efeito do estresse
(Fe.42=5, P<0.01), e uma interacdo entre estresse x género (F(,42=6, P<0.007), porém sem
efeito do género (F,42=0.001, P>0.05) (Fig. 10). A andlise da porcentagem de entradas do
bragco aberto indicou interacdo entre estresse X género, mas sem efeito do estresse (F(,42)=3,
P>0.05) ou do género (F142=0.03, P>0.05) (Fig. 10). A andlise pos-hoc revelou que a
porcentagem de tempo (P<0,05) e o nimero de entradas nos bracos abertos (P<0,05) foram
maiores no grupo controle fémeas, quando comparado com o respectivo grupo dos machos
(Fig. 10). Além disso, ambos os protocolos de estresse diminuiram o tempo gasto (ERR:
P<0.05, ECV: P<0.05) e o numero de entradas nos bracos abertos (ERR: P<0.05, ECV:

P<0.05) das fémeas, mas sem afetar a exploracdo dos bracos abertos dos machos (Fig. 9).

Campo Aberto (CA) — A anélise da distancia percorrida e do tempo gasto no centro indicou

interacdo entre estresse e género (distancia: Fp,42=7, P<0.002; tempo: F(2,42=8, P<0.0009),
porém sem efeito do estresse (distancia: F(2,42=0.8, P>0.05; time: F(42=1, P>0.05) e do
género (distancia: F42=0.2, P>0.05; time: Fu42=1, P>0.05) (Fig. 9). A analise pds-hoc
revelou que tanto a distancia percorrida (P <0.05) como o tempo gasto (P <0,05) no centro
foram maiores nas fémeas do grupo controle, quando comparadas com o respectivo grupo dos
machos (Fig. 9). Além disso, ambos ERR (P <0.05) e ECV (P <0,05) diminuiram a distancia
percorrida e o tempo no centro em fémeas, mas sem afetar a exploragdo no centro nos grupos

machos (Fig. 9).
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A andlise da distancia total percorrida (ou seja, centro + periferia) (locomocao total)
indicou efeito do género (F(142=47, P<0.0001), mas sem influéncia do estresse (F(242=0.1,
P>0.05) e interacdo entre estresse x género (Fp,42=3, P>0.05) (Fig. 9). A analise pps-hoc
revelou que a locomocdo total foi maior em todos os grupos das fémeas em relagdo aos

respectivos grupos dos machos (Fig. 9).
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Figura 9 - Analise comportamental no labirinto de cruz elevada (LCE) (a esquerda) e a direita
o0 teste de campo aberto em ratos machos e fémeas. Os animais controle estdo representados
pela barra branca, animais submetidos ao ERR (cinza claro) e os animais submetidos ao ECV
(cinza escuro). (Esquerda) nimero de entradas nos bracos fechados, porcentagem do tempo
gasto nos bracgos abertos e entradas nos bracos abertos no LCE. (Direita) Locomocéo total
(distancia percorrida na periferia + central), distancia percorrida (locomocao central) e tempo
gasto (tempo no centro) no centro no aparato do CA. As barras representam a média £ SEM.
*P<0,05 versus respectivo grupo controle, #P <0,05 vs respectivo grupo dos machos.
ANOVA bifatorial seguida do teste post-hoc de Bonferroni (n=8/grupo).
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5.3. Experimento 3: Efeito do estresse cronico sobre a fung¢éo cardiovascular de ratas

normotensas e espontaneamente hipertensas (SHR)

5.3.1. Efeito do estresse crénico sobre os valores de peso corporal, do coracdo, das adrenais

e do timo em ratas normotensas e ratas SHR.

Peso Corporal - A analise da variacdo do peso corporal durante a exposi¢cdo aos protocolos
de estresse cronico indicou que as fémeas SHR em todos 0s grupos experimentais
apresentaram peso corporal menor em relagdo aos respectivos grupos normotensas durante
todo o periodo de andlise (controle: P<0.05, ERR: P<0.05, ECV: P<0.05) (Figura 10). Além
disso, 0 ERR (P<0.05) e o ECV (P<0.05) reduziram o ganho de peso corporal nas fémeas
normotensas no dia 10, ao passo que a reducdo do peso corporal nas ratas SHR foi
identificada nos dias 5 (ECV: P<0.05, ERR: P<0.05) e 10 (ECV: P<0.05, ERR: P<0.05)
(Figura 10). A analise ANOVA trifatorial indicou efeito significante da linhagem (F(1,53)=189,
P<0.0001), do estresse (F(253=5, P>0.009) e do tempo (F106=7, P<0.001). Também foi
identificada interacdo entre os fatores tempo e estresse (Fs,106=6, P<0.0002), porém néo entre
os fatores linhagem e estresse (F(253=0,1, P>0.05) e tempo e linhagem (F(2,10=1, P>0.05).

A andlise do ganho de peso corporal no periodo (diferenca entre o peso corporal inicial
e no 10° dia) indicou que 0 ERR e 0 ECV reduziram o ganho de peso corporal tanto das ratas
normotensas (ECV: P<0.05, ERR: P<0.05) quanto das ratas SHR (ECV: P<0.05, ERR:
P<0.05) (Figura 10). A analise ANOVA bifatorial indicou efeito do estresse (F(,53)=8,
P<0.0009), porém sem influéncia significante da linhagem (F;53=1, P>0.05) e interacdo

entre estresse e linhagem (F253=0,1, P>0.05).
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Peso do Coragéo — O ERR aumentou os valores de peso absoluto do coracgdo tantos nas ratas
normotensas (P<0.05) quanto nas ratas SHR (P<0.05) (Tabela 5). A andlise dos valores
relativos do peso do coragdo (peso coracdo/peso corporal) indicou que as ratas SHR dos
grupos controle (P<0.05) e ERR (P<0.05) apresentaram valores maiores, quando comparadas
com 0s respectivos grupos de ratas normotensas (Tabela 5 e Figura 11). Além disso, 0 ECV
aumentou o peso relativo do coracgdo das ratas normotensas (P<0.05) (Tabela 5 e Figura 11).
A andlise dos valores de peso absoluto do coragdo indicou efeito da linhagem (F,41)=5,
P<0.02) e do estresse (F41)=6, P<0.003), porém sem interacdo entre os fatores estresse e
linhagem (F(2,41)=0.3, P>0.05). A andlise do peso relativo do coragdo indicou efeito da
linhagem (F.41)=9, P<0.004), porém sem efeito do estresse (F41=1, P>0.05) e interacdo

entre os fatores estresse e linhagem (F(,41y=2, P>0.05).

Peso das adrenais — As ratas SHR de todos 0s grupos experimentais apresentaram valores
menores de peso das glandulas adrenais, quando comparadas com 0s respectivos grupos de
ratas normotensas (Tabela 5). A andlise dos valores relativos do peso das adrenais (peso
adrenais/peso corporal) indicou que o ERR (P<0.05) e 0 ECV (P<0.05) causaram hipertrofia
da glandula nas ratas normotensas (Tabela 5 e Figura 11). A analise dos valores absolutos de
peso das adrenais indicou efeito da linhagem (F(1,41)=29, P<0.0001), porém n&o houve efeito
do estresse (Fp,41= 0.1, P>0.05) e nem interacdo entre os fatores linhagem e estresse
(Fe.41=0,9, P>0.05). A analise do peso relativo das adrenais indicou efeito significante da
linhagem (F(1,41)=5, P<0.04) e do estresse (F41=4, P<0.02), porém sem interagdo entre 0s

fatores estresse e linhagem (F(2,41)=0.2, P>0.05).

Peso do Timo — As ratas SHR de todos 0s grupos experimentais apresentaram valores
menores de peso absoluto e relativo (peso timo/peso corporal) do timo, quando comparadas

com 0s respectivos grupos de ratas normotensas (Tabela 5 e Figura 11). Além disso, 0 ERR e
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0 ECV aumentaram os valores relativos de peso do timo nas ratas SHR (Tabela 5 e Figura
11). A anélise do peso absoluto do timo indicou efeito da linhagem (F(1,41=51, P<0.0001),
porém sem efeito do estresse (F(241)=0.61, P>0.05) e interacdo entre os fatores linhagem e
estresse (Fp,41)=0.01, P>0.05). A anélise do peso relativo indicou efeito da linhagem
(Fa,41)=73, P<0.0001), porém sem efeito do estresse (F(p,41y=2, P>0.05) e interacdo entre 0s

fatores (F41)=2, P>0.05).
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Figura 10 - Peso corporal de animais fémeas normotensas e SHR submetidos aos
protocolos de estresse cronico variavel (ECV) ou estresse de restricdo repetido (ERR). (A)
Variagdo do peso corporal durante a exposicao aos protocolos de ECV ou ERR. As sessbes
de estresse tiveram inicio no dia 1. (B) Ganho de peso corporal (diferenca entre o peso
inicial e no 100 dia). Os dados sdo apresentados com média £+ EPM (n=7-11 animais por
grupo). *P<0.05 quando comparado com o grupo controle da mesma linhagem, #P<0.05
qguando comparado com o respectivo grupo das ratas normotensas. ANOVA bifatorial
acompanhado do pos-teste de Bonferroni.
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Figura 11 - Peso relativo (peso do 6rgdo/peso corporal) do coracdo, adrenal e timo em
animais fémeas normotensas e SHR apds a exposicdo aos protocolos de estresse crénico
variavel (ECV) ou estresse de restricdo repetido (ERR). Os dados sdo apresentados com
média + EPM (n=7-9 animais por grupo). *P<0.05 quando comparado com o grupo controle
da mesma linhagem, #P<0.05 quando comparado com 0 respectivo grupo normotenso.
ANOVA bifatorial acompanhado do p6s-teste de Bonferroni.
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Tabela 5 - Peso do coracdo, da adrenal e do timo em fémeas normotensas e SHR apds os 10
dias dos protocolos de estresse crénico variavel (ECV) ou exposicdo repetida ao estresse por

restricdo (ERR).

Coracéao Adrenal Timo
Grupos
Peso Peso Peso Peso Peso Peso
Absoluto Relativo 2 Absoluto Relativo 2 Absoluto Relativo 2
(mg) (mg) (mg)
Fémeas
normotensas
Controle 856+24 4.1+0.1 12048 0.56+0.03 326+16 1.70+0.1
ERR 757+27* 3.9+0.1 131+12 0.66+0.02* 311441 1.74+0.09
ECV 791+29 45+0.1* 118+5 0.69+0.04* 342+4 1.71+0.1
Fémeas SHR
Controle 820456 4.7+0.2" 915" 0.52+0.04 185+23" 0.55+0.1%
ERR 668+23*  4.5+0.2% 8145 4 0.59+0.03 175+16% 1.0+0.0%*
ECV 720+39 4.5+0.2 866" 0.60+0.03 198+23% 1.0£0.2*%*

Os dados sdo apresentados com média £ EPM (n= 7-9 animais por grupo)

4 Peso do 6rgdo (mg) / peso corporal (g).
* P<0.05, quando comparado com o respectivo grupo controle.

#p<0.05 quando comparado com o respectivo grupo fémea normotensa.
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5.3.2. Efeito do estresse cronico sobre os parametros basais de corticosterona plasmatica em

animais fémeas normotensas e SHR

A andlise dos pardmetros basais de corticosterona plasmatica indicou que as fémeas
SHR em todos 0s grupos experimentais apresentaram valores maiores em relacdo aos
respectivos grupos de ratas normotensas (Figura 12). Além disso, o ERR e o ECV
aumentaram o0s niveis plasmaticos de corticosterona tanto nas fémeas normotensas (ERR:
P<0.05, ECV: P<0.05) quanto nas SHR (ERR: P<0.01, ECV: P<0.05) (Figura 12). A
ANOVA bifatorial indicou efeito da linhagem (F(1,32=96, P<0.0001) e do estresse (F32=9,
P<0.0009), porém ndo identificou interacdo entre os fatores estresse e linhagem (F(,32=0.2,

P>0.05) (Figura 12).
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Figura 12 - Valores basais de corticosterona plasmatica em animais fémeas normotensas e
SHR apds os 10 dias de exposicdo aos protocolos de estresse cronico variavel (ECV) ou
estresse por restricao repetido (ERR). Os dados séo apresentados com média + EPM (n=6-7
animais por grupo) * P<0.05, quando comparado com o grupo controle; # P<0.05 quando
comparado com o respectivo grupo fémea normotensa. ANOVA bifatorial acompanhada do
pos-teste de Bonferroni.
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5.3.3. Efeito do estresse crdonico sobre os parametros basais de pressao arterial e frequéncia

cardiaca em fémeas normotensas e SHR

A Figura 13 mostra o efeito dos protocolos de ECV e ERR sobre os pardametros basais
de pressdo arterial média (PAM), pressdo arterial sistdlica (PAS), pressdo arterial diastélica
(PAD) e frequéncia cardiaca (FC) em fémeas normotensas e SHR. As ratas SHR de todos 0s
grupos experimentais apresentaram valores maiores de PAM (P<0.05), PAS (P<0.05) e PAD
(P<0.05), quando comparadas com seus respectivos grupos normotensos (Figura 13). A
analise da PAM, PAD e PAS indicou efeito da linhagem (PAM: F41)=149, P<0.0001, PAD:
F(1,41)=87, P<0.0001, PAS: F1,41)=48, P<0.0001), porém sem efeito significativo do estresse
(PAM: F(,41)=0.4, P>0.05, PAD: F(2,41)=0.2, P>0.05, PAS: F(241)=0.3, P>0.05). A anélise da
PAS (F(.41)=5, P<0.01), porém ndo da PAM (F(,41)=0.4, P>0.05) e PAD (F,41)=0.2, P>0.05),
indicou interag&o entre os fatores linhagem e estresse.

O ERR aumentou os valores basais de FC nas ratas normotensas (P<0.001) e SHR
(P<0.05) (Figura 13). A andlise da FC basal indicou efeito do estresse (F¢,41y=12, P<0.0001) e
da linhagem (F1,41)=9, P<0.003), porém sem interacdo entre os fatores estresse e linhagem

(Fe.4an=1, P>0.05).
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Figura 13- Valores basais de pressdo arterial média (PAM), pressdo arterial sistolica
(PAS), pressdo arterial diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC) em fémeas
normotensas e SHR apo6s os 10 dias de exposi¢do aos protocolos de estresse cronico
variavel (ECV) ou estresse por restricdo repetido (ERR). Os dados sdo apresentados
com média + EPM (n= 7-9 animais por grupo). *P<0.05 quando comparado com o
grupo controle da mesma linhagem, #P<0.05 quando comparado com o respectivo
grupo normotenso. ANOVA bifatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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5.3.4. Efeito do estresse cronico sobre a atividade simpética e parassimpatica cardiaca e a

frequéncia cardiaca intrinseca em fémeas normotensas e fémeas SHR

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. O ERR aumentou a variagdo da FC (AFC) induzida pela
administracdo i.v de propranolol (atividade simpatica) nas ratas normotensas (P<0.05) e SHR
(P<0.001). A anélise estatistica indicou efeito do estresse (F(241)=15, P<0.01), porém sem
influéncia da linhagem (F41=3, P>0.05) e interacdo entre os fatores estresse e linhagem
(Fan=2, P>0.05).

O ECV aumentou a AFC induzida pela administragdo i.v. metilatropina (atividade
parassimpética) nas ratas normotensas (P<0.001). A analise indicou efeito do estresse
(F41=18, P<0.0001), da linhagem (F41)=5, P<0.03) e interacdo entre estresse e linhagem
(Fe,a1=4, P<0.02).

O ECV aumentou os valores de FC ap6s o tratamento combinado com propranolol e
metilatropina (FC intrinseca) nas ratas normotensas (P<0.05). A andlise indicou efeito do
estresse (F,41=5, P<0.01) e da linhagem (F(,41)=15, P<0.0004), porém sem interacdo entre 0s

fatores estresse e linhagem (F(2,41)=3, P<0.05).
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Figura 14 - Variacdo da frequéncia cardiaca (AFC) induzida pela administracdo intravenosa
de propranolol (antagonista de adrenoceptores [, atividade simpatica) ou metilatropina
(antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos, atividade parasimpatica) e frequéncia
cardiaca observada apds a administracdo combinada de metilatropina e propranolol intrinseca
(FC intrinseca) em fémeas normotensas e SHR submetidas aos protocolos de estresse crénico
varidvel (ECV) ou estresse de restricdo repetido (ERR). Os dados sdo apresentados com
média £ EPM (n= 7-9 animais por grupo) *P<0.05 quando comparado com o grupo controle
da mesma linhagem, #P<0.05 quando comparado com 0 respectivo grupo normotenso.
ANOVA bifatorial acompanhado do p6s-teste de Bonferroni.
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5.3.5. Efeito do estresse crénico sobre a atividade do barorreflexo em fémeas normotensas e

fémeas SHR

A Figura 15 e a Tabela 6 apresentam os resultados das analises de regressdo nao-linear
e linear do barorreflexo. A analise de regressdo ndo-linear do barorreflexo indicou valores
menores de P1 (P<0.05), P2 (P<0.05), variacdo da FC (P<0.05) em todos 0s grupos de ratas
SHR, em relagdo aos respectivos grupos normotensas. Os valores de ganho das ratas SHR dos
grupos controle (P<0.05) e ERR (P<0.05) também foram menores em relagdo aos respectivos
grupos de ratas normotensas. Além disso, 0 ERR aumentou os valores de P. (P<0.05) e
variacdo da FC (P<0.05) nas ratas SHR.

A andlise de regressdo linear foi utilizada para andlise individual da atividade
barorreflexa durante o efeito pressor e depressor da pressdo arterial. Esta analise indicou que
as fémeas SHR de todos 0s grupos experimentais apresentaram valores de ganho menores
para as respostas de taquicardia (controle: P<0.05, ERR: P<0.05, ECV: P<0.05) e bradicardia
reflexas (controle: P<0.05, ERR: P<0.05, ECV: P<0.05), quando comparadas com oS
respectivos grupos normotensas. Além disso, 0 ERR aumentou o ganho da resposta de

taquicardia nas ratas ERR (P<0.05).
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Figura 15 - Anélise de regressdo ndo-linear (graficos superiores) e linear (gréaficos
inferiores) do barorreflexo correlacionando variagdes de pressdo arterial média (APAM)
e a resposta reflexa de frequéncia cardiaca (AFC) em fémeas normotensas e SHR
submetidas ao estresse de restricao repetido (ERR) ou estresse crénico variavel (ECV).
Simbolos nas curvas sigmoides indicam a PA50. Circulos representam a média e as

barras o erro padrdo da média nas curvas de regressao linear.
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Tabela 6 - Pardametros derivados da analise de regressdo ndo-linear (Ganho, P1, P2, variacdo
da FC e PAsp) e linear (ganho bradicardia e ganho taquicardia) do barorreflexo em fémeas
normotensas € SHR submetidas ao protocolo de 10 dias de estresse por restricdo repetido

(ERR) ou estresse crénico variavel (ECV).

Grupo Ganho P P2 Vggi?go bra?d?::dia tacin??grodia
(bpm/mmHg) (bpm) (bpm) (bpm) (bpm/mmHg)  (bpm/mmHg)

Fémeas Normo
Controle -2.11£0.1 -71+8 130+11 202+£17 -2.4+0.2 -3.7£0.4
ERR -2.4+0.2 -81+6 1125 196+12 -2.310.2 -2.8+0.3
ECV -1.9+£0.2 -69+11 121+12 187124 -2.1£04 -3.5+£0.5

Fémeas SHR
Controle -1.2+0.1% -36+3* 42+16% 74£17% -0.740.2% -0.8+0.6%
ERR -1.2+0.2% -40+6% 8215 122+12% -1.1+0.2% -2.4+0.2
ECV -1.5+£0.2 -23+8% 50+12% 73+14% -0.5+0.4* -0.5+0.3%
Interaco
imagen — DE0000r  plotor  plomor  peosoon Pt Paooor

Valores expressos como média = EPM

* P<0.05 vs grupo controle. # P<0.05 vs respectivo grupo fémea.

ANOVA bifatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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Figura 16 - Pardmetros usados para a analise da atividade do barorreflexo correlacionando
variacoes de pressao arterial média (APAM) e a resposta reflexa de frequéncia cardiaca (AFC)
em fémeas normotensas e SHR submetidas ao estresse de restri¢do repetido (ERR) ou estresse
cronico variavel (ECV). (A) variacdo da FC diferenca entre P1 e P2; (B) platé maximo da FC
(P2); (C) platd minimo da FC (P1); (D) Ganho, inclinacdo da porg¢do linear da curva; (E)
Inclinagéo da curva provocada pelo aumento da FC; (F) Inclina¢do da curva provocada pela
diminuicdo da FC.
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6. DISCUSSAO

Os resultados referentes a comparacgdo dos efeitos do ERR e do ECV em machos e
fémeas (experimentos 1 e 2), bem como a comparacgédo dos efeitos dos estressores cronicos em

fémeas normotensas e fémeas SHR (experimento 3) sdo sumarizados na Tabela 7.



Tabela 7 - Sumério dos efeitos da exposicdo ao ERR ou ao ECV em machos e fémeas
normotensos e em fémeas SHR.

Machos Fémeas Fémeas
normotensas SHR
Exposi¢ao ao ERR ECV ERR ECV ERR ECV
estresse
Parametros
somaticos
Peso corporal #* ! ! l ! 1 l
Peso coragdo - - - 1 - -
Peso adrenal” - 1 1 0 - -
Peso timo® - - - - 1 1
Eixo HPA
Corticosterona® - - 0 1 1 1
Cardiovascular
basal
Pressdo arterial*® - - - - - -
FC* 1 1 1 -- 1 -
Atividade
autonomica
Atividade 1 1 1 - 1 -
simpatica
cardiaca *
Atividade -- -- -- 1 - -
parassimpatica
cardiaca’
FC intrinseca - - - 1 - -
Bradicardia ! ! - - - -
reflexa®
Taquicardia - 1 - - 1 -
reflexa®
Fungdo
vascular
Resposta pressora
da - - - - NA NA
fenilefrina
Resposta
depressora da - ! 1 1 NA NA
Acetilcolina®
Efeito depressor 1 -- ! ! NA NA
do NPS
Comportamento
Ansiedade” - -- 0 1 NA NA

Setas para cima e para baixo indicam aumento e reducéo, respectivamente.
# - dimorfismo sexuais no grupo controle.

$ - diferencas entre ratas normotensas e SHR no grupo controle.

NA — pardmetro ndo-avaliado.
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Além dos efeitos dos protocolos de estresse cronico sobre a atividade cardiovascular e
autondmica, a comparac¢ao dos animais controle evidenciou importantes dimorfismos sexuais.
Por exemplo, a FC basal foi maior nas fémeas quando comparadas com o0s animais machos.
Esse efeito foi acompanhado de uma menor atividade parassimpéatica e uma maior atividade
simpatica cardiaca em fémeas. Nossos resultados estdo de acordo com dados clinicos e pré-
clinicos, nos quais tem reportado que mulheres e ratas normotensas possuem valores maiores
de FC basal quando comparadas com seus pares machos (MARIS et al, 2005; JOHNSON et
al, 2011). Dados clinicos acerca do balango autonémico cardiaco obtidos atraves da analise da
variabilidade da FC indicaram valores menores em mulheres de pardmetros relacionados com
a atividade parassimpéatica (por exemplo: RMSSD e pNN50) (STEIN et al, 1997;
SMETANA; MALIK, 2013), apesar de alguns parametros obtidos nesta analise (por exemplo:
variabilidade de baixa frequéncia e alta frequéncia) ndo se correlacionarem com a taquicardia
de repouso observada em mulheres (SMETANA; MALIK, 2013). Nossos resultados também
sdo suportados por dados pré-clinicos demonstrando que fémeas possuem valores maiores em
parametros da andlise de variabilidade da FC relacionados com a atividade simpatica cardiaca
(variabilidade de baixa frequéncia), ao passo que parametros associados com a atividade
parassimpatica (variabilidade de alta frequéncia) sdo menores (JOHNSON et al, 2011).
Valores elevados de FC e diferencas no balango autonémico cardiaco no sentido de um
aumento da contribui¢do simpética tem sido considerado um fator de risco para o surgimento
de diversas patologias cardiovasculares (DYER, 1980; CARNEY et al, 1993; PALATINI et
al, 1997). Deste modo, apesar dos diversos efeitos protetores dos hormoénios ovarianos (em
especial estrogénio) na funcgdo cardiaca e vascular (DUBEY et al, 2002; KNOWLTON; LEE,
2012), dimorfismos sexuais no balango autonémico cardiaco e na FC basal pode constituir um

fator de risco cardiovascular em mulheres.

A comparacdo dos animais controle também evidéncia importantes diferencas entre as

ratas normotensas e as ratas SHR (Experimento 3). Como esperado, nds observamos que as
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fémeas SHR apresentaram valores maiores de PAM, bem como de PAS e PAD, quando
comparadas as ratas normotensas. Esses resultados estdo de acordo com evidéncias de que
animais SHR comecam a desenvolver hipertensdo arterial com 5 semanas de vida, ja
apresentando valores de pressao arterial significativamente elevados a partir da 72 semana de
vida (YAMORI et al, 1984). Com relagdo aos valores basais de FC, nés ndo identificamos
diferengas significativas entre os grupos controle normotenso e hipertenso. Contréario ao dado
consistente de hipertensdo observado nos animais SHR, diferencas nos valores basais de FC
em animais normotensos e SHR sdo controversos. Por exemplo, alguns autores reportaram
que a hipertensdo é acompanhada de aumento da FC basal, na qual foi relacionada a um
aumento na atividade simpética e diminui¢do da atividade parassimpética cardiaca (MASSON
et al, 2014; CHAAR et al, 2015; MASSON et al, 2015); ao passo que outros estudos nédo
identificaram diferencas na FC basal e na atividade autonémica em ratos SHR comparados
com animais normotensos (TAMARGO et al, 1995; PONTIERI et al, 1998; MCDOUGALL
et al, 2000; VAN DEN BUUSE et al, 2001; BLANCO et al, 2015). Os dados de estudos que
compararam fémeas normotensas e SHR também sdo inconsistentes. Alguns autores
reportaram valores maiores de FC basal nas ratas SHR comparadas com ratas normotensas, no
qual foi relacionado com valores elevados de atividade simpatica e reduzidos de atividade
parassimpatica para o coracdo (DIAS et al, 2010); porém outros estudos ndo identificaram
diferencas na FC basal de ratas Wistar e SHR (AZAR et al, 2012; SHIMOJO et al, 2015).
Deste modo, os resultados reportados no presente relatorio sdo consistentes com evidéncias
prévias de que a hipertensdo em ratas SHR n&o é acompanhada de alteracdes na FC basal e na

atividade autondmica cardiaca (AZAR et al, 2012; SHIMOJO et al, 2015).

Abaixo é apresentada discussdo das alteracBes fisiologicas, somaéticas e
comportamentais induzidas pelos estressores cronicos em termos da influéncia do tipo de

estresse, de dimorfismos sexuais e da hipertensdo. O envolvimento de alteragdes na atividade
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do barorreflexo e na responsividade vascular a agentes vasoativos nas respostas

cardioascualres aos estressores cronicos é discutida na ultima sessao.

6.1. Influéncia do tipo de estresse

Resultados obtidos em ratos tém demonstrado que as respostas somaticas (por
exemplo: hipertrofia da glandula adrenal e atrofia do timo) e as alteracdes na atividade do
eixo HPA sdo observados principalmente apds a exposicdo a protocolos de ECV, ao passo
que protocolos que envolvem a exposicao repetida ao mesmo estressor (isto €, homotipico)
afetam minimamente estes parametros (MAGARINOS; MCEWEN, 1995; MARIN et al,
2007; KOPP et al, 2013). Essas diferengas parecem decorrer, a0 menos em parte, do processo
de habituacdo durante a exposicdo repetida ao mesmo estressor (HERMAN, 2013;
CRESTANI, 2016). Estes resultados suportam os nossos dados indicando que somente o ECV
aumentou o0 peso das adrenais nos machos. Entretanto, nenhum dos protocolos de estresse
afetaram os niveis de corticosterona plasmatica nos machos. Nossos resultados corroboram
com dados da literatura indicando auséncia de efeito do ECV e do ERR sobre os niveis basais
de corticosterona plasmatica (GRIPPO et al, 2005; FLAK et al, 2011; JANKORD et al, 2011,
HERMAN, 2013). Com relacdo a influéncia dos protocolos de estresse crénico sobre o ganho
de peso corporal, apesar de alguns estudos identificarem um impacto maior do ECV versus o
ERR (MARIN et al, 2007; GAO et al, 2016), vérios estudos demonstraram que o0 ECV e o
ERR reduzem de maneira similar o ganho de peso corporal (MAGARINOS; MCEWEN,
1995; VYAS et al., 2002; FLAK et al., 2012; YOON et al.,2014; DUARTE et al.,2015), nos
quais suportam os achados reportados no presente estudo.

Quanto a influéncia dos protocolos de estresse em fémeas, nossos achados indicando
hipertrofia da adrenal e aumento na concentra¢do plasmatica de corticosterona causados por
ambos os protocolos de estresse crénico contrastam com a ideia de habituacdo discutida

acima. Entretanto, é importante destacar que as evidéncias de diferencas no impacto de
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protocolos de estresse crdnico homotipico e heterotipico sobre parametros somaticos e a
atividade do eixo HPA foram obtidos em machos. Nesse sentido, foi demonstrado que a
habituacdo do eixo HPA durante a exposi¢do repetida ao mesmo estressor é reduzida em
fémeas (GALEA et al, 1998; CHADDA; DEVAUD, 2005; DOREMUS-FITZWATER et al,
2009), o que pode explicar os nossos dados evidenciando elevacdo dos niveis basais da
corticosterona em fémeas apds o ERR. Além disso, uma reducdo em mecanismos centrais de
retroalimentacdo negativa do eixo HPA (XING et al, 2013) e hiperresponsividade do eixo
HPA durante situagOes aversivas em fémeas (HANDA et al, 1994; MITSUSHIMA et al 2003;
KUDIELKA; KIRSCHBAUM, 2005) também podem contribuir para a eleva¢do nos niveis
basais de corticosterona em fémeas.

Tem sido demonstrado uma elevacdo da FC basal em animais machos apds a
exposicdo a protocolos de ECV, na qual é mediada por aumento ténus simpatico cardiaco
(GRIPPO et al, 2002 e 2003; DUARTE et al, 2015). Deste modo, a elevacdo da FC basal
decorrente de aumento na atividade simpatica cardiaca nos animais machos submetidos ao
ECV esta de acordo com estudos anteriores. No entanto, nds observamos aumento da FC
basal tanto nos machos quanto nas fémeas ap6s a exposi¢do ao ERR. Uma ampla revisdo da
literatura ndo encontrou evidéncias consistentes de habituacdo das repostas cardiovasculares
ao estresse repetido (CRESTANI, 2016). As evidéncias de auséncia de habituacdo das
respostas cardiovasculares suportam os resultados reportados no presente estudo indicando
um impacto do ERR sobre a FC basal e a atividade simpética cardiaca. Os nossos dados
tambeém corroboram com estudos prévios que identificaram disfungdes cardiovasculares e na
atividade autonémica ap0s a exposi¢cdo ao ERR (DAUBERT et al, 2012; YANG et al, 2014;
BRUDER-NASCIMENTO et al, 2014; DUARTE et al, 2015; HABIB et al, 2015; COSTA-

FERREIRA et al, 2016).
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6.2. Influéncia de dimorfismos sexuais

Além das caracteristicas do agente estressor, as complicacdes relacionadas ao estresse
também dependem das caracteristicas do individuo. Deste modo, tem sido proposto que 0s
efeitos do estresse podem também depender do género, tracos de personalidade e estilo de
vida (ZELENA et al., 1999; SGOIFO et al, 2014). Com relacédo a influéncia do género, os
hormbnios sexuais podem determinar como 0 organismo processa 0s estimulos, e
provavelmente estdo envolvidos nas diferengas entre homens e mulheres na incidéncia de
doencas relacionadas ao estresse (KUDIELKA et al., 2000). Sendo assim, além dos efeitos
dos protocolos de estresse cronico sobre a atividade cardiovascular e autonémica, 0s
resultados obtidos nos Experimentos 1 e 2 comparando animais controle evidenciou
importantes dimorfismos sexuais. Além disso, os resultados obtidos nesses experimentos
demonstraram uma influéncia do dimorfismo sexual nos efeitos do estresse sobre parametros
somaticos, neuroenddcrinos e cardiovasculares.

Os resultados obtidos no Experimento 1 evidenciaram que apesar do ECV e o ERR
reduzirem o ganho de peso corporal nos machos, este parametro ndo foi afetado por nenhum
dos protocolos de estresse crénico nas fémeas. Apesar das evidéncias de um impacto do
estresse cronico sobre o peso corporal de fémeas (XU et al, 2010; DOREMUS-FITZWATER
et al, 2009), os nossos dados corroboram com estudos prévios demonstrando que tanto o ECV
guanto o ERR reduzem o ganho de peso corporal somente nos machos (DUNCKO et al, 2001,
WESTENBROEK et al, 2003; DALLA et al, 2005; XING et al, 2013). As razfes para este
dimorfismo sexual ndo esta elucidado. No entanto, é importante notar que o ganho de peso
corporal é reduzido nas fémeas, de modo que os valores nas fémeas controle sdo similares
aqueles observados em machos submetidos aos protocolos de estresse crénico. Deste modo,
dimorfismos sexuais no ganho de peso corporal podem explicar, a0 menos em parte, a
auséncia de efeito dos protocolos de estresse cronico sobre o peso corporal nas fémeas. Além

disso, estudos investigando os efeitos de protocolos de estresse cronico em machos e fémeas
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tem reportado hipertrofia da adrenal e atrofia do timo somente em machos (WESTENBROEK
et al, 2003; TOTH et al, 2008; XU et al, 2010), assim suportando nossos achados obtidos no
Experimento 1 que indicaram uma hipertrofia da adrenal somente nos animais machos.

De maneira oposta ao observado no peso corporal, nds observamos que os protocolos
de estresse crénico elevaram os niveis plasmaticos de corticosterona e aumentaram 0S
comportamentos relacionados a ansiedade somente nas fémeas. Nossos resultados estdo de
acordo com evidéncias da literatura indicando uma vulnerabilidade de fémeas para os efeitos
comportamentais e neuroenddcrinos decorrentes da exposi¢do ao estresse cronico (DALLA et
al, 2005; XING et al, 2013). Com relacdo aos efeitos sobre 0s niveis basais de corticosterona
plasmatica, apesar de alguns resultados indicarem auséncia de efeito do estresse cronico sobre
0s niveis basais deste hormonio em fémeas (DUNCKO et al, 2001; GRIPPO et al, 2004),
estudos comparando os efeitos em animais machos e fémeas tem demonstrado que o estresse
cronico aumenta os niveis basais de corticosterona somente em fémeas (DALLA et al, 2005;
XING et al, 2013). Um estudo reportou ainda reducdo nos niveis basais de corticosterona em
machos ap0s a exposi¢cdo a um protocolo de ECV, sem identificar alteragdes significativas em
fémeas, assim reforgando a ideia de uma vulnerabilidade de fémeas (REICH et al, 2009). Tem
sido demonstrado que a habituacdo do eixo HPA durante a exposicdo repetida ao mesmo
estressor € reduzida em fémeas (GALEA et al, 1998; CHADDA; DEVAUD, 2005;
DOREMUS-FITZWATER et al, 2009), o que pode explicar os nossos dados evidenciando
elevacdo da corticosterona em fémeas apds o ERR. Além disso, uma reducdo em mecanismos
centrais de retroalimentacdo negativa do eixo HPA (XING et al, 2013) e a
hiperresponsividade do eixo HPA durante situacOes aversivas (HANDA et al, 1994,
MITSUSHIMA et al 2003; KUDIELKA; KIRSCHBAUM, 2005) também podem contribuir
para a elevacdo nos niveis basais de corticosterona em fémeas.

Com relacdo aos efeitos comportamentais, nossos resultados também indicaram uma

possivel vulnerabilidade das fémeas submetidas aos protocolos de estresse. Nossos dados
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estdo de acordo com evidéncias anteriores de efeito ansiogénico identificada nos testes do
LCE e CA apenas em fémeas apds exposicdo ao ERR e ECV (HUYNH et al., 2011; LU et al.,
2015). No entanto, foram relatados dados contrastantes sobre dimorfismos sexuais no impacto
do ECV e do ERR em comportamentos do tipo ansiogénico. Por exemplo, foram relatados
efeitos do tipo ansiogénico no LCE nos machos que foram submetidos ao ERR (BOWMAN et
al., 2009; NOSCHANG et al., 2009). As diferencgas no protocolo de estresse podem explicar a
discrepancia com os achados do presente estudo, j& que a duracdo das sessfes (6h vs 1h)
(BOWMAN et al., 2009) ou a duracgéo do protocolo (50 dias vs 10 dias) (NOSCHANG et al.,
2009) foram maiores do que no presente estudo. No entanto, também foi relatada uma
diminuicdo semelhante na exploracdo de bracos abertos do LCE em machos e fémeas ap0s a
exposicdo a um protocolo de ECV (DALLA et al., 2005), bem como auséncia de alteragdes
nos comportamentos no CA ap6s a exposicdo ao ERR (ALBONETTI; FARABOLLINI, 1992;
NOSCHANG et al 2009, PERROT-SINAL et al., 2004).

Tem sido demonstrado que a ativacdo simpatica e as alteracdes cardiovasculares
durante situacdes agudas de estresse s@o mais pronunciadas em fémeas do que em animais
machos (WEINSTOCK et al, 1998; EIKELIS VAN DEN BUUSE, 2000; ANISHCHENKO et
al, 2007). Um estudo recente comparou os efeitos do ECV sobre a reatividade vascular a
agentes vasoativos in vitro em animais machos e fémeas (STANLEY et al, 2014). Entretanto,
do nosso conhecimento, os resultados apresentados no presente estudo sdo 0s primeiros a
evidenciar um efeito da exposicdo a protocolos de estresse crénico sobre pardmetros basais de
pressdo arterial e FC, bem como sobre a atividade autondmica em fémeas. Nossos resultados
demonstraram que apesar das fémeas (controle) apresentarem FC basal maior do que o0s
machos (controle), o ERR causou uma elevagao adicional da FC nos animais fémeas, o que
pode evidenciar uma vulnerabilidade destes animais aos efeitos cardiovasculares do estresse
crbnico. Entretanto, apesar do ECV aumentar a FC basal em machos, n6s ndo identificamos

um efeito significativo deste protocolo de estresse sobre a func¢éo cardiovascular em fémeas.
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Estes dados corroboram com resultados recentes de Stanley e colaboradores (2014), que
relataram que as alteragdes induzidas pelo ECV na reatividade vascular in vitro a agentes
vasoconstritores e vasodilatadores foi menos pronunciada em fémeas comparadas com 0s
machos. Apesar de ndo ter sido investigado diretamente, os autores atribuiram essas
diferencas entre machos e fémeas as influéncias distintas entre géneros dos hormonios sexuais
sobre a funcdo cardiovascular. Neste sentido, nossos resultados indicam que mecanismos
protetores presentes em fémeas e ativados pelo ECV parecem ndo serem efetivos durante a
exposicdo repetido a0 mesmo estressor, assim levando ao desenvolvimento de alteragGes
cardiovasculares e autonémicas.

Em conjunto, nossos resultados indicam uma influéncia do género nos efeitos do
estresse sobre 0s parametros somaticos, a atividade neuroenddcrina e comportamentos
relacionados a ansiedade; no qual parece independer do tipo de estresse. Neste sentido, as
fémeas parecem ser mais suscetiveis aos efeitos do estresse cronico sobre a atividade basal do
eixo HPA e os comportamentos relacionadas a ansiedade. Entretanto, os dados indicam uma
influéncia de dimorfimos sexuais nas alteracdes cardiovasculares a estressores cronicos, nos
quais parecem estar relacionados com uma influéncia do tipo de estresse. Nesse sentido, nds
ndo identificamos diferencas nos efeitos cardiovasculares causados pelos dois estressores
crbnicos nos animais machos; porém as fémeas parecem sensiveis aos efeitos de estressores

homotipicos.

6.3. Influéncia da hipertenséo
Além da influéncia do género, outra caracteristicas individual que pode afetar as
alteracbes causadas pelo estresse é a presenca de doencas cardiovasculares pré-existentes.

Nesse sentido, dados clinicos e pré-clinicos sugerem que a hipertensdo pode influenciar a
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incidéncia de complicagOes causadas pelo estresse. Por exemplo, foi reportado previamente
que pacientes hipertensos, com ou sem tratamento, parecem reagir mais intensamente ao
estresse do que seus pares normotensos (LIMA et al, 2010). Resultados de estudos pré-
clinicos comparando ratos normotensos e SHR também consistentemente demonstraram que
as respostas cardiovasculares (MCCARTY, 1983; CASTRO; PRINTZ, 1990; KNARDAHL ;
HENDLEY, 1990; ZHANG e THOREN, 1998; VAN DEN BUUSE et al, 2001;
MCDOUGALL et al, 2000, 2005) e a ativagdo do eixo HPA (KVETNANSKY et al, 1979;
SUDO; MIKI, 1993; GOMES et al, 1998; IMAKI et al, 1998; DURAND et al, 1999;
ROMAN et al, 2004; DJORDJEVIC et al, 2007) foram mais pronunciadas nos animais SHR.
Apesar desses dados indicarem que a hipertensdo pode estar relacionada com uma
vulnerabilidade aos efeitos do estresse, evidéncias sobre as consequéncias da exposicdo a
protocolos de estresse crénico sobre a funcdo cardiovascular em animais hipertensos séo
escassas. Além disso, a maior parte dos estudos pré-clinicos foram realizados em animais
machos. De fato, os resultados obtidos no presente estudo sdo os primeiros a fornecer
evidéncias da influéncia do ECV e do ERR sobre parametros somaticos, neuroendécrinos e
cardiovasculares em fémeas SHR.

Os resultados obtidos no Experimento 3 indicaram que ambos 0s protocolos de
estresse cronico reduziram o ganho de peso corporal tanto nas ratas normotensas quanto nas
ratas SHR. Apesar do impacto dos estressores no ganho de peso corporal ter sido similar nas
ratas SHR e nas ratas normotensas, o efeito do ECV e do ERR foi identificado anteriormente
(no dia 5 do protocolo experimental) nas ratas hipertensas em relagdo as ratas normotensas
(efeito identificado somente no dia 10), o que pode indicar uma vulnerabilidade das ratas SHR
para os efeitos do estresse crénico sobre o peso corporal. Estudos anteriores identificaram
reducdo similar no ganho de peso corporal e na ingestdo alimentar em animais machos
normotensos e SHR expostos por 14 dias ao estresse de imobilizagdo (GOMES et al, 1996), o

gue suporta os nossos achados, além de indicar que o efeito similar de estressores
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homotipicos sobre o peso corporal em animais SHR e normotensos parece independer do
género. Entretanto, os efeitos do estresse sobre 0 peso corporal em ratos SHR parece depender
do paradigma de estresse, ja que a reducdo do peso corporal causado pelo estresse de derrota
social foi menor em ratos SHR relativo a ratos normotensos (BERTON et al, 1997), ao passo
que o efeito do estresse de aglomeracdo (espaco individual por animal na caixa moradia
reduzido) foi mais pronunciado nos ratos SHR (SLEZAK et al, 2014). Do nosso
conhecimento, os nossos dados sdo os primeiros a investigar os efeitos de protocolos de ECV
em animais SHR.

Os nossos achados de hipertrofia da glandula adrenal seletivamente em ratas
normotensas corroboram com evidéncias de estudos que investigaram os efeitos do estresse
de imobilizacdo repetido e do estresse de derrota social (GOMES et al, 1996; BERTON et al,
1997), nos quais identificaram alteracBes na glandula adrenal ap6s a exposicdo a esses
estressores somente em animais normotensos. O aumento do peso do timo nas ratas SHR foi
inesperado, j& que o aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona é esperado causar
atrofia do timo. Esse efeito pode estar relacionado com os valores reduzidos de peso do timo
observados nas ratas SHR em relagdo aos animais normotensos. Entretanto, as diferengas no
peso do timo entre animais SHR e normotensos, bem como os efeitos do estresse sobre esse
parametro somatico, podem ser influenciados pelo género. Nesse sentido, Berton et al (1997)
reportaram valores maiores de peso do timo em animais machos SHR versus normotensos, e 0
estresse de derrota social ndo afetou essa medida em nenhuma das linhagens de ratos
(BERTON et al, 1997). De qualquer modo, estudos futuros sdo necessarios para elucidar os
mecanismos relacionados com as respostas no peso do timo identificadas no presente estudo.

Ambos o0s protocolos de estresse aumentaram o0s niveis plasmaticos de corticosterona
tanto nas ratas normotensas quanto nas ratas SHR. Apesar dos valores maiores de
corticosterona observado nas ratas SHR, o aumento causado pelos protocolos de estresse nas

ratas normotensas e SHR foi similar (aumento de 26ug/dl nas ratas normotensas ECV e ERR;
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aumento de 37ug/dl e 32ug/dl nas ratas SHR ECV e ERR, respectivamente). Do nosso
conhecimento, os resultados reportados no presente estudo sao os primeiros a indicarem uma
influéncia do ECV e do ERR sobre os niveis plasmaticos de corticosterona em animais SHR.
Entretanto, foi reportado previamente que o aumento nos niveis plasmaticos basais de
corticosterona causado pela exposi¢do didria por 8 semanas a um ambiente novo ou ao
exercicio em esteira, bem como por 14 dias ao estresse de imobilizag&o, foi maior em ratos
SHR relativo a ratos normotensos (GOMES et al, 1996; DUCLOS et al, 2001). Além disso,
outros estudos comparando animais normotensos e SHR nao identificaram efeito nos niveis
basais de corticosterona apds 7 sessbes de derrota social, 14 dias de estresse de aglomeragédo
ou 21 dias de isolamento social em nenhuma das linhagens (BERTON et al, 1997,
DJORDJEVIC et al, 2007; SLEZAK et al, 2014). Em conjunto com os achados reportados no
presente estudo, esses resultados sugerem que o efeito do estresse sobre o0s niveis basais de
corticosterona em animais SHR esté relacionado com o tipo de estressor crénico. Entretanto,
nos ndao podemos excluir a possiblidade que as diferengcas com relacdo aos resultados do
nosso estudo decorram de dimorfismos sexuais, uma vez que com excecdo do trabalho de
Slezak et al (2014), todos 0s outros estudos anteriores investigaram os efeitos dos estressores
em animais SHR machos (GOMES et al, 1996; BERTON et al, 1997; DUCLOS et al, 2001;
DJORDJEVIC et al, 2007).

Estudos prévios consistentemente demonstraram que as respostas cardiovasculares
observadas durante a exposicdo a sessdes agudas de estresse Sd0 mais pronunciadas em
animais SHR relativos a animais normotensos (MCCARTY, 1983; CASTRO; PRINTZ, 1990;
KNARDAHL; HENDLEY, 1990; ZHANG; THOREN, 1998; VAN DEN BUUSE et al, 2001;
MCDOUGALLI et al, 2000, 2005). Entretanto, os efeitos da exposi¢do a protocolos de estresse
cronico sobre a funcéo cardiovascular e a atividade autbnoma basais em animais SHR ainda
sdo pouco compreendidos. Nés observamos que o ERR aumentou a FC basal e a atividade

simpaética tanto nas ratas normotensas quanto nas ratas SHR, ao passo que o ECV néo afetou
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esses parametros em nenhuma das linhagens de ratas. Esses resultados contrastam com
estudos prévios que compararam ratos SHR e normotensos, nos quais ndo identificaram
alteracdo na pressao arterial e FC basal ap0s a exposicao a 10 sessdes diérias de estresse de
restricdio (MCDOUGALL, 2000, 2005). Uma possibilidade seria uma possivel influéncia do
género nos efeitos do ERR sobre a funcéo cardiovascular e a atividade autbnoma, ja que os
estudos anteriores foram conduzidos em animais machos (MCDOUGALL, 2000, 2005). De
fato, os nossos dados sdo 0s primeiros a investigar o efeito do ERR e do ECV em fémeas
SHR. De qualquer modo, estudos futuros comparando animais SHR machos e fémeas séo
necessarios para elucidar possiveis dimorfismos sexuais nos efeitos cardiovasculares de

estressores cronicos nessa linhagem.

6.4. Mecanismo das alterac6es cardiovasculares provocadas pelo estresse:

barorerreflexo e resposta vascular a agentes vasoativos

6.4.1 Alteracoes na atividade do barorreflexo

No presente estudo nds avaliamos um possivel envolvimento de alteracdes na
atividade barorreflexa nas alteragdes cardiovasculares induzidas pelo ERR e 0 ECV. Tem sido
demonstrado reducédo na atividade barorreflexa em individuos com hipertenséo essencial, bem
como em modelos experimentais de hipertensdo (BRISTOW et al, 1969; IRIGOYEN &
KRIEGER, 1998). Além disso, alteracdes neste mecanismo reflexo parece ser um fator de
risco para o desenvolvimento de arritmias e morte slUbita em diversas patologias
cardiovasculares (FARRELL et al, 1991; TAKASE et al, 1992). Os resultados obtidos no
presente estudo demonstraram que tanto o ERR quanto o ECV reduziram a bradicardia reflexa
durante aumentos da pressdo arterial induzidos pela infusdo intravenosa de fenilefrina nos
animais machos. Além disso, n0s observamos que a resposta taquicardica reflexa
desencadeada por reducdes na pressao arterial induzida pela infuséo intravenosa de NPS foi

aumentada pelo ECV nos machos normotensos e pelo ERR nas fémeas SHR. Os resultados do
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ECV nos animais machos corroboram com estudos anteriores do nosso grupo (ALMEIDA et
al, 2015; DUARTE et al, 2015). Entretanto, nossos achados contrastam com resultados de
Grippo e colaboradores (2008), que reportaram auséncia de alteracdo nas respostas de FC do
barorreflexo ap6s exposic¢éo a um protocolo de ECV em ratos. Entretanto, a discrepancia pode
estar relacionada com diferencas no protocolo experimental, uma vez que o protocolo de ECV
usado por Grippo e colaboradores (2008) foi mais longo (4 semanas) do que aquele
empregado no presente estudo (10 dias). A reducdo na resposta bradicardica do barorreflexo
nos animais submetidos ao ERR corrobora com dados anteriores (PORTER et al, 2004). Um
outro estudo reportou facilitacdo da resposta de bradicardia reflexa apds a exposicdo a
protocolos de ERR (CONTI et al, 2001), porém as sessdes (20 minutos vs 60 minutos) e o
protocolo (5 dias vs 10 dias) de estresse foram mais curtos do que aqueles empregados no
presente estudo.

Prejuizo da atividade barorreflexa tem sido associada com um aumento na atividade
nervosa simpética (GRASSI et al, 2006). Desse modo, a reducdo na resposta bradicérdica
reflexa identificada nos machos expostos ao ERR e ao ECV indica que comprometimento na
atividade barorreflexa pode mediar a facilitacdo da atividade simpatica cardiaca, que levou a
elevacdo da FC basal, observada nesses animais ap0s a exposi¢do ao ECV e ao ERR. Com
relacdo a facilitacdo das respostas durante estimulos hipotensores, tem sido sugerido que
respostas taquicardicas exacerbadas é um fator de risco para o desenvolvimento de isquemia
do miocardio e morte subita (DYER et al, 1980; PALATINI et al, 1997). Deste modo, 0
aumento na resposta taquicardica do barorreflexo nos machos submetidos ao ECV e nas
fémeas SHR submetidas ao ERR pode constituir um fator de risco para o desenvolvimento de
patologias cardiovasculares.

O presente estudo é o primeiro a avaliar o efeito de protocolos de estresse crénico
sobre a atividade do barorreflexo em animais fémeas. Entretanto, de maneira interessante,

nenhum dos protocolos de estresse crénico alteraram as respostas do barorreflexo nas fémeas
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normotensas. Esses resultados indicam a presenca de mecanismos protetores que impedem o
desencadeamento de alteragfes nesse mecanismo reflexo cardiovascular em fémeas expostas
a protocolos de estresse cronico. Nesse sentido, foi reportado uma agdo facilitatoria dos
hormdnios ovarianos sobre a atividade do barorreflexo (ABDEL-RAHMAN, 1998;
MOHAMED et al, 1999). Desse modo, os hormonios sexuais femininos podem se opor aos
efeitos negativos do estresse, assim impedindo o surgimento de alteragdes na atividade do
barorreflexo. Entretanto, esse mecanismo parece estar prejudicado nas fémeas SHR, ja que o
ERR facilitou a resposta de taquicardia do barorreflexo nesses animais.

A auséncia de efeito do estresse cronico sobre a atividade do barorreflexo em fémeas
fornecem evidéncias de importantes dimorfismos sexuais nos possiveis mecanismos
relacionados com as alteragcdes cardiovasculares e autdbnomas induzidas pelo estresse. Por
exemplo, apesar das alteracOes na atividade barorreflexa correlacionar com a facilitagdo da
atividade simpaética cardiaca e o aumento da FC basal nos machos, o aumento na atividade
simpatica e a taquicardia de repouso causada pelo ERR nas fémeas parece ser independente
de alteragdes na atividade barorreflexa.

Apesar da auséncia de efeito dos protocolos de estresse sobre a atividade barorreflexa
nas fémeas, a comparacdo dos animais controle evidenciou importantes dimorfismos sexuais
na atividade desse mecanismo reflexo cardiovascular. Por exemplo, as ratas, quando
comparadas com seus pares machos, apresentaram respostas aumentadas de bradicardia
reflexa durante aumentos da pressdo arterial. A resposta de taquicardia reflexa causada pela
hipotensdo também foi maior em ratas comparadas com 0s animais machos. Esses achados
estdo de acordo com dados clinicos e pré-clinicos prévios indicando uma atividade
barorreflexa aumentada em fémeas (KIM et al, 2011). Entretanto, alguns estudos reportarem
respostas  barorreflexa reduzidas em fémeas (ABDEL-RAHMAN et al, 1994,
CONVERTINO, 1998; ABDEL-RAHMAN, 1999; BESKE et al, 2001) ou auséncia de

dimorfismos sexuais nas respostas de frequéncia cardiaca do barorreflexo (CROFTON et al,
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1988; SEVRE et al, 2001; CUSTAUD et al, 2002; FOLEY et al, 2005). Um estudo recente
reportou dimorfismos sexuais na morfologia da inervagéo aferente do barorreflexo (CHAVEZ
et al, 2014), nas quais foram associadas com uma facilitagdo na transmissdo da informacao
dos barrorreceptores em fémeas comparadas com machos (CHAVEZ et al, 2014), o que
suporta os achados reportados no presente estudo. O aumento na funcdo barorreflexa em
fémeas pode também estar relacionada com uma acgdo facilitatéria dos hormoénios ovarianos
sobre a atividade desse mecanismo reflexo cardiovascular (EL-MAS; ABDEL-RAHMAN,
1998; MOHAMED et al, 1999).

Em suma, nossos resultados indicam importantes dimorfismos sexuais no impacto
dos protocolos de estresse cronico sobre a atividade barorreflexa, no qual é independente do
tipo de estresse (i.e., homotipico vs heterotipico) e parece estar relacionado com a presenca de
mecanismos protetores nas fémeas. As alteracGes na atividade barorreflexa nos animais
machos parecem constituir mecanismos envolvidos nas alteragdes da atividade autbnoma e de
FC causadas tanto pelo ECV quanto pelo ERR, ao passo que essas alteracbes em fémeas
parecem ser mediadas por outros mecanismos. Além disso, nossos dados evidenciaram
aumento na resposta de taquicardia reflexa em machos submetidos ao ECV e femeas SHR
sujeitas ao ERR, efeito esse que pode aumentar o risco de desenvolvimento de complicacdes

cardiovasculares.

6.4.2 Reatividade vascular a agentes vasoativos

Outro mecanismo investigado no presente estudo foi a resposta de pressdo arterial
frente a agentes vasoativos em animais machos e fémeas submetidos ao ERR e o ECV.
Estudos tem sugerido que homens e mulheres possuem diferentes mecanismos para o controle
da presséo arterial (WIINBERG et al, 1995, BURT et al, 1991). Nesse sentido, dimorfismos

sexuais na funcéo vascular tem sido reportado. Por exemplo, dados clinicos e pre-clinicos tém
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demonstrado que fémeas apresentam respostas vasoconstritoras atenuadas para a estimulagao
a-adrenérgica (STALLONE et al, 1991; CREWS; KHALIL, 1999; KNEALE BJ et al., 2000).
Essas diferencas parecem decorrer de uma influéncia de hormonios ovarianos sobre a fungéo
vascular. De fato, receptores dos horménios sexuais femininos foram identificados em células
da parede vascular, incluindo células endoteliais e da musculatura lisa vascular (ORSHAL,;
KHALIL, 2004). A ativacdo desses receptores causa vasodilatacdo (FERRER M et al., 1996,
SUDHIR K et al., 1997). Estudos in vitro mostraram que 0 estr6geno exerce importante
protecdo vascular pelo seu efeito na estimulacdo de producdo de 6xido nitrico (NO) em
artérias e arteriolas (NEKOOEIAN, 1998). Assim, diferengas na biossintese de NO endotelial
vascular pode ser a base das diferencas de género no ténus vascular (FORTE et al., 1998). De
fato, a producdo de NO a partir do endotélio é maior em artérias de fémeas em comparacao
com machos (KAUSER et al.,, 1994; KNOT et al., 1999; WELLMAN et al., 1996),
possivelmente devido a uma estimulagdo na expresséo da enzima sintase de NO (NOS) pelo
estrogénio (GEARY, et al., 2000; KNOT, et al., 1999). Nesse sentido, foi reportado que o
efeito inibitério decorrente do bloqueio da NOS no relaxamento induzido por acetilcolina é
mais pronunciado na artéria mesentérica das fémeas do que em machos (KAHONEN, et al.,
1998). O relaxamento em anéis arteriais mesentéricos promovidos por NPS exdgeno também
foi maior em fémeas do que em machos (KAHONEN et al, 1998). Também foi reportado que
a contracao vascular ndo é diferente entre machos castrados e intactos, mas significativamente
aumentado nas ratas ovariectomizadas em comparacdo com as fémeas intactas, sugerindo que
as diferencas de género no tonus vascular s&o menos relacionadas com andrégenos e mais
relacionado com o estrogénio (CREWS et al., 1999; KANASHIRO et al., 2001).

Os dados mencionados acima fornecem evidéncias de uma resposta vascular reduzida
a agentes vasoconstritores em fémeas, na qual esta relacionada com uma acdo facilitatoria dos
horménios ovarianos sobre mecanismos vasculares vasodilatores (ORSHAL; KHALIL,

2004). Entretanto, nos ndo identificamos diferengas entre os animais controles machos e
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fémeas nas respostas de pressao arterial ao agente vasoconstrictor fenilefrina, nem aos agentes
vasodilatadores acetilcolina e NPS. E importante mencionar que a maior parte das evidéncias
de dimorfismos sexuais na resposta vascular a agentes vasoativos em animais foi obtido em
estudos in vitro, de modo que diferengas nos procedimentos experimentais podem explicar a
discrepancia dos nossos achados. De fato, nossos dados corroboram com estudos prévios in
vivo, nos quais néo identificaram diferencgas nas alteracdes da presséo arterial desencadeadas
pela administragdo de agentes vasoconstritores e vasodilatadores (CROFTON et al, 1988;
ABDEL-RAHMAN, 1999).

Apesar da auséncia de dimorfismos sexuais na resposta vascular aos agentes
vasoativos, nds identificamos importantes alteracGes nas respostas de pressdo arterial aos
agentes vasodilatadores em machos e fémeas expostos aos protocolos de estresse crénico. Foi
observado no presente estudo um aumento na resposta vasodilatadora causada pela infusao
intravenosa de acetilcolina em animais fémeas submetidas a ambos os protocolos de estresse,
ao passo que o ECV reduziu a hipotensdo induzida pela acetilcolina nos animais machos.
Esses resultados corroboram com as evidéncias de que o endotélio desempenha um papel
importante nos dimorfismos sexuais sobre a funcdo vascular (KAUSER, et al., 1995).
Somente um numero limitado de estudos investigaram o efeito da exposicdo a protocolos de
estresse cronico sobre a reatividade vascular a agentes vasoativos em fémeas. Além disso, é
importante mencionar que 0s nossos resultados sdo os primeiros a investigar em fémeas
alteracdes na reatividade vascular a agentes vasoativos apds a exposicao cronica a estimulos
aversivos utilizando uma abordagem in vivo. Um estudo recente in vitro relatou que a resposta
de relaxamento vascular a um agonista colinérgico foi reduzida em camundongos expostos a
um protocolo de 8 semanas de ECV (STANLEY et al, 2014). No entanto, a facilitagéo da
resposta depressora a acetilcolina observada no presente estudo corrobora com a evidéncia de
que o estresse por restricdo aumenta a producdo endotelial de NO (WEBB et al., 1981,

CORDELLINI; VASSILIEFF, 1998; JUNIOR; CORDELLINI, 2007). Os nossos resultados
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obtidos nos animais machos também estdo de acordo com dados in vitro e in vivo
demonstrando uma reducgdo na reatividade vascular a agonistas colinérgicos ap0s a exposicao
ao ECV (D’AUDIFFRET et al, 2010; ISINGRINI et al, 2011; ISINGRINI et al, 2012;
BAYRAMGURLER et al, 2013; DERMITAS et al, 2014; STANLEY et al, 2014; ALMEIDA
et al, 2015).

A disfuncdo endotelial é definida como o desequilibrio entre a producdo e
biodisponibilidade de fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) e fatores contréteis
derivados do endotélio (EDCFs) (SILVA et al., 2012). A resposta depressora da acetilcolina
tem sido demonstrada ser mediada pelo NO e outros EDRFs (et al, 2008). Desse modo, 0
aumento na resposta depressora da acetilcolina nas ratas submetidas ao ERR e ao ECV indica
uma melhora na funcdo endotelial. Entretanto, de maneira oposta a facilitacdo da resposta
depressora da acetilcolina, n6s observamos que o ERR e o ECV reduziram a resposta de
reducdo da pressdo arterial induzida pelo NPS nas fémeas. Em conjunto, os dados obtidos
com acetilcolina e NPS indicam que uma melhora na funcdo endotelial é acompanhada de
comprometimento na resposta vascular ao NO em fémeas. Entretanto, a facilitagdo da
resposta da acetilcolina indica que a melhora na funcdo endotelial parece se sobrepor ao
prejuizo nos efeitos dilatadores do NO, assim resultando em uma facilitacdo da resposta de
relaxamento vascular dependente da ativacdo endotelial. Como mencionado acima, a resposta
depressora da acetilcolina é também mediada por outros EDRFs além do NO (DABISCH et
al, 2008), nos quais podem estar relacionados com o aumento na resposta da acetilcolina.

NGs encontramos somente um estudo que investigou o efeito de protocolos de estresse
cronico sobre a reatividade vascular ao NPS em fémeas, no qual observou que a exposicao a
um protocolo de ECV néo afetou a reatividade vascular a esse agente in vitro (STANLEY et
al, 2014). Desse modo, nossos resultados sdo os primeiros a fornecerem evidéncia de um
prejuizo na via de sinalizagcdo do NO em fémeas submetidas a protocolos de estresse cronico.

Os mecanismos relacionados com esse efeito ainda ndo estdo claros e merecem futura
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investigacdo. A auséncia de efeito do ECV sobre a resposta do NPS nos animais machos esta
de acordo com evidéncias prévias obtidas em estudos in vitro e in vivo (D’AUDIFFRET et al,
2010; BAYRAMGURLER et al, 2013; DERMITAS et al, 2014; DUARTE et al, 2015).
Entretanto, o presente estudo fornece a primeira evidéncia de uma facilitagdo na resposta
vascular a um doador de NO apds a exposicdo ao ERR, uma vez que estudos prévios
reportaram auséncia de efeito (CORDELLINI; VASSILIEFF, 1998) ou observaram prejuizo
na resposta vascular a esses agentes (DUARTE et al, 2015).

Foi observado no presente trabalho que tanto os machos quanto as fémeas tiveram
uma reposta pressora a infusdo de fenilefrina, porém ndo houve diferenca significativa entre
0s animais controle e os animais que foram submetidos aos protocolos de estresse cronico.
Nossos resultados estdo de acordo com dados anteriores in vitro e in vivo em machos, nos
quais ndo identificaram efeito do ECV sobre a reatividade vascular a agentes
vasoconstrictores (D’AUDIFFRET et al, 2010; ISINGRINI et al, 2011; BOUZINOVA et al,
2012; Stanley et al, 2014; ALMEIDA et al, 2015; DUARTE et al, 2015). Um estudo recente
também ndo identificou efeito do ECV sobre a reatividade vascular a noradrenalina em vasos
de condutancia e resisténcia de fémeas (STANLEY et al, 2014). Os efeitos de protocolos de
estresse homotipicos sobre a reatividade vascular a agentes vasoconstrictores sdo menos
compreendidos. Um estudo recente reportou um aumento na resposta de contracao da aorta a
noradrenalina em machos expostos a um protocolo de ERR de 6 semanas (BAPTISTA et al,
2014). Entretanto, nossos resultados corroboram com estudos in vivo do nosso grupo gue nao
identificaram efeito do ERR sobre a resposta pressora a fenilefrina (DUARTE et al, 2015;
COSTA-FERREIRA et al, 2016).

A hipertensdo é associada com disfungdes vasculares, nas quais sdo principalmente
caracterizadas por comprometimento na funcdo endotelial e na resposta de relaxamento
vascular (TANG et al, 2010). Assim, 0 aumento na resposta vascular a acetilcolina nas ratas

expostas a0 ERR e ao ECV e na hipotensdo ao NPS nos machos submetidos ao ERR podem
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constituir importantes respostas adaptativas que inibem a elevagcdo da pressédo arterial. A
reducdo na resposta da acetilcolina observada nos machos submetidos ao ECV constitui uma
resposta que contribui para um aumento na pressdo arterial. Entretanto, a auséncia de
alteracdo na pressdo arterial nesses animais indica que esse efeito é tamponado por outras
respostas compensatarias.

Em conjunto, nossos dados indicam que os efeitos dos protocolos de estresse crénico
sobre a reatividade vascular aos agentes vasoativos também diferiram em machos e fémeas,
porém, com excecdo do comprometimento na resposta da acetilcolina nos animais machos
expostos ao ECV, todos os efeitos parecem constituir importantes respostas compensatorias

que contribuem para inibir a elevacéo da pressdo arterial.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados sugerem uma influéncia do dimorfismo sexual nas respostas frente
aos protocolos de estresse. Os resultados indicam que os protocolos de estresse afetam de
maneira diferente os machos (efeitos somaticos) e fémeas (eixo HPA). Os resultados também
sugerem influéncia da exposi¢cdo ao estresse cronico sobre o sistema nervoso autdbnomo, a
atividade do barorreflexo e fungéo vascular, nas quais sdo dependentes do género e do tipo do
estresse. AlteracOes nessas fungdes parecem constituir mecanismos importantes na etiologia
das alteracOes de pressdo arterial e FC induzidos pelo estresse cronico.

Em relacdo a influéncia da hipertensdo, os dados reportados indicam que ambos 0s
protocolos afetam de maneira similar os parametros somaticos e 0s niveis plasmaticos de
corticosterona nas fémeas SHR e normotensas. Entretanto, as ratas SHR e normotensas
parecem mais suscetiveis aos efeitos cardiovasculares e autondémicos induzidos pelo estresse
homotipico, porém resilientes aos efeitos cardiovasculares de estressores heterotipicos. Os
resultados ndo evidenciaram uma vulnerabilidade das ratas SHR aos protocolos de estresse

quando comparadas com as normotensas.
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